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Napomene

Praktikum se odrzava na 1. katu Zajedni¢kog objekta kemije i biologije, u prostoriji 114,
kucni broj telefona: 6285

Obavezno donijeti kutu, masku, naocale, par rukavica i vodootporni flomaster.

Na poCetku praktikuma piSe se ulazni kolokvij. Studenti koji ne zadovolje na ulaznom
kolokviju ne mogu pristupiti vjezbama i moraju ponovo upisati kolegij sljedece
akademske godine!

Ocekuje se da ¢ete kod kuée procitati viezbu unaprijed i razmisliti na koji nacin napraviti
viezbu jer vjezbe treba izvoditi samostalno, Sto brze i elegantnije. Praktikum je
zamisljen kao jedan va$ eksperiment kojeg Cine pet vjezbi (L, EC, E, P, R), a ostale
dvije vjezbe (T, B) nisu medusobno povezane.

Cuvati sav inventar u praktikumu, a posebice pipete. Ako nesto razbijete, prijavite to
asistentu ili tehnic¢aru.

Na pocetku praktikuma, izvjezbajte pipetiranje prema Prilogu uz nadzor asistenta.
Vjezbe Cete raditi samostalno!

Asistenti ¢e s vama diskutirati vieZzbe tijekom praktikuma i mogu vas po potrebi ispitati
usmeno.

Ocekuje se redovito pohadanje praktikuma, a nadoknade se uvazavaju samo iznimno.
Budite to¢ni i koncentrirani. U slu€aju bilo kakve nedoumice u vezi protokola, pitajte
asistenta.

Pridrzavati se savjeta asistenata prilikom izvodenja vjezbi. Ukoliko je bilo odstupanja
od protokola, zabiljeZite to u referat.

Na kraju radnog dana nadopuniti kutije nastavcima, te pospremiti pipete i kutije
s nastavcima prema uputama asistenta i/ili viSeg tehnic¢ara. Kivete operite
odmah i ostavite da se suse u kutiji. Sude koje koristite operite i ostavite na
mjestu s kojeg ste ga uzeli.

Pitanja za referat nisu zamisljena tako da ih diskutirate na vijezbama, veé se oCekuje

samostalan rad studenta kod kuce prilikom pisanja referata (koristite Internet,
udzbenike i znanstvene radove).

Nije dozvoljeno mijenjanje turnusa tijekom trajanja praktikuma.

VaSa konaéna ocjena iz praktikuma ovisit ¢e o vasem radu i zalaganju, dojmu
asistenta, referatu i ulaznom kolokviju. Referat predajte do dogovorenog datuma.
UspjeSnost vjezbe, tj. rezultat, ¢e se nagraditi $to znaci da ste marljivo i pazljivo radili
u praktikumu. Nagraduju se i dobre ideje u referatu.
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UVOD U PRAKTIKUM
Aminoacil-tRNA-sintetaze

Aminoacil-tRNA-sintetaze (aaRS) su esencijalni stani¢ni enzimi odgovorni za esterifikaciju 3'-
kraja molekule tRNA s pripadnom (engl. cognate) aminokiselinom u reakciji aminoacilacije. S
obzirom da povezuju aminokiselinu s onom tRNA koja sadrzi antikodon komplementaran
kodonu koji kodira tu aminokiselinu, aaRS su zapravo jedine molekule koje znaju ,citati
genetiCki kod, jer povezuju informaciju zapisanu kao slijed nukleotida u molekuli DNA,
odnosno molekuli mMRNA sa slijedom aminokiselina u polipeptidnom lancu. Za svaku
proteinogenu’ aminokiselinu postoji u stanici najmanje jedna aaRS, a uz citosolne aaRS,
eukariotski organizmi sadrze aaRS i u mitohondrijima i kloroplastima.

Sve aaRS provode reakciju aminoacilaciie u dva koraka. Prvo, pravilnim
pozicioniranjem a-fosfata ATP-a i a-karboksilata aminokiseline omoguéen je nukleofilni napad
a-karboksilne skupine aminokiseline na a-atom fosfora molekule ATP-a mehanizmom Sy2.
Produkti aktivacije su pirofosfat i anhidrid aminoacil-adenilat (aa-AMP) koji ostaje
nekovalentno vezan za enzim (korak 1). Aktivacija se odvija u aktivnom, sintetskom, mjestu
enzima, u kojem u pravilu ne sudjeluje tRNA. Drugi korak reakcije uklju€uje nukleofilni napad
2'- ili 3'-OH skupine riboze terminalnog adenozina 3'-kraja molekule tRNA na a-karbonilni
ugljikov atom aminoacil-adenilata (korak 2), pri ¢emu nastaje aminoacilirana tRNA (tRNA
esterificirana pripadnom aminokiselinom na 3'-kraju) uz oslobadanje adenilata (AMP) kao
izlazne skupine (korak 3) (slika 1.).

aaRS + aminokiselina + ATP 2 aaRS:aminoacil-AMP + PP; (1)
aaRS:aminoacil-AMP + tRNA 2 aaRS + aminoacil-tRNA + AMP (2)
aminokiselina + ATP + tRNA 2 aminoacil-tRNA + AMP + PP; (3)

o

AKTIVACIJA TRANSFER
°@ & O
AM AM AM

PPi

Slika 1. Sinteza aminoacil-tRNA. aa — aminokiselina; AM — aktivho mjesto enzima; PP; — pirofosfat; aa-AMP —
aminoacil-adenilat

Za toCnost reakcije aminoacilacije, nuzno je da svaka aaRS veze iskljucivo pripadnu
tRNA. Sve tRNA sadrze pozitivne i negativhe elemente identiteta kojima se osigurava da
enzim veZe samo pripadnu tRNA. Pod pozitivhim elementima identiteta smatraju se strukturni

' Proteinogene aminokiseline su one aminokiseline koje grade proteine (u pravilu 20 aminokiselina).
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elementi koji osiguravaju nastajanje odgovaraju¢eg para aaRS:tRNA. Negativni elementi
identiteta sprjeCavaju prepoznavanje i aminoaciliranje nepripadnih tRNA. Vrlo Cesto element
identiteta su nukleotidi antikodona. Iznimka su naravno tRNA specifi€¢ne za aminokiseline koje
su kodirane s vec¢im brojem kodona, primjerice leucin i serin. Bitan element identiteta mnogih
tRNA je i akceptorska peteljka, varijabilna om¢&a te diskriminacijska baza 73.

Aminoacil-tRNA-sintetaza mora moci prepoznati i pripadnu aminokiselinu, uz
istovremenu  diskriminaciju svih nepripadnih (engl. noncognate) proteinogenih i
neproteinogenih? aminokiselina. Diskriminacija nepripadnih aminokiselina puno je veci
problem nego diskriminacija nepripadnih tRNA, prvenstveno jer su aminokiseline puno manje
molekule nego tRNA i Cesto nemaju dovoljno izrazene strukturne razlike na temelju kojih ih
aaRS mogu jednostavno razlikovati. Primjerice, aminokiseline izoleucin i valin se razlikuju
samo u jednoj metilenskoj skupini, pa je aktivacija valina koju katalizira enzim lleRS svega
200 x manje ucinkovita od aktivacije pripadnog izoleucina. To znaci da ¢ée se na svakih 200
aktiviranih izoleucina aktivirati i valin, koji ¢e se onda ugraditi na izoleucinska mjesta u
proteinima. Buduci da je pokazano da se u proteinima valin pogresno ugraduje samo 1 u 3000
slu¢ajeva na izoleucinska mjesta, o€ito postoje mehanizmi koji popravljaju navedenu
pogreSku. AaRS, kao primjerice lleRS, razvile su mehanizme diskriminacije i popravka
nepripadno vezanih aminokiselina kako bi ukupna razina pogreske u biosintezi proteina ostala
na prihvatljivoj razini.

Dana$nje razumijevanje mehanizama popravka pogreSke bazirano je prvenstveno na
poznavanju kristalnih struktura aaRS, ali i na provedenim kineti¢kim eksperimentima. Tako je
pokazano da enzim moze direktno hidrolizirati nepripadni aminoacil-adenilat ve¢ u sintetskom
mjestu (slika 2: 2), §to je pokazano za MetRS, SerRS i LysRS razreda Il. Ovaj nacin popravka
naziva se popravak pogreske prije prijenosa, i moze biti tRNA-ovisan ili neovisan (slika 2: 1,

popravak prije prijenosa popravak nakon prijenosa
neovisan o tRNA ovisan o tRNA
E+aa+ AMP E+aa+ AMP +tRNA
s A
oI @ [+

E+aa+ATP —» E:aa-AMP “52NA 5 £oaa AMPRNA —2MP b E-a3tRNA

5 (» |+ Ha0
@] |
E +aa-AMP E+aa + tRNA

+ Ha0
A
E+aa+ AMP

Slika 2. Shematski prikaz mehanizma popravka pogreske. Popravak pogreske prije prijenosa aminokiseline
na tRNA odvija se disocijacijom nepripadnog aminoacil-adenilata (2) ili enzimskom hidrolizom nepripadnog
aminoacil-adenilata u sintetskom mjestu (1, 3), pri Eemu enzimska hidroliza mozZe biti neovisna (1) ili ovisna o
tRNA (3). Misacilirana tRNA hidrolizira se mehanizmom popravka pogreske nakon prijenosa aminokiseline na
tRNA u domeni za popravak (4).

2 U svakoj stanici uz proteinogene aminokiseline postoji mnostvo neproteinogenih aminokiselina, koje
ne grade proteine, npr. ornitin koji sudjeluje u ciklusu ureje.
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3). Drugi nacin popravka je popravak pogreSke nakon prijenosa nepripadnog
aminokiselinskog ostatka na tRNA, a karakteristi€an je za sedam aaRS (lleRS, ValRS, LeuRS,
PheRS, ThrRS, ProRS, AlaRS) koje nisu u mogucnosti dovoljno dobro diskriminirati
nepripadne aminokiseline u sintetskom mjestu, stoga su te aaRS razvile posebnu domenu za
hidrolizu misacilirane tRNA (slika 2: 4). Sve ostale aaRS sposobne su diskriminirati sve
nepripadne aminokiseline ve¢ u sintetskom mjestu te nisu razvile posebne mehanizme ili
domene za popravak.

Priprema izoleucil-tRNA-sintetaza (lleRS) i tRNA'® kori§tenjem sustava pET

Izoleucil-tRNA-sintetaza (lleRS) odgovorna je za esterifikaciju pripadnog izoleucina na
izoakceptorske tRNA'". lako vecéina organizama u genomu sadrzi samo jedan gen koji kodira
za lleRS, neki organizmi u genomu sadrze dva gena koji kodiraju dva razli¢ita proteina IleRS.
Primjerice, bakterija Priestia megaterium (stariji latinski naziv Bacillus megaterium) u genomu
sadrzi gene ileS1 i ileS2 koji kodiraju za proteine PmlleRS1 i PmlleRS2. U praktikumu ¢éete
pripremiti oba enzima, kao i tRNA'"® iz bakterije P. megaterium. Geni za PmlleRS1, PmlleRS2,
te gen za tRNA'"® iz P. megaterium (PmtRNA"®) ugradeni su u plazmidne vektore pET sustava
kako bi se omogucila njihova prekomjerna ekspresija u bakteriji Escherichia coli.

pET sustav za prekomjernu ekspresiju utemeljen je na genetickim elementima iz
bakteriofaga T7, a sastoji se od niza plazmidnih vektora pET te posebnog soja bakterije E.
coli. Ciljni gen se ugraduje u pET vektor izmedu T7-promotora i T7-terminatora transkripcije.
Vazno je napomenuti da T7-promotor prepoznaje isklju€ivo T7-RNA-polimeraza, a ne nativna
RNA-polimeraza iz bakterije E. coli. Kako se onda postize transkripcija s navedenog
promotora?

U genom bakterije E. coli genetiCkim inzenjerstvom ugraden je gen za T7-RNA-polimerazu.
Ovakav soj se naziva BL21 (DE3) soj bakterije E. coli. Gen za T7-RNA-polimerazu je pod
kontrolom inducibilnog promotora lacUV5 i operatora lac. Promotor lacUV5 je pod kontrolom
nativne RNA-polimeraze iz E. coli. Genom bakterije uobi€ajeno sadrzi i gen lacl (takoder pod
kontrolom nativne RNA-polimeraze iz E. coli) koji kodira za represor Lac. Represor Lac se
veze za operator lac i onemogucuje transkripciju gena za T7-RNA-polimerazu. Dodatkom
IPTG-a (izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozida, analog alolaktoze, slika 3) inducira se

transkripcija gena za T7-RNA-polimerazu sa CH;
promotora lacUV5, buduc¢i da se IPTG veze na H3C}
represor Lac koji tada zbog promjene konformacije HOH,C S
disocira s operatora /lac. Novonastala T7-RNA- "o OHO
polimeraza prepoznaje T7-promotor na plazmidu pET

(koji se nalazi uzvodno od gena od interesa u |

plazmidu pET) i transkribira nizvodni gen. Na ovaj I Ithioaalactosid
nacin dodatkom IPTG-a u stanice bakterije E. coli soja SOPreRY “;:g;' RN
BL21 (DE3) i koristenjem vektora serije pET
postignuta je prekomjerna ekspresija ciljnog gena
ugradenog u navedeni vektor (slika 4.). Slika 3. Struktura molekule IPTG

Urmbored figure pg 98
Bochaminy S bt
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dodatak IPTG-a

E. coli RNA-polimeraza * T7-RMA-polimeraza

Wgen za T7-RNA-polimerazu t_(lff’”___ | ciljni gen
,-\_J_'_G" __"-|— "'lfh“r i

» : ——,
| ¢ operator I&"é_:} —» \—\/7_.' - _
: promotor lac T7-RNA-polimeraza prumntnrﬁ 7

A

I s
represor Lactg}

pET

gen lacl

genom bakterije E. coli

Slika 4. Shematski prikaz ekspresijskog sustava pET. Gen za T7-RNA-polimerazu ugraden je kao lizogen
u genom bakterije E. coli soja BL21 (DE3) i pod kontrolom je inducibilnog promotora /ac. Genom bakterije
sadrzi i gen za represor Lac koji se veze na operator /ac i sprijeCava transkripciju gena zaT7-RNA-
polimerazu. Dodatkom IPTG-a aktivira se ekspresija T7-RNA-polimeraze koja onda prepoznaje promotor T7
unutar vektora serije pET i transkribira sljedove koji su nizvodno od promotora T7.
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Cilj praktikuma

Praktikum iz Biokemije 2 zamisljen je kao skup medusobno povezanih vjezbi (L, EC, E, PiR).
U vjezbi L naudit Cete koristiti restrikcijske endonukleaze i njihovu vaznost u genetiCkom
inZenjerstvu. U vjezbi EC izolirat ¢ete nadeksprimiranu molekulu PmtRNA""® (nadekspresija je
napravljena u bakteriji E. coli), a uspjeSnost izolacije ¢ete provjeriti u vjezbi E. U vjezbi P cete
procCistiti nadeksprimirane proteine PmlleRS1 i PmlleRS2 (nadekspresija je napravljena u
bakteriji E. coli) afinitetnom kromatografijom na Ni-NTA agarozi. U istoj vjezbi ¢ete provjeriti
uspjeSnost procis¢avanja poliakrilamidnom elektroforezcom (SDS-PAGE) i odrediti frakcije
najbogatije proteinima metodom po Bradfordu. Konacno, u vjezbi R ¢éete ispitati dolazi li do
nastanka kompleksa izmedu enzima PmlleRS i PmtRNA'"®, te veZu li oba enzima pripadnu
tRNA jednako dobro.

Naime, proteini PmlleRS su proizvedeni u bakteriji E. coli, ali kodiraju¢i sljedovi za navedene
proteine dolaze iz bakterije P. megaterium. Heterologna ekspresija proteina se danas rutinski
provodi u bakteriji E. coli, te osim za specificne eukariotske proteine ne predstavlja preveliki
problem. Medutim, heterologna ekspresija PmtRNA"® u bakteriji E. coli je potencijalni problem,
jer bakterija E. coli moZda nece biti u moguénosti stvoriti funkcionalnu PmtRNA" koju dobro
prepoznaju proteini PmlleRS. Naime, moguce je da enzimi PmlleRS prepoznaju PmtRNA'"®
samo ako je ispravno posttranskripcijski modificirana, a pitanje je da li enzimi koji u bakteriji
E. coli sudjeluju u procesiranju primarnih tRNA transkripata mogu provesti modifikacije kakve
se prirodno nalaze u PmtRNA'® iz bakterije P. megaterium. Ako su takve modifikacije bitne za
aktivnost PmtRNA"®, a ne mogu nastati u bakteriji E. coli, onda enzimi PmlleRS ne¢e moci
koristiti heterologno eksprimiranu PmtRNA"® kao svoj supstrat. Ovo moze predstavljati
eksperimentalni problem jer je proc¢iS¢avanje nativne PmtRNA'"® iz bakterije P. megaterium
iznimno mukotrpno. Stoga, tijekom praktikuma Zelite odgovoriti na sljedeca pitanja:

e Hoce li proteini PmlleRS1 i PmlleRS2, heterologno nadeksprimirani u bakteriji E. coli,
moci vezati PmtRNA'® heterologno nadeksprimiranu u bakteriji E. coli?

e Hoce li oba proteina, PmIleRS1 i PmlleRS2, jednako dobro prepoznati i vezati
pripadnu PmtRNA'®?

e Je li pokretljivost oba proteina jednaka u nativnoj gel-elektroforezi?

Ostale vjezbe obuhvacaju termic¢ku denaturaciju DNA (vjezba T) i supresiju terminacijskog
kodona pomocu supresorske tRNA (vjezba B).
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VJEZBA L: CIJEPANJE PLAZMIDA RESTRIKCIJSKIM

ENDONUKLEAZAMA Xhol | Ncol
Uvod

Otkrice restrikcijskih endonukleaza je dovelo do razvoja
tehnika rekombinantne DNA. Spomenute tehnike omogucuju
spajanje odsjeCaka DNA iz najrazliCitijih izvora s prikladnim
molekulama DNA koje se samostalno repliciraju (vektorima).
Tako nastale rekombinantne molekule se mogu klonirati
(viSestruko umnoziti) unoSenjem u stanice domacina gdje se
umnazaju koristeci se stani¢nim enzimima za replikaciju DNA.
Ukoliko rekombinantna DNA sadrzi gen, on se u stanici
domac¢ina moze transkribirati i translatirati  dajudi
rekombinantni protein. Tehnike rekombinantne DNA
omogucuiju istrazivanje funkcije, strukture i evolucije gena, a
omogucuju i dobivanje velikih koli€ina proteinskih produkata
ekspresijom kloniranih gena.

Restrikcijske endonukleaze su enzimi koji prepoznaju
odredene sljedove u lancu DNA, vezu molekule DNA i cijepaju
okosnicu DNA na to&no definiran nacin (slika 5 i 6). BioloSka
uloga ovih enzima je zastita bakterijske stanice od stranih
molekula DNA (primjerice od infekcije s DNA bakteriofaga).
Sljedovi baza u molekuli DNA koje prepoznaju ovi enzimi su
Cesto palindromi, dakle sljedovi koji imaju dvostruku os
simetrije. Svaki pojedini restrikcijski enzim prepoznaje svoj
slijed i cijepa ga uvijek na isti nacin (slika 5). Tako cijepanjem
mogu nastajati tupi krajevi ili krajevi koji strSe na 5'-kraju ili 3'-
kraju. StrSeci krajevi se nazivaju i ljepljivi (kohezivni) krajevi,
jer se mogu medusobno spariti, stvaraju¢i vodikove veze
medu bazama. Restrikcijske endonukleaze (Tablica 1)
dobivaju naziv prema bakteriji iz koje su izolirane, prvo slovo
dolazi od roda, druga dva slova u imenu su prva dva slova
bakterijske vrste, iza ¢ega moze slijediti slovo koje oznacava
soj ili rimski broj, ukoliko je iz tog organizma izolirano vise
enzima.

Pocijepamo li neku veéu molekulu DNA odredenim
restrikcijskim enzimom, nastat Ce razliCiti odsjeCci DNA, Cija
¢e veli¢ina ovisiti 0 broju mjesta na kojima enzim cijepa
poCetnu molekulu. Analiziramo li jednu takvu enzimsku
razgradnju elektroforezom u agaroznom gelu, mozemo uoditi
razliCite fragmente i na temelju njihovih veli€ina konstruirati
restrikcijsku kartu ispitivane molekule DNA.

S G
T

Slika 5. Prikaz slijeda koji
prepoznaje i cijepa restrikcijska

endonukleaza EcoRl iz bakterije
Escherichia coli (soj RY13).

=121
= ={ >
.
o > =] ey
= - F-
p ) ) =

Slijed baza gornjeg lanca pisan
je od 5'-kraja prema 3'-kraju.
Naznacen je i nacin cijepanja,
vidljivo je da ovaj enzim ostavlja
strSece krajeve na 5'-kraju.

Slika 6. Trodimenzijska struktura
restrikcijske endonukleaze
Hindlll u kompleksu s DNA.
Restrikcijske endonukleaze su
naj¢eS¢e homodimeri i posjeduju
os dvostruke simetrije, pa stoga
prepoznaju palindromske
sliedove u DNA koji takoder
imaju os simetrije drugog reda.
PDB kod: 2e52, N. Watanabe i
sur.
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Tablica 1. Primjer nekih restrikcijskih endonukleaza.

Restrikcijska . . Mjesto - .
endonukleza Gen iz organizma prepoznavanja Rezultat cijepanja
. ) , G/GATC C 5'---G GATCC---3'
BamH|I Bacillus amyloliquefaciens CCTAG/G 3-—-CCTAG G5’
L G/AATT C 5-G  AATTC--3'
EcoRI Escherichia coli CTTAA/G 3 CTTAA G5’
. Lo A/IAGCTT 5'---A AGCTT---3'
Hindlll Haemophilus influenzae T TCGA/A 3-—TTCGA A
Pstl Providencia stuartii C TGCAIG 5--CTGCA G---3'
G/ACGT C 3---G ACGTC---5'
Smal Serratia marcescens CCC/IGGG 5---CCC  GGG---3'
GGG/CCC 3'---GGG CCC---5'

Plazmidi su kruzne, dvolanCane molekule DNA koje postoje u bakterijama kao
genetiCki materijal neovisan o bakterijskom kromosomu. U molekularnoj biologiji plazmidi
sluze kao vektori (prenositelji) ispitivane DNA u bakterijske stanice. Uz plazmide i bakterijski
virusi mogu posluziti kao pogodni vektori. Plazmidi sadrZe vlastito ishodiste replikacije i kao
takvi se umnazaju odvojeno od bakterijskog genoma, ali ipak koriste sve enzime za replikaciju
kao i genomska DNA bakterije. Plazmidi nisu nuzni za opstanak bakterije, ali Cesto nose gene
koji bakterijama daju svojstva koja im donose selektivhu prednost u nepovoljnim uvjetima.
Primjeri za to su geni za otpornost na antibiotike, za proizvodnju antibiotika, za proizvodnju
toksina, za otpornost na teSke metale, za razgradnju sloZzenih organskih spojeva, te za
restrikcijske i modifikacijske enzime.

Plazmidi koje koristimo u ovoj vjezbi su izolirani iz bakterija E. coli prema standardnom
protokolu tzv. 'alkalnom lizom' na sljedeci nacin: bakterije su uzgajane preko noc¢i na 37 °C do
rane stacionarne faze. Bakterije su oborene centrifugiranjem i talog bakterija resuspendiran
je u malom volumenu odgovarajuceg pufera. U suspenziju stanica dodana je otopina NaOH i
SDS-a, pri ¢emu dolazi do razaranja stani¢ne stijenke i membrane te denaturacije proteina i
nukleinskih kiselina. Smjesa je neutralizirana dodatkom otopine kalijevog acetata, koji talozi
kompleks SDS-a, denaturiranih proteina i genomske DNA. Plazmid i degradirana RNA
zaostaju u otopini. Talog SDS-a i denaturiranih makromolekula ukloni se centrifugiranjem, a
supernatant koji sadrzi plazmid i fragmente RNA dodatno se procisti ekstrakcijom fenol-
kloroformom u svrhu uklanjanja zaostalih lipida i proteina. Plazmidna DNA istalozi se
dodatkom etanola, i otopi u malom volumenu pufera uz dodatak RNaze A, radi potpune
razgradnje zaostale RNA. Nakon kratke inkubacije, RNaza A ukloni se ekstrakcijom fenol-
kloroformom, a plazmidna DNA istalozi se dodatkom PEG-a 8000 koji selektivno talozi
nukleinske kiseline visoke molekulske mase.

Na slici 7 je prikazana shema plazmidnog vektora pPT7, veli€ine 5242 bp. Plazmid
pPT7 je vektor koji sadrzi dva ishodista replikacije: ori koji mu omogucéuje umnazanje u
bakteriji E. coli (gram negativna bakterija) i repB koji mu omogucuje umnazanje u bakteriji P.
megaterium (gram pozitivha bakterija). Uz to, plazmid sadrzi dva gena koju mu omogucuju
otpornost na antibiotike: AmpR omogucuje otpornost na antibiotik ampicilin u bakteriji E. coli,
a TcR omogucuje otpornost na tetraciklin u bakteriji P. megaterium. Vi Zelite ugraditi gen za
PmtRNA'"® (gen za tRNA'"® iz bakterije P. megaterium) u plazmidni vektor pPT7 tako da bude
pod kontrolom T7-promotora kako bi heterologno i prekomjerno eksprimirali PmtRNA" u soju
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(59) Accl pPT7_XhoI_S (86 .. 130)
AfIII (112)
pPT7_XhoI_A (86 ..130)

/Pacl (172)
" _BsrGI (190)
" _spel (205)
-~ _BStBI (211)
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-~ _ BspEI (220)
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—— BanII - SacI (228)
TspMI - Xmal (229)
—  ——Smal (231)
- BamHI (233)
Acc65I (239)
) — KpnI (243)
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" NgoMIV - SphI (253)
" NaeI (255)
—_ NruI (264)
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. BseYI (722)
~_ PspFI (726)
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"
¢
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(2991) Pfol Vi \ BbsI (2289)
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(2768) AfIIII BStEII (2403)

Slika 7. Mapa plazmida pPT7.

BL21 (DE3) bakterije E. coli. Medutim, ako pogledate nukelotidni slijed plazmida pPT7 (slika
8) i viSestruko mjesto kloniranja (engl. multi cloning site, MCS), vidjet ¢ete da se izmedu T7-
promotora i T7-terminatora nalazi mjesto za vezanje ribosoma (engl. ribosome binding site,
RBS). Buduéi da vi zelite prekomjerno eksprimirati molekulu tRNA, mjesto za vezanje
ribosoma vam smeta, jer ne zelite da dode do translacije transkripta. Takoder, ne mozete
ugraditi gen za PmtRNA'"® u neko restrikcijsko mjesto iza T7-promotora jer ¢ete imati dodatne
nukleotide izmedu pocetka transkripta i PmtRNA'"®, stoga vam i dio plazmida oko T7-
promotora smeta. Jedan od nacina da ugradite gen za PmtRNA'"® je da kemijski sintetizirate
sintetski polinukleotid koji sadrZi sekvencu za T7-promotor nakon koje odmah slijedi gen za
PmtRNA'"® i ugradite takav polinukleotid u neko restrikcijsko mjesto prije T7-terminatora.
Medutim, onda cCete imati dva T7-promotora unutar plazmida, a to je potencijalni problem za
dobivanje ispravnog transkripta. Kako bi izbacili dio vektora pPT7 koji sadrzi T7-promotor i
slijed RBS, odlucili ste ugraditi sintetski polinukleotid izmedu restrikcijskih mjesta Aflll i BamHI.
Medutim, u laboratoriju nemate restrikcijski enzim Afll, ali imate restrikcijski enzim Xhol. Stoga
ste odlu€ili napraviti ciljanu mutagenezu s ciliem da se u mjesto za restrikcijski enzim Affll
(CTTAAG) uvedu mutacije tako da nastane mjesto za restrikcijski enzim Xhol (CTCGAG),
kako bi sintetski gen za PmtRNA"" ugradili koristeci restrikcijska mjesta Xhol i BamHI. U tu
svrhu dizajnirali ste dvije mutagene pocetnice, pPT7_Xhol S i pPT7_Xhol _A. Mutagenim
PCR-om ste umnozili ishodisni plazmidni vektor, te se nadate da ste uspjeSno dobili mutirani
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plazmidni vektor pPT7_Xhol. Cilj ove vjezbe je provijeriti je li cijanom mutagenezom uvedeno
restrikcijsko mjesto za enzim Xhol u plazmid pPT7.

AfIII

pPT7_Xhol_S
Accl Y —
[aaggcttttaagccgtctgtacgttcct~aggcg

ctttttaggttctaaatcgtgtttttcttggaattgtgctgttttatcctttaccttgtctacaaaccccttaaaaacgtttttaaaggcttttaagccgtctgtacgttccttaaggcg

gaaaaatccaagatttagcacaaaaagaaccttaacacgacaaaataggaaatggaacagatgtttggggaatttttgcaaaaatttccgaaaattcggcagacatgcaaggaattccgc
Qicgaaaat(cggcagacatgcaaggautccgc
ot

pPT7_XhoI_A

Sacl
BanII

Eco53kI TspMI
Bephs Smal

PPT7_Xhol_S Ei Pacl BsrGI sper Bstar P9'T BamHI Acc65I
aaattaatac|

aaattaatacgactcactatagggagaccacaacggtttcccgaatattaattaaccaaggaggtgaaatgtacaatggtccaaactagttcgaagatctccggagctcccgggatccgg
. ! . L + y : 1 . y : I : | R y : L : y . ! 4 I

Xmal

t } t t } t t t t t t }
tttaattatgctgagtgatatccctctggtgttgccaaagggcttataattaattggttectccactttacatgttaccaggtttgatcaagecttctagaggectcgagggecctaggcee
[ T7 promoter > MCS
tttaattatg

pPPT7_XhoI_A

Sphi

Eagl  NgoMIV NaeI Nrul  Agel

taccggccgcatgccggctaatcgcgaccggttaactagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctaaaggaggaactatatccggtccaagaattggagc

atggccggcgtacggccgattagcgctggccaattgatcgtattggggaaccccggagatttgcccagaactccccaaaaaacgatttcctccttgatataggccaggttcttaacctcg
MCs - T7 terminator ]

Slika 8. Dio nukleotidnog slijeda plazmida pPT7. Na slici su prikazani T7_promotor i T7_terminator, mjesto
vezanja ribosoma (RBS) i viSestruko mjesto kloniranja (MCS). Mutagene pocetnice su oznaene sa
pPT7_Xhol_S i pPT7_Xhol_A.

Reagensi

Pufer NEBuffer 3.1 (New England Biolabs) je u kona¢noj reakciji sastava 50 mmol/dm? Tris-
HCI, pH 7,9, 100 mmol/dm?3 NaCl, 10 mmol/dm? MgCl,, 100 ug/mL BSA. Pripremljeni pufer je
10 x koncentriran.

Restrikcijski enzim Xhol (NEB), 20 U/uL.
Restrikcijski enzim Ncol (NEB), 10 U/uL.

Jedna jedinica enzimske aktivnosti restrikcijskog enzima (1 U) je definirana kao ona koli¢ina
enzima koja je potrebna za razgradnju 1 ug DNA faga A tijekom 1 sata pri 37 °C u ukupnom
reakcijskom volumenu 50 pl.

Asistent ¢e 5 x razrijediti restrikcijske enzime u puferu 1 x NEBuffer 3.1, u ukupnom volumenu
od 30 L.

Na raspolaganju imate dva plazmida, nemutirani plazmid pPT7 i potencijalno mutirani plazmid
pPT7_Xhol (masene koncentracije 50 ng/uL).

Izvodenje vjezbe

e Kute, naocale i rukavice su obavezne!

o Restrikcijski enzim treba uvijek odloZiti na led!

¢ Uvijek mijenjati nastavak i uzeti nekoriSteni pri pipetiranju sljedece otopine!

¢ Volumene manje od 20 pL pipetirajte pipetom koja omogucuje pipetiranje do najveéeg
volumena od 20 uL! Pipetirajte PRECIZNO prema tablici 2.
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¢ Najprije pipetirate vodu, zatim pufer i potom ostale komponente. Predlazemo da stavite
kvacicu/oznaku pokraj svake komponente koju ste dodali kako ne biste pogrijesili.

o Jedan student priprema razgradnju samo jednog plazmida. Oznacite tubice na Cepicu
s oznakama R1 (pPT7) ili R2 (pPT7_Xhol) i vlastitim inicijalima. Sa strane epruvete
napisite turnus.

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese

Reagens R1 R2
10 x pufer NEBuffer 3.1 2 uL 2 uL
Plazmidna DNA (50 ng/pL) 5 uL pPT7 5 uL pPT7_Xhol
Enzim Xhol 2L 2 uL
Enzim Ncol 2 uL 2 uL
ReH-.0 9 uL 9 uL
> 20 pL 20 yL

Uzorke premijestite u termoblok ili inkubator kojeg ste prethodno namijestili na 37 °C i
inkubirajte reakcije 2sata. Nakon toga, spremite epruvete u frizider na -20 °C. Rezultat Cete
analizirati u vjezbi E i odgovoriti na pitanja.
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VJEZBA EC: IZOLACIJA NADEKSPRIMIRANIH MOLEKULA tRNA
Uvod

Molekule tRNA su jednolancane molekule RNA gradene od 60 do 95 nukleotida, tipiéno oko
76 nukleotida (slika 9). 5'-kraj je fosforiliran, dok 3'-kraj nije. Peteljka koja sadrzi 3'- i 5'-kraj
sastoji se od sedam parova baza i naziva se akceptorska peteljka jer se na slobodnu
hidroksilnu skupinu 3'-kraja molekule tRNA veze aminokiselina koju tRNA prenosi. 3'-kraj
zavrSava slijedom CCA. Peteljke predstavljaju dvolan¢ane uzvojnice u tRNA. Na akceptorsku
peteljku na 5'-kraju molekule nastavlja se D-regija (D-ruka; engl. D-arm). Ona sadrzi peteljku
od svega tri ili Cetiri para baza. Ime je dobila po petlji kojom zavrSava, a koja Cesto sadrzi
modificiranu bazu dihidrouridin. Zatim slijedi antikodonska regija s peteljkom od pet parova
baza i petliom u kojoj se nalazi triplet baza antikodona. Na 3'-kraju molekule tRNA slijed
nukleotida prelazi iz akceptorske peteljke u peteljku TyC ili kraée T-regiju (T-ruku), nazvanoj
po oCuvanom TyC slijedu. Simbol y oznacava pseudouridin, jednu od neuobicajenih baza.
Izmedu T-regije i antikodonske regije nalazi se varijabilna regija. To je mjesto najvece
raznolikosti medu poznatim molekulama tRNA. Moze sadrzavati od 3 do 21 nukleotida koji
mogu formirati peteljku.

oH _ Miesto vezanja ‘ Termma!m
Fosforilirani A*/ aminokiseline % adenozin
§'kraj N TYC ruka
P& Diskriminatorska :
= baza 73
Akceptorska
petelka — TYC ruka Akceptorska
peteljka
ruka
U “Varijabilna Antikodonska
ruka ruka

Antikodonska
< ruka

Antikodon

Slika 9. Sekundarna i tercijarna struktura tRNA. LjubiCasta boja predstavlja akceptorsku peteljku, Zuta
predstavlja D-ruku, plava predstavlja antikodonsku ruku, a zelenom bojom oznacena je TWC ruka. Varijabilno
podrucje obojano je bijelom bojom. Lijevo: sekundarna struktura tRNA oblika lista djeteline. Desno: tercijarna
struktura tRNAPhe iz bakterije Escherichia coli (PDB kod: 3LOU). Vecina je baza sparena i sudjeluje u
interakcijama slaganja baza. Uogite strukture zavojnica i kompaktnost molekule. Adaptirano iz 1. Zivkovié,
Mehanizmi ostvarivanja supstratne specificnosti u sintetskom i korektivnom mjestu izoleucil-tRNA-sintetaze,
Doktorski rad, Prirodoslovno-matematicki fakultet, SveudiliSte u Zagrebu, 2021., str. 14.-15.

U sekundarnoj strukturi tRNA postoje oCuvani polozaji (engl. invariant positions) na kojima se
javljaju uvijek isti nukleotidi, te djelomi¢no oc€uvani (engl. semi-invariant) polozaji s
nukleotidima istog tipa (samo purinska ili samo pirimidinska baza). Oni se obi¢no nalaze u
petliama. Neki ouvani polozaji ve¢ su spomenuti (CCA slijed na 3'-kraju, TwC slijed u T-petlji).

Gen za PmtRNA'" (antikodon GAT) iz bakterije Priestia megaterium ugraden je u
plazmidni vektor pETA3, ¢ime je dobiven rekombinantni plazmid pETA3_PmtRNA" koji je
transformiran u soj BL21(DE3) bakterije E. coli. Navedeni plazmid nosi gen za ampicilinsku
rezistenciju, pa bakterije koje su primile navedeni plazmid mogu rasti na hranjivim podlogama
u prisutnosti ampicilina. Transformirane stanice E. coli uzgojene su u odgovaraju¢em mediju,
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a dodatkom IPTG-a potaknuta je prekomjerna ekspresija PmtRNA'"®, Nakon indukcije stanice
su istalozene i na raspolaganju imate taloge induciranih bakterijskih stanica.

Cilj viezbe je izolirati ukupnu tRNA iz taloga bakterijskih stanica. S obzirom da ukupna tRNA
sadrzi prekomjerno eksprimiranu bakterijsku PmtRNA'®, na ovaj nacin se izolira ukupna tRNA
koja sadrzi veliki udio bakterijske PmtRNA'"®. Uzorak ukupne tRNA obogacen bakterijskom
PmtRNA'"® kasnije ¢e se koristiti u nativnoj elektroforezi (vjezba R).

Izvodenje vjezbe:

e Kute, naocale i rukavice su obavezne!

e Pazite da centrifuga bude uvijek uravnotezena i epruvete Cvrsto zatvorene prije
centrifugiranja!

o Epruvete koje sadrze fenol kao otpad odlozite na zasebno mjesto koje ¢e odrediti
asistent! Fenol dodati u digestoru!

o Sve raditi na sobnoj temperaturi, osim ako nije drukcije naglaseno! Eventualno odloziti
uzorke na led dok ¢ekaju u nekim medufazama.

Postupak izolacije tRNA temelji se na ekstrakciji nukleinskih kiselina iz bakterije E. coli
pomocu fenola, pri Eemu fenol permeabilizira i razara stanice, te denaturira proteine.

Protokol

1. Talog dobro resuspendirati u 300 pL pufera za izolaciju tRNA (10 mmol/dm? Tris-HCI
pH 8,0, 10 mmol/dm?® Mg(OAc),).

2. lzdvaojiti alikvot od 150 uL i OPREZNO dodati 150 pL fenola solubiliziranog vodom.

3. Zestoko potresati 2-3 min (moze se koristiti i vorteks ili rotator uz brzinu okretaja od 20

rpm). Fenol "curi" iz mikroepruveta €ak i kada su mikroepruvete Cvrsto zatvorene. Zato

pazljivo i po moguénosti omotajte Cep parafiimom!

Razdvojiti organski i vodeni sloj centrifugiranjem 5 min pri 10 000 rpm.

5. Prebaciti 100 pL vodenog sloja u novu epruvetu, istaloZiti nukleinske kiseline
dodatkom 1/10 volumena (10 yL) 3 mol/dm® NaOAc pH 4,8 i 2,5-3 volumena (300 pL)
ledeno-hladnog 96% etanola.

6. Inkubirati uzorak na -20 °C minimalno 20 minuta, potom centrifugirati 20 min pri 10 000
rpm. Trebao bi nastati vidljiv bijeli talog. Pazljivo ukloniti supernatant pipetom pazedi
da se pri tom ne povuce talog.

7. Talog isprati s 1 mL 70 %-tnog ledeno hladnog etanola, centrifugirati 5 min, posusiti
na termobloku pri 50°C ili u speed vac-u.

8. Otopiti u 50 yL pufera za izolaciju tRNA. Ukoliko se talog ne otopi, dodati jos pufera
(npr. jos 50 pL).

9. Napisite na mikroepruvetu: EC, turnus i vase inicijale te ju smrznite na -20 °C.

B

Stranica 15



Praktikum iz Biokemije 2

VJEZBA E: ELEKTROFOREZA NUKLEINSKIH KISELINA NA GELU
AGAROZE

Uvod

Nukleinske kiseline u gelu mogu se detektirati na razliCite nacine. Najrasprostranjeniji nacin je
bojanje fluorescentnom bojom, etidij-bromidom. To je interkaliraju¢i agens (veze se
umetanjem izmedu dvaju parova baza) te je najucinkovitiji pri detekciji dvolan€ane DNA.
Identificira se pobudom UV-svietlom (A = 312 nm) uslijed koje fluorescira
naran¢asto.Potencijalni je mutagen, stoga s otopinama koje sadrze etidij-bromid treba paZzljivo
rukovati. U praktikumu koristimo boju GelRed koja ima sli€ne karakteristike kao i etidij-bromid,
ali je manje toksi¢na. No, bez obzira, i s otopinama koje sadrze GelRed treba pazljivo rukovati.

Uzorci koji se nanose u jazice pomijeSani su s puferom za nanoSenje na gel koji sadrzi boje
bromfenol plavo i ksilencijanol kako bismo pratili brzinu kretanja uzoraka, te saharozu ili
glicerol radi lak8eg nanoSenja uzorka na gel. Elektroforeza se provodi u kadici za elektroforezu
(slika 10) pod naponom od 120 V pri sobnoj temperaturi u trajanju od 45 minuta.

elektroforetski pufer jazice za analit
agarozni gel l
[ [T U_|

1®T’ smijer elektroforeze I @

pozitivna (+) elektroda negativna (-) elektroda ——

Slika 10. Shematski prikaz aparature za horizontalnu elektroforezu.

Reagensi GeneRuler 1 kb DNA Ladder

bp ng/0.5pg %

6 x boja za nanosSenje uzoraka i pracenje tijeka elektroforeze: 10
mmol dm Tris-HCI pH 7,6, 0,03% (w/v) bromfenol plavo, 0,03% (w/v)
ksilencijanol FF, 60% glicerol (w/v), 60 mmol dm= EDTA, GelRed.

1 %-tni (w/v) agarozni gel
50 x TAE pufer.
Marker molekulskin masa GeneRuler 1 kb DNA Ladder

0.5 pgane, 8 cm length gel
1X TAE, 7 V/cm, 45 min
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Upute za pripremu agaroznih gelova

1. Potrebno je pripremiti 300 mL 1% otopine (w/v) agaroze u puferu 1 x TAE (40 mmol

dm-3 Tris, 20 mmol dm® CH3COOH, 1 mmol dm= EDTA, pH 8).

Izvazite potrebnu koli¢inu agaroze i odmjerite potrebnu koli¢inu pufera.

3. Bocu s puferom i agarozom potrebno je poklopiti &epom (NE ZAVRTATI CEP da ne bi
doslo do prevelikog pritiska tijekom grijanja i staviti u mikrovalnu pecnicu).

4. Odaberite Zeljeno vrijeme i snagu na gumbima mikrovalne pecnice (potrebno je cca 3
minute pri jaCini 600 W za ovu koli¢inu agaroze i pufera). Za vrijeme otapanja
promatrajte Sto se dogada u boci kako biste na vrijeme prekinuli zagrijavanje. Pozeljno
je zagrijavati otopinu u intervalima.

5. Otopina je pripremljena kada se sva agaroza otopila (otopina ¢e poceti kljucati).

6. lzvadite bocu iz mikrovalne posebnom rukavicom VRLO OPREZNO jer je vruca i
ostavite da se hladi.

7. Kada se otopina dovoljno ohladila (tako da bocu s otopinom mozete drzati u ruci, a da
se ne opecete), izlijte otopinu u pripremljenu kadicu s ¢esljevima postavljenim u utore.

8. Nakon §to se gel polimerizirao i ohladio mozete ga koristiti ili ga prebacite u kutiju s
puferom 1 x TAE i pohranite.

n

Izvodenje vjezbe

e Kute, naocale i rukavice su obavezne!

¢ Uvijek mijenjati nastavak i uzeti nekoriSteni pri pipetiranju sljedece otopine!

o Volumene manje od 20 pL pipetirajte pipetom koja omogucuje pipetiranje do najveéeg
volumena od 20 pL!

Protokol

Izvadite iz frizidera vaSe uzorke razgradnje (vjezba L) i tRNA (vjezba EC).

Pripremite uzorke prema tablici 3.

Nanesite uzorke na gel prema predlozenom rasporedu u tablici 3.

Na svaki gel stavite i 10 yL markera molekulskih masa GeneRuler 1 kb DNA Ladder.
Elektroforeza se provodi u puferu TAE u kadici za elektroforezu pod naponom od 120
V pri sobnoj temperaturi u trajanju od 35-40minuta odnosno dok se boje dovoljno ne
razdvoje.

ok ownN=

Tablica 3. Priprema uzoraka za nano$enje na gel.

pPT7 pPT7_Xhol S(‘:aa:; fat::;';‘ S"a(':;::?e"t
uzorak 2 uL 2L R1/R2 (cijela smjesa) 3L
boja 3 uL 3 uL 3uL 3 uL
ReH20 15 uL 15 uL - 14 L
> 20 yL 20 uL 23 uL 20 L

Gel cete pogledati i snimiti CCD kamerom pod UV svjetlom.
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VJEZBA P: PROCISCAVANJE PROTEINA S POLIHISTIDINSKIM
PRIVJESKOM NA Ni-NTA AGAROZI

Uvod

Polihistidinski priviesak je slijed od naj¢esSce 6

uzastopnih histidina i njime obiljezeni proteini mogu 0
se progistiti afinitetnom kromatografijom na nosacu QN N/j \\N N/J (J K\N

s imobiliziranim metalnim ionom (engl. immobilized

metal-ion affinity chromatography). Afinitetna G N NENTA
kromatografija se temelji na specificnim & g.ﬂ'} (_HZC

interakcijama izmedu dvije molekule, npr. receptora @L

i liganda, enzima i supstrata, antigena i antitijela, itd. & © 3

U slucaju kromatografije na nosacu s imobiliziranim

metalnim ionom, protein se preko histidinskog

privieska veZe na metalni ion (A|3+ Fe3* Ni2*. Zn2* Slika 11. Interakcija bocnih ogranaka
b i~ s . o 7777 histidina iz histidinskog privieska s ionom

Co*" ili Cu"), koji je u kompleksu s imobiliziranim  pikja u Ni-NTA agarozi

agensom na kuglicama. U svrhu brzog i

jednostavnog prociscavanja, proteini su u ovoj vjezbi prekomjerno eksprimirani s histidinskim

privieskom na N-kraju proteina. U postupku prociS¢avanja kao kromatografsko punilo

koristimo Ni?*-NTA agarozu.

Nitrilotrioctena kiselina (eng. nitrilo triacetic acid, NTA) vezana je na 4 od ukupno 6
veznih mjesta u koordinacijskoj sferi iona nikla, dok se na preostala 2 vezna mjesta vezu
histidini iz histidinskog privijeska (slika 11). Propustanjem smjese proteina iz proteinskog
ekstrakta kroz kolonu, na nju ¢e se vezati samo onaj protein koji specificno veze imobilizirani
ligand. Protein se s kolone eluira imidazolom, koji je strukturno sliCan bo&nom ogranku
histidina, te se umjesto njega veze na Ni?*.

Geni za lleRS iz bakterije P. megaterium (PmlleRS1 i PmlleRS2) ugradeni su u
plazmidni vektor pET28b. Ovaj vektor sadrzi kodirajuéi slijed za afinitetni heksahistidinski
priviesak (Hise-priviesak). U rekombinantnim plazmidnim vektorima pET28b_His-PmlleRS1 i
pET28b_His-PmlleRS2 otvoreni okviri €itanja gena za PmIleRS1 i PmIleRS2 poklapaju se s
otvorenim okvirom €itanja kodirajuceg slijeda za Hise-privjesak te ekspresijom fuzijskih gena
nastaju fuzijski proteini PmlleRS1, odnosno PmlleRS2 s Hise-privjeskom (Hise-PmlleRS1 i
Hise-PmlleRS2). Vektor pET28b nosi gen za kanamicinsku rezistenciju, pa bakterije koje su
primile navedeni plazmid mogu rasti na hranjivim podlogama u prisutnosti kanamicina.

Bakterijske stanice su prethodno uzgojene na sljede¢i nacin. Uzgojene su zasicene
prekono¢ne kulture stanica E. coli soja BL21 (DE3) koje su transformirane vektorom
pPET28b_His-PmlleRS1, odnosno pET28b_His-PmlleRS2. Zasi¢ene prekonoéne kultura
razrijedene su u omjeru 1:100 u 500 mL svjezeg LB medija s kanamicinom, te uzgajane pri
temperaturi od 30 °C do optiCke gustoée ODsoo = 0,2. Zatim je dodan ZnCl, do konacne
koncentracije 1 mmol/dm? i stanice su dalje rasle do opticke gustoé¢e ODgoo = 0,5-0,6. Stanice
su inducirane dodatkom IPTG-a (kona¢na koncentracija 0,25 mmol/dm?) u trajanju od 3 sata
pri temperaturi od 30 °C za protein Hise-PmlleRS1, odnosno u trajanju od 16 sati pri
temperaturi od 15 °C za protein Hise-PmlleRS2, pri ¢emu dolazi do prekomjerne ekspresije
fuzijskih proteina. Stanice se nakon uzgoja obore centrifugiranjem u trajanju od 15 minuta pri
5000 x g na 4°C. Nakon centrifugiranja, medij je odstranjen, a talog stanica resuspendiran u
5 mL pufera A, uz dodatak 0,1 mmol dm= PMSF, 13 pg/mL lizozima i 20 ug/mL DNaze |.

Stranica 18



Praktikum iz Biokemije 2

Stanice se soniciraju uz pomo¢ ultrazvuka 8 puta po 45 sekundi s pauzama na ledu od jedne
minute. Stani¢ni ostaci se istaloze centrifugiranjem u trajanju 1 sat pri 10 000 x g na 4°C.
Supernatant sadrzi proteinski ekstrakt koji se alikvotira po 0,5-1 mL i koristi za pro¢i§¢avanje
proteina Hise-PmlleRS1 i Hise-PmlleRS2 afinitetnom kromatografijom na Ni?*-NTA agarozi.

Izvodenje vjezbe

o Kute, naocale i rukavice su obavezne!

¢ Uvijek mijenjati nastavak i uzeti nekoriSteni pri pipetiranju sljedece otopine!

¢ Volumene manje od 20 pL pipetirajte pipetom od max 20 uL!

o Drzati pufere i vodu uvijek na ledu!

o Cuvati proteinski ekstrakt na ledu!

o Dio studenata procCis¢ava protein Hise-PmlleRS1, a dio studenata prociS¢ava protein
Hiss-PmlleRS2.

Kromatografski puferi

Otopina Sastav

20 mmol/dm3 Hepes-KOH, pH 7,5, 500 mmol/dm3 NaCl, 5 mmol/dm?3 MgClz, 10

Pufer A mmol/dm3 imidazol, 10 mmol/dm3 B-merkaptoetanol

Pufer B 20 mmol/dm3 Hepes-KOH, pH 7,5, 500 mmol/dm3 NaCl, 5 mmol/dm?3 MgClz, 20
mmol/dm3 imidazol, 10 mmol/dm3 B-merkaptoetanol

Pufer C 20 mmol/dm? Hepes-KOH, pH 7,5, 500 mmol/dm3 NaCl, 5 mmol/dm?3 MgCl2, 200

mmol/dm3 imidazol, 10 mmol/dm3 B-merkaptoetanol

Otopine za €iS¢enje i pohranjivanje Ni-NTA agaroze

Otopina Svrha
2 mol/dm? imidazol Otopina za CiSéenje Ni-NTA agaroze
20% (v/v) etanol Otopina za pohranjivanje Ni-NTA agaroze

¢ (B-merkaptoetanol) = 14,3 mol dm
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Procis¢avanje proteina

1.

2.

10.

IzraCunati i dodati odgovarajuc¢i volumen B-merkaptoetanola u pufere A, B i C, radeéi
pritom u digestoru.

400 pl suspenzije agaroznih kuglica supstituiranih niklom (Ni?*-NTA agaroza) nanijeti
na kolonu.* Napomena: kolona s Ni-NTA agarozom ne smije presusiti tijekom
izvodenja vjezbe!

Maknuti ¢epi¢ i odloZiti ga na Cisti komad papira. Pustiti da tekuéina iz kolone iste¢e u
Casicu.

Nanijeti na kolonu 8 CV hladne redestilirane vode.

Nanijeti na kolonu 8 CV hladnog pufera A.

Odvoijiti po 15 L proteinskog ekstrakta u novu mikroepruvetu i oznacite s PE, turnus,
inicijali.

Nanijeti proteinski ekstrakt (ukupni proteinski ekstrakt iz E. coli s nadeksprimiranim
proteinom). Pustiti da ekstrakt isteCe iz kolone i prikupite ovu nevezanu frakciju kao
NF, turnus, inicijali (engl. flow-through).

Isprati sa 28 CV hladnog pufera A. Pustiti da isteCe. Sakupite ove uzorke ispiranja kao
ISPA, turnus, inicijali.

Isprati sa 8 CV hladnog pufera B. Pustiti da isteCe. Sakupite ove uzorke ispiranja kao
ISPB, turnus, inicijali.

Eluirati proteine vezane na Ni?*-NTA agarozu pomoc¢u hladnog pufera C. Eluirajte
kolonu u 5 obroka po 200 uL pufera C. Sakupite eluate kao zasebne frakcije u 5
polipropilenskih mikroepruveta ("epica"). Frakcije oznalite F1 — F5, turnus, inicijali
prema redoslijedu elucije.

Cuvati sve prikupliene uzorke (PE, NF, ISPA, ISPB, F1-F5) na ledu dok ih asistent ne
pospremi!

* Budu¢i da se Ni-NTA agaroza ¢uva kao 50%-tna otopina u 20%-tnom etanolu, dodatkom
400 pL suspenzije zapravo dodajete 200 pyL Ni-NTA agaroze. Volumen od 200 pL Ni-NTA
agaroze predstavlja 1 volumen kolone (1 CV, engl. column volume).

)

1.
2.
3.

iS¢enje Ni2*-NTA kolone

Nanesite 2 CV 2 mol/dm? imidazola. Pustite da istece.

Isperite kolonu sa 8 CV ReH-0. Pustite da istece.

Dodajte 1 CV 20% etanola. Suspenziju etanola i Ni-NTA agaroze prebacite u bocicu s
oznakom “koriStena Ni-NTA”.
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Provjera prisutnosti proteina u eluatima pomoc¢u Bradfordovog reagensa

Bradfordov reagens sadrzi kiselu otopinu boje Coomassie Birilliant Blue G-250 koja ima
maksimum apsorbancije pri valnoj duljini od 465 nm i otopina se &ini sivkasto-tamnocrvena.
Molekule boje su u anionskom obliku i vezu se sulfonskim skupinama uglavnom za arginin,
histidin i lizin, ali i za tirozin, triptofan i fenilalanin jer osim elektrostatskih interakcija, za vezanje
boje i proteina u kompleks vazne su hidrofobne i Van der Waalsove interakcije. Prilikom
vezanja boje za protein, maksimum se pomice na valnu duljinu od 595 nm i otopina se Cini
plavom.

i for il o 0w & WY W e
A 3%

Bradfordov reagens se najceSée Kkoristi za
kvantitativno odredivanje koncentracije proteina. Pri tome
se upotrebljavaju standardi poznatih koncentracija
pomijeSani s Bradfordovim reagensom i nakon mjerenja |~
apsorbancije iscrta se baZdarni pravac te interpolacijom ‘ .
odredi koncentracija proteina u Zeljenom uzorku. (

i L S SRrest e A B 5 RR U EET ‘i
|
:

B BN R B S

Slika 12. A Mikrotitarska plocica.

Bradfordov reagens se moze primijeniti i u opcenite svrhe za detekciju proteina u
uzorku te za pribliznu procjenu koncentracije proteina nakon postupka procis¢avanja.

Protokol

1. U jazice mikrotitarskin plo€ica (slika 12) nanesite 50 pL vec pripremljenog
Bradfordovog reagensa i dodajte 10 pL frakcija koje ste skupili nakon elucije
imidazolom (F1-F5). Prema intenzitetu boje, vizualno ¢ete odrediti koje frakcije sadrze
najviSe proteina.

2. U dogovoru s asistentom odabrat ¢ete uzorke za analizu na SDS-poliakrilamidnom
gelu, a dvjema proteinskim frakcijama koje su dale najintenzivnije plavo obojenje
odredit ¢ete masene koncentracije metodom po Bradfordu.

3. Isperite mikrotitarsku plo€icu etanolom, a potom destiliranom vodom.
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Priprema gelova za SDS-gel-elektroforezu
U praktikumu se koristi aparatura Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad.

Potrebno je pripremiti 3-4 gela, ovisno o broju studenata.

1. Uz pomo¢ asistenta pripremite konstrukciju za izlijevanje gelova.
2. Pripremite smjesu gela za razdvajanje i smjesu gela za sabijanje prema protokolu
ispod.

Gel za razdvajanje:
e 1 mL akrilamid/bisakrilamid 29:1 (T=40%, C=3,3%)
O T = ((makrilamid + mbisakrilamid)/g /Vsmjese/ml) x 100%
o C = (Misakritamia/ (Makritamid + Mbisakrilamia)) * 100%; tj. (1/(29+1)) x 100%
1 mL 4 x koncentriranog pufera za razdvajanje (1,5 mol dm™ Tris-HCI, 4 g dm SDS,
pH 8,8)
2 mL ReH20
14 uL 20% APS*
2 yL TEMED*

Gel za sabijanje:
e 0,2 mL akrilamid/bisakrilamid 29:1 (T=40%, C=3,3 %)
e 0,5 mL 4 x koncentriranog pufera za sabijanje (0,5 mol dm Tris-HCI, 4 g dm™ SDS,
pH 6,8)
1,3 mL ReH>0O
7 uL 20% APS*
1 uL TEMED*

*APS i TEMED se dodaju neposredno prije izlijevanja.

3. U smjesu gela za razdvajanje dodajte APS i TEMED te promijeSaijte.

Pomocu pipete ulijte oko 3-3,5 mL smjese gela za razdvajanje izmedu stakala. Pazite
da ne unesete mjehurice zraka!l

5. Na rub nepolimeriziranog gela POLAKO nanesite 0,5 mL vode.

6. Pustite da gel polimerizira 30 min.

7. Odlijte vodu sa polimeriziranog gela za razdvajanje.

8

9

B

U smjesu gela za sabijanje dodajte APS i TEMED te promije3aijte.
Smjesu pipetom nanesite do gornjeg ruba nizeg stakla. Pazite da na povr$ini ne bude
mjehuri¢a zraka.

10. Kako bi oblikovali jazice, potrebno je umetnuti ¢esalj s 10 jazica.

11. Nakon 30 minuta, paZljivo uklonite ¢eSalj pazecéi da ne ostetite jaZice.

Sastav elektroforetskog pufera (pH 8,3): 14,4 g dm glicin, 3,0 g dm™ Tris, 1,0 g dm™ SDS
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Analiza proc¢iSéavanja pomocéu SDS-poliakrilamidne elektroforeze

1. Uzorke pripremite u dogovoru s asistentom (u zagradi su predlozeni volumeni)

Barem jedan student priprema sljedecCe uzorke:

PE; proteinski ekstrakt, tj. supernatant nakon sonikacije (2 pL)
NF; nevezana frakcija (8 uL)

ISPA,; ispiranje kolone puferom A (15 pL)

ISPB; ispiranje kolone puferom B (15 pL)

F1; frakcija 1 (2-10 pL, prema dogovoru sa asistentom)

F2; frakcija 2 (2-10 pL, prema dogovoru sa asistentom)

F3; frakcija 3 (2-10 pL, prema dogovoru sa asistentom)

Ostali studenti pripremaju po jednu frakciju koja je dala

najintenzivnije plavo obojenje. - 150
2. U svaki uzorak dodajte 5 pyL 4 x SDS pufera za - 100

nano$enje i vode do ukupno 20 pL. — 30
3. Skuhajte uzorke 5 min u kipucéoj vodi ili u termobloku na _— 60

94 °C. 50
4. Nanesite 15 pL uzoraka na SDS gel sljiede¢im

redoslijedom: e 40

M (marker molekulskih masa), PE, NF, ISPA, ISPB, F1, —_— 30

F2, F3, po jednu frakciju dva studenta

Na.sljedeéi ge.llnanesi'te M (marker molekulskih masa) i — 20

po jednu frakciju ostalih studenata 10

5. Provedite elektroforezu oko 15 minuta (dok uzorci ne Slika 12. B Siika gradijentnog

udu u gel za razdvajanje) na 120 V i zatim jo$ 45 minuta
na 180 V (dok boja ne dode do cca 0,5 cm od donjeg
ruba gela).

Obojite gel otopinom boje Coomassie Brilliant Blue u
trajanju od 15 minuta te odbojite u vruc¢oj destiliranoj vodi
u trajanju od 10 minuta.

Komentirajte vaSe rezultate s asistentom. Diskutirajte

poliakrilamidnog gela (8-16 %)
s markerom molekulskih masa
The Penn State Protein
Ladder system SDS-PAGE
molecular weight markers.
Marker sadrzi smjesu 9
proteina razli€itih molekulskih
masa.

razinu prekomjerne ekspresije, uspjeSnost vezanja proteina na kolonu, uspjesnost
pro€iS¢avanja... Usporedite vase rezultate s rezultatima ostalih studenata.

Za vrijeme elektroforeze odredite koncentraciju proteina u dvije frakcije koje su dale
najintenzivnije plavo obojenje metodom po Bradfordu.
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Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Sastav Bradfordovog reagensa (nije potrebno pripremati):
0,1 g/dm?® Coomassie BB G-250

5 % (v/v) etanol

8,5 % (v/v) H3PO4

1.

® N Ok W

Pipetirajte 1-10 pL dvije najkoncentriranije frakcije (toan volumen ¢e vam redi
asistent, ovisno o procjeni koli€ine proteina u frakcijama). Dodajte vode do volumena
100 pL.

Pripremite uzorke za bazdarni dijagram. Koristite otopinu BSA masene koncentracije
1 mg/mL. Pripremite po 100 pL otopina koje sadrze 0, 3, 5, 8, 12, 15, 18 ug BSA.
Svim uzorcima dodajte 1000 pL Bradfordovog reagensa.

Inkubirajte 10-15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku.

Oéitajte Asgs.

Nakon mijerenja, plasti¢ne kivete odmah isperite i potopite u otopinu detergenta.
IzraCunajte masenu koncentraciju proteinskih frakcija pomo¢u bazdarnog dijagrama.
Svaka grupa u dogovoru s asistentom odabire onu proteinsku frakciju koja je naj€iS¢a
i koja ima najviSe proteina. Odabrana frakcija se sprema na -20°C do trenutka analize
u nativnoj gel-elektroforezi. Oznacite broj frakcije, turnus, inicijali.
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VJEZBA R: NATIVNA GEL-ELEKTROFOREZA NEKOVALENTNIH
KOMPLEKSA IZOLEUCIL-tRNA-SINTETAZE i tRNAl®

Uvod

Nativna elektroforeza kompleksa proteina i nukleinske kiseline (engl. electrophoretic mobility
shift assay, EMSA) je elektroforetska metoda za prouCavanje interakcija izmedu proteina i
DNA, odnosno proteina i RNA molekula. Metoda se temelji na razli¢itom putovanju uzoraka
(proteina, proteina vezanog za nukleinsku kiselinu i same nukleinske kiseline) kroz
poliakrilamidni nativni gel ovisno o ostvarenoj interakciji proteina i nukleinske kiseline. Brzina
putovanja uzoraka kroz gel ovisi o njihovoj veli€ini i naboju, sli¢no kao i kod denaturirajuce
SDS-PAGE elektroforeze. Razlika u odnosu na SDS-PAGE je da se ovaj tip elektroforeze radi
u nedenaturiraju¢im, nativnim uvjetima, jer se Zeli odrzati potencijalno nastala interakcija
izmedu proteina i nukleinske kiseline. Pri tome je izrazito bitno da sustav (gel, pufer za
elektroforezu i pufer za stvaranje kompleksa) ne sadrzi tvari koje mogu denaturirati proteine
(primjerice SDS), te da sadrzi odgovarajuci pH i ionsku jakost pri kojima je kompleks proteina
i nukleinske kiseline stabilan.

Metoda se izvodi na nadin da se pomijeSa uzorak proteina i nukleinske kiseline u
odgovarajuéem puferu koji omogucuje nastanak kompleksa protein:nukleinska kiselina, te
nanese na prethodno pripremljen nativni poliakrilamidni gel. VeliCina gela i postotak
umrezenja akrilamida-bisakrilamida odreduje se eksperimentalno za ispitivani uzorak. Na gel
se nanosi kontrolni uzorak nukleinske kiseline te smjesa proteina i nukleinske kiseline. U
slu¢aju da je doSlo do vezanja proteina na nukleinsku kiselinu, stvoreni kompleks ¢e imati
manju elektroforetsku pokretljivost nego kontrolni uzorak (sama nukleinska kiselina), odnosno
vezani protein ¢e usporiti (retardirati) gibanje nukleinske kiseline u nedenaturirajuéem gelu.
Stoga se ova metoda jo§ naziva gel-retardacijom. Detekcija nukleinskih kiselina nakon
provedene elektroforeze moguca je bojanjem gela u otopini etidijeva bromida ili toluidinskog
modrila, ili koriStenjem radioaktivno obiljezenih sondi koje su komplementarne slijedu
koridtene nukleinske kiseline.

Medutim, eksperiment se mozZe izvesti i na drugaciji nacin, a to je da se detektira
protein, a ne nukleinska kiselina, na nacin da se gel nakon provedene elektroforeze oboja u
otopini boje Coomassie Brilliant Blue. Kao kontrolni uzorak u ovom slu€aju stavlja se protein,
a ne nukleinska kiselina, buduci da se ona ne moze detektirati bojanjem sa Coomassie Brilliant
Blue. U sklopu vjezbe, na gel se nanosi kontrolni uzorak (protein) i kompleks protein:tRNA. U
sluéaju da je doslo do nastanka kompleksa izmedu proteina (PmlleRS) i tRNA (PmtRNA'),
kompleks ¢e putovati puno brze nego sam protein, zbog izrazito velikog negativhog naboja
kojeg nosi molekula PmtRNA". U ovom slucaju, vezanje tRNA za protein povec¢ava njegovu
elektroforetsku pokretljivost, te kompleks putuje brze prema pozitivnoj elektrodi u odnosu na
sam protein.
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Reagensi

e 10 x pufer TA: 3,03 g Tris, 1,43 mL octene kiseline (u 100 mL), pH ~ 7

o 1 x pufer TA: razrijediti od 10 x pufera TA, ukupno 1 L

¢ 5 x pufer za komplekse: 250 mM Hepes-KOH, pH 7,5, 300 mM NaCl, 5 mM DTT, 10
mM MgCl;

e 6 x boja za nativni gel: 0,06% (w/v) bromfenolplavo, 30% (w/v) glicerol

e  40% 29:1 akrilamid:bisakrilamid (T=40%, C=3,3%)

o 20% (w/v) APS

e TEMED

Pripremite 2-3 tanka (0,75 mm) 8%-tna nativna poliakrilamidna gela koristeci ¢eSljeve s 10
jazica.

Smjesa za 1 gela (5 mL):*

0,5 mL 10 x TA pufer

1 mL 40% akrilamid:bisakrilamid

3,5 mL ReH20O

17,5 uL APS

2,5 uL TEMED

*Nakon dodatka vode, pufera i smjese akrilamida ostaviti otopinu na sobnoj temperaturi
minimalno 15 minuta da se temperira, tek onda dodati APS i TEMED!

Napomena: pH pufera Tris znatno se mijenja s temperaturom, tj. snizava se pri viSim
temperaturama (npr. ista otopina pufera Tris pri 5°C ima pH 8,58; pri 25°C ima pH 8; pri 37°C
ima pH 7,71). Stoga smjesu za pripremanje gela treba temperirati do sobne temperature, jer
se smjesa akrilamida ¢uva na 4°C, a 10 x TA pufer se priprema na sobnoj temperaturi.

S obzirom da stvaranje kompleksa proteina i tRNA ovisi o vrijednosti pH, vazno je da uvjeti u
gelu odgovaraju uvjetima u reakcijskoj smjesi.

Izvodenje vjezbe:

e Kute, naocale i rukavice su obavezne!
e Sve raditi na sobnoj temperaturi, osim ako nije drukgije naglaseno!
¢ Smjese pazljivo pipetirajte na dno mikroepruvete koristeéi pipetu od 20 pL.

Priprema i analiza kompleksa proteina i tRNA:

1. Ukljugite izvor struje i provedite predelektroforezu 20-30 minuta pri 80 V kako bi se sustav
uravnotezio (predelektroforezu mozete provesti dok pripremate uzorke ili za vrijeme
inkubacije enzima sa tRNA).

2. Pripremite reakcijske smjese prema uputama u tablici 4. Koristite frakciju proteina koja ima
najve¢u masenu koncentraciju. Na temelju prethodno odredene masene koncentracije
proteina, izraCunajte koliki volumen proteinskog uzorka je potrebno dodati u reakcijsku
smjesu kako bi reakcijska smjesa sadrzavala 5-6 ug proteina. Ukoliko je protein previSe
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razrijeden, te ne mozete dodati navedenu koli¢inu proteina (5-6 pg), dodajte proteina
maksimalno koliko mozete. Oznacite epruvete prema poziciji u gelu koju ¢e zauzeti vas
uzorak u dogovoru s asistentom. Najprije pipetirajte vodu, pa pufer pa ostale komponente.
Predlazemo da stavite kvacicu/oznaku pokraj svake komponente koju ste dodali kako ne
biste pogrijesili.

Tablica 4: PredloZeni uzorci za gel-retardacijsku elektroforezu

Uzorci ReH20/pL 5 x pufer/pL enzim / uL tRNA / pL z
PmlleRS1 (kontrola)* 10,5 pL 3L 1,5 L - 15 pL
PmlleRS1 + tRNA (kontrola)* 8,5 uL 3 uL 1,5 uL 2uL 15 uL
PmlleRS2 (kontrola)* 7 pL 3L 5 L - 15 pL
PmlleRS2 + tRNA (kontrola)* 5uL 3 uL 5uL 2 uL 15 uL
Svaka grupa (samo protein) 3L 5-6 ug - 15 pL
Svaka grupa (protein + tRNA) 3L 5-6 ug 2L 15 uL

* kontrolne uzorke priprema asistent

3. Inkubirajte uzorke 15 minuta na sobnoj temperaturi da bi doSlo do stvaranja kompleksa.

4. U svaki uzorak dodajte 3 uL 6 x boje za nativni gel, resuspendirajte i nanesite 10 yL uzorka
na gel.

5. Nanesite uzorke uz pomo¢ asistenta i provedite elektroforezu pri 80 V. Elektroforeza je
zavr$ena kada boja istekne u pufer koji se nalazi u kadici (oko 1-1,5 h).

6. Gel obojite inkubiranjem u otopini boje Coomassie Brilliant Blue R-250. Bojanje gela traje
15 minuta, a odbojavanje 10 minuta prokuhavanjem u destiliranoj vodi.

7. Komentirajte nastajanje kompleksa i usporedite s brzinom putovanja uzorka proteina koji
ne sadrzi tRNA.
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VJEZBA T: TERMICKA DENATURACIJA MOLEKULA DNA
Uvod

Uredena sekundarna struktura DNA se moze narusSiti
promjenom parametara sustava, poput temperature, '
ionske jakosti, vrijednosti pH i opéenito uvodenjem 1o -\/
novih komponenti u sustav (primjerice proteina koji se . _\ __ denaturiana DNA
vezu pretezito na jednolan¢anu DNA). Tada se ukidaju
vodikove veze medu parovima baza i odvajaju se lanci
DNA. Taj proces nazivamo denaturacija (slika 13). ..}
Proces je povratan, pa je moguce ponovno uspostaviti
nativnu strukturu. Ako se parametri sustava vrate na \
pocetne vrijednosti, molekula DNA cCe se renaturirati. s a0 2 20 e e
Zagrijemo li otopinu koja sadrzi zavojnicu DNA iznad valna duljina / nm
odredene temperature, DNA ¢ée se denaturirati,  Slika 13. Apsorpcijski spektar nativne i
Pojedini lanci se odvajaju i u otopini zauzimaju denatur.'ra.ne . DN'IVA. " bakter.".e
Escherichie coli. UoCite da denaturacija
strukturu  nasumicnog klupka. Ova promjena je ne utjede na oblik krivulie, ve¢ samo
popracena mijerljivim promjenama fizickih svojstava  ravnomjerno podize intenzitet apsorpcije
otopine. Primjerice, otopina nativne DNA je viskoznajer ~ na svim valnim duljinama. Spektar
se ukodena zavojnica opire deformiranju (nastoji ostati ~ "tvne DNA je sniman na 25 °C, a
. o . denaturirane na 82 °C. Apsorbancija je
opruzena), a nakon denaturacije viskoznost otopine se i, 55014 u relativnim jedinicama.
bitno smanjuje, jer su odvojeni lanci puno savitljiviji.

nativna DNA

0.6 [~

Denaturacijom molekule DNA se mijenja i njena 14
apsorbancija; mjerenje promjene apsorbancije je vrlo
pogodan nacin pracenja procesa denaturacije. Baze
apsorbiraju u ultraljubi¢astom podrucju. Njihova 131~
apsorpcija je ovisna o okruzju u kojem se nalaze, kada
se DNA denaturira, baze iz gusto slozene strukture
postaju razmjerno pokretne i apsorbancija im poraste = _
za oko 40 % na svim valnim duljinama u
ultraljubiCastom dijelu spektra. Taj uinak denaturacije

A260 —

na apsorpcijski spektar nazivamo hiperkromizam (slika T

14). Do ovog ucinka dolazi u uskom rasponu promjene

temperature, S&to ukazuje da je denaturacija 10 5'0 7'0 ! 9'0
kooperativan proces (slika 14). To znaci da razdvajanje T/C
zavojnice na jednom mjestu jako destabilizira ostatak Slika 14: Krivulia denaturacije
zavojnice | potice daljnju denaturaciju. Proces DNA. ~ Prikazana je relativna

. . N . apsorbancija na 260 nm u
denaturaciie DNA mozemo opisati kao otapanje ovisnosti o temperaturi.

jednodimenzijske krutine. Mjerimo li apsorbanciju u

ovisnosti o temperaturi, (prikazano na Slici 13) dobijemo krivulju koju nazivamo krivulja
denaturacije. Karakteristiénu temperaturu u sredisnjoj tocki krivulje, kada je 50 % strukture
denaturirano, nazivamo temperatura mek3anja i oznatavamo je kao Trn. Ta vrijednost je mjera
stabilnosti zavojnice. DNA koja je otpornija na ovu vrstu denaturacije ¢e imati viSu Tr, dakle
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treba je viSe =zagrijati da se denaturira. Ako
denaturiranu DNA naglo ohladimo i drzimo na
niskoj temperaturi, lanci DNA ¢e se renaturirati, ali
samo djelomicno, jer nece biti dovoljno vremena da
se svi komplementarni dijelovi “nadu” i pravilno
spare. Jedan dio lanaca ¢e se potpuno renaturirati,
ali veéina ¢e imati sparene samo pojedine regije.
Takva sparivanja mogu biti intramolekulska (unutar
istog lanca) i intermolekulska (izmedu dva lanca).
U tom stanju odredeni dijelovi lanaca i dalje ostaju
nespareni. No, ako denaturiranu DNA polako
ohladimo i drzimo na temperaturi oko 25 °C ispod
Tm, u sustavu ima dovoljno toplinske energije da se
djelomi¢no sparene regije otpuste i preurede, tako
da nastaju dulje sparene regije koje se vise na toj
temperaturi ne mogu olabaviti i postupno sva DNA
prelazi u nativhu konformaciju.

Cimbenici koji utjeéu na T,

Priroda molekule DNA. Homogena DNA
(primjerice virusna ili plazmidna DNA) sastoji se od
identi¢nih kratkih molekula DNA i denaturira se u
uskom podrucju promjene temperature.

Heterogena DNA (primjerice pripravak

genomske DNA) sadrzi mnostvo razliCitih
fragmenata nastalih  nasumi¢nim  kidanjem
kromosoma. Svaki od fragmenata ima svoju

karakteristiCnu vrijednost Tm, neki fragmenti su vec
denaturirani dok se drugi tek pocinju denaturirati.
Stoga krivulja izgleda slozZenije, Siri je temperaturni
raspon u kojem se DNA denaturira.

Sastav baza. Baze G i C se medusobno
sparuju stvarajuéi tri vodikove veze, a baze A i T
stvaraju samo dvije. Nadalje, slaganjem sparenih

NesSto viSe o uzrocima
hiperkromizma

Ve¢ smo spomenuli da u ultraljubi¢astom
podru€ju pratimo apsorpciju dusi¢nih baza.
Pri apsorpciji elektromagnetskog zracenja
dolazi do preraspodjele gustoce elektrona i
nastaje prijelazni dipol kojega prikazujemo
kao vektor u ravnini same baze. Pri uvjetima
u kojima mijerimo apsorbanciju dolazi do
istovremene pobude susjednih baza, tako da
njihovi prijelazni dipoli interagiraju. Kako su
sve baze sli€no orijentirane, tako je i sa
njihovim prijelaznim dipolima. Dakle, plus-
krajevi dipola su medusobno blizu, a tako je i
s minus-krajevima dipola. Ako u okolini ve¢
postoji viSe dipola orijentiranih u istom
smjeru, teze im je dodati joS jedan zbog
elektrostatskog odbijanja istoimenih krajeva
dipola, tako da se vektori svih sljedecih
pobudenih dipola skracuju, a time izravno i
intenzitet apsorpcije (intenzitet apsorpcije je
ovisan o duljini vektora prijelaznog dipola).
Kada se nativna struktura poremeti, nestaju
ove interakcije, baze viSe nisu zbijene (engl.
unstacking) i apsorpcija pojedine baze je
manje ovisna o pobudi susjednih baza.
Zamislimo li imaginarnu alternativnu strukturu
DNA u kojoj bi baze bile poredane ne jedna
iznad druge, nego jedna iza druge, u
orijentaciji “glava-rep”, onda bi se pozitivni i
negativni krajevi prijelaznih dipola na
susjednim bazama privliagili i imali bismo
produljenje pripadnih vektora, odnosno
hipokromizam pri denaturaciji takve strukture.

parova GC se ostvaruju jaCe “okomite” interakcije unutar zavojnice nego slaganjem parova
AT. Stoga odsjeCci DNA koji sadrze viSe parova GC imaju viSu vrijednost Tn, i teze se
denaturiraju.

lonska jakost. Fosforiine skupine u okosnici molekule DNA su pri fizioloSkim
vrijednostima pH negativno nabijene, tako da u prosjeku na svaki par baza dolaze i po dva
negativna naboja na okosnici. Tolika koncentracija negativnih naboja destabilizira zavojnicu.
Elektrostatsko odbijanje istoimenih naboja je ovisno o dielektriCkoj konstanti otopine. Veéa
ionska jakost povecava dielektriCku konstantu, smanjuje medusobno odbijanje fosforilnih
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skupina, dakle stabilizira zavojnicu. Pri ve¢im vrijednostima ionske jakosti raste T i suzava
se krivulja denaturacije.

Vrijednost pH. Ekstremne vrijednosti pH dovode do razbijanja vodikovih veza medu
bazama DNA. Pri pH>11,5 sve funkcionalne skupine na bazama su deprotonirane, a pri
pH<2,3 posve protonirane, tako da je izvan tog raspona nemoguce ostvariti dovoljno vodikovih
veza za odrzavanje nativne strukture. Luzine su vrlo prikladne za denaturaciju DNA, jer ne
naruSavaju njenu kovalentnu strukturu, dok dovode do hidrolize RNA (zbog postojanja
hidroksilne skupine na 2'-atomu riboze koja stabilizira prijelazno stanje u reakciji hidrolize).

Molekule koje se vezu na DNA. Bilo koja molekula koja moze stvoriti vodikove veze
s funkcionalnim skupinama baza u DNA moze doprinijeti denaturaciji zavojnice. Isto je i s
molekulama koje ometaju slaganje baza jedne iznad druge. Da bi male molekule (ureja,
formamid, cijanogvanidin) denaturirale DNA, moraju biti prisutne u velikim koncentracijama,
jer je potrebno ostvariti prednost natjeCuéi se za vodikove veze s bazama drugog lanca DNA.
Proteini koji se veZu na jednolan¢anu DNA takoder mogu denaturirati nativnu strukturu.

Denaturacija i renaturacija DNA su vazne za bioloSku ulogu ove molekule u procesima
replikacije i transkripcije. Ovo svojstvo se koristi i u eksperimentalnim uvjetima u reakcijama
hibridizacije nukleinskih kiselina.

Reagensi

e pufer TE (Tris-HCI 10 mmol dm, pH 7,5, EDTA 1 mmol dm3, pH 8)
e pufer TE/3 mol dm™ urea

o pufer TE/10 mM (NH4)2SO4

e pufer TE/10 mM MgCl.

e pufer TE/20% DMSO

o otopina DNA izolirane iz lososa u puferu TE

e otopina DNA izolirane iz lososa u 3 mol dm™ urea

e otopina DNA izolirane iz lososa u 10 mM (NH4)2SO4

o otopina DNA izolirane iz lososa u 10 mM MgCl,

e otopina DNA izolirane iz lososa u 20% DMSO

Izvodenje vjezbe:

PRACENJE PROCESA DENATURACIJE DNA MJERENJEM PROMJENE Aze0
UZORKA OVISNO O TEMPERATURI

= Pazljivo i POSTEPENO (ne prebrzo) zagrijavati DNA!

Podijelite se u parove (u dogovoru s asistentom).
Na pocetku vjezbe Cete dobiti uzorke DNA otopljene u puferu TE, od kojih ée neki uzorci imati
dodane razli¢ite aditive.
1. lzmijerite apsorbanciju vaseg uzorka na A=260 nm. Kao slijepu probu koristite TE pufer
sa ili bez aditiva, ovisno koji uzorak DNA Koristite u vjezbi.
2. Uzorak DNA raspipetirajte u 12 obiljeZzenih plasti¢nih mikroepruveta po 1 ml. Epruvete
stavite u termoblok.
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3. Namijestiti termoblok na Zeljenu temperaturu. Kada termoblok dosegne Zeljenu
temperaturu inkubirajte uzorak 3 minute. Nakon toga izvadite mikroepruvetu i odmah je
ohladite na ledu. Sada namjestite sljedec¢u temperaturu na termobloku i ponovite
postupak. Epruvete neka stoje na ledu sve do trenutka mjerenja. Predlazemo sljedece
temperature za inkubaciju uzoraka (prvo mjerenje moze biti pri 40°C):

30 50 60 64 68 72 76 80 84 83 92 96/°C

4. Kada ste prikupili i ohladili sve mikroepruvete, izmjerite Azs0. Kao slijepu probu koristite
TE pufer sa ili bez aditiva, ovisno koji uzorak DNA ste koristili u vjezbi.
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VJEZBA B: SUPRESIJA TERMINACIJSKIH KODONA U GENU ZA B-
GALAKTOZIDAZU POMOCU SUPRESORSKE tRNA™" | TEST AKTIVNOSTI
B-GALAKTOZIDAZE

Uvod

Translacija molekula mRNA u proteine rezultira otpustanjem polipeptidnog lanca kad ribosom
naide na jedan od stop-kodona: UAA (oker), UAG (amber) ili UGA (opal). Terminacija
translacije proces je koji se odvija u viSe koraka. Bakterija E. coli kao i drugi organizmi obi¢no
ne sadrzi molekule tRNA koje &itaju stop-kodone, veé njih prepoznaju terminacijski proteini.
Medutim, u pojedinim organizmima moguce je naci supresorske tRNA koje €itaju stop-kodone,
i pri tom ne dovode do terminacije translacije, ve¢ do ugradnje odredene aminokiseline u
polipeptidni lanac. Na taj nacin se suprimiraju stop-kodoni.

Sustav koji koristi supresorske tRNA pogodan je za istrazivanje strukturnih i
funkcionalnih obiljezja molekula tRNA, kao i ostalih komponenti translacijskog sustava s
kojima one interagiraju. Sustav se temelji na supresiji odredene mutacije u izvjestiteljskom
genu (engl. reporter gene) koja se testira ili in vivo ako je produkt gena esencijalan, ili ako je
produkt gena enzim, mjerenjem enzimske aktivnosti Sto omogucuje i kvantifikaciju supresije.
Kvantifikacija supresije u sustavu koji koristi gen za B-galaktozidazu kao izvjestiteljski gen je
jednostavna zbog postojanja mnostva supstrata za f-galaktozidazu koji daju obojene produkte
jednostavne za detekciju. Primjerice, djelovanjem B-galaktozidaze na ONPG (o-nitrofenil-B-D-
galaktozid) nastaje zZuto obojeni o-nitrofenol, a djelovanjem na X-gal (5-bromo-4-kloro-3-
indolil-B-D-galaktopiranozid) nastaje plavo obojeni produkt.

Reagensi

Z-pufer (NazHPO4 60 mmol/dm3; NaH2PO4 40 mmol/dm?3; KCI 10 mmol/dm?3; MgSO4 1
mmol/dm?3; pH 7,0), ONPG (2 mg/ml); kloroform, NaCOs3 (1 mol/dm?)

o Plazmid pTech: niskokopijski vektor koji je posluzio za ugradivanje i konstitutivnu
ekspresiju gena za supresorske tRNA. Konstruiran je fuzijom dijelova roditeljskih
plazmida pGFIB i pACYC184. Nosi gen za kloramfenikolsku rezistenciju.

o Bakterijski sojevi koje ¢ete upotrebljavati:

- E. coli XAC-A24 soj s amber stop kodonom u fuzijskom genu /ac/-Z koji kodira za
enzim B-galaktozidazu. Moze biti transformiran razli¢itim genima za supresorske tRNA
i koristi se za kvantifikaciju supresije mjerenjem aktivnosti nastale B-galaktozidaze
(produkt gena lacl-Z).

- E. coli XACA14 soj s fuzijskim genom /ac/-Z koji kodira za enzim B-galaktozidazu.
Pozitivna kontrola.

¢ Kombinacije transformanata:

- XAC-A24 + pTech (plazmid za supresiju, ali bez gena za tRNA).

- XAC-A24 + pTech_tRNATyrA73 (supresorska tRNA™" koja prepoznaje STOP kodon i
na to mjesto uvodi Tyr. Aminoacilira je domacinska TyrRS iz E. coli.)

- XAC-A24 + pTech tRNATyrG73 (mutirana supresorska tRNA™" s bazom G73 na
mjestu prirodne A73.)
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Izvodenje vjezbe:

& Kute, naocale i rukavice su obavezne!
=KIVETE U KOJIMA MJERITE APSORBANCIJU ODMAH NAKON MJERENJA

ISPERITE U DESTILIRANOJ VODI JER KLOROFORM NAGRIZA STIJENKE
KIVETA!

Stanice su uzgajane u odgovarajucem mediju do iste opticke gustoce (ODeoo = 0,8) i
pripremljeni su bakterijski talozi tih sojeva. Svaki talog stanica je dobiven iz 9 ml bakterijske
kulture.

1.

2.

10.

11.

12.
13.

14.

Na talog stanica dodajte 300 pl redestilirane vode i dobro resuspendirajte talog
koristeéi pipetu.
Izdvojite 50 pl suspenzije stanica u novu mikroepruvetu i dodajte ostale komponente
kao Sto je navedeno ispod u koraku 3. Ovisno o broju studenata, grupa studenata ¢e
prirediti 2-4 replike po svakom talogu (u dogovoru s asistentom).
Na 50 pl suspenzije stanica dodati redom:

625 ul Z-pufera

65 ul kloroforma

30 pl 0,1% SDS

10 pl 100 mmol/dm3 DTT

Napraviti i kontrolni uzorak bez dodatka stanica: sve isto kao u gornjoj smjesi, samo
Sto umjesto 50 ul suspenzije stanica dodajete 50 ul redestilirane vode.

Provijeriti jesu li mikroepruvete Cvrsto zatvorene i kratko vorteksirati (oko pola minute).
Ovim postupkom stanice se liziraju.

Inkubirati 5 minuta na 37 °C u termobloku. Nakon ovog koraka uzorke mozZete Cuvati
na ledu, ili odmah zapoceti reakciju.

Dodati 60 yl ONPG (2 mg/ml). Smjesu dobro promijeSati (nekoliko puta okrenite
mikroepruvete rukom). Zapoceti mjerenje vremena.

Inkubirati pri 37 °C u termobloku 2-20 minuta do razvitka zute boje (vrijeme razvijanja
Zute boje moZze biti razli¢ito za svaki uzorak). B-galaktozidaza cijepa B-glikozidnu vezu
ONPG-a pri €¢emu nastaje o-nitrofenol, spoj koji daje Zuto obojenje.

Nakon razvitka dovoljno intenzivne zute boje (konzultirati se s asistentom), potrebno
je dodati 375 pl 1 mol/dm?® Na>COs koji povecava pH i denaturira enzim.

Zaustavite mjerenje vremena i zapiSite vrijeme trajanja pojedine reakcije. Nakon ovog
koraka uzorci mogu biti na sobnoj temperaturi.

Smjesu centrifugirajte u centrifugi 10 min pri 12000 rpm da uklonite ostatke stanica iz
suspenzije.

Prenesite 800 pl bistrog supernatanta u plasticne kivete za mjerenje apsorbancije.
Izmjerite u spektrofotometru apsorbanciju svakog uzorka pri valnoj duljini A = 420 i 550
nm. Kao slijepu probu koristite Z-pufer. Ne zaboravite “nulirati” kod obje valne duljine.
KIVETE U KOJIMA MJERITE APSORBANCIJU ODMAH NAKON MJERENJA
ISPERITE U DESTILIRANOJ VODI JER OSTACI KLOROFORMA MOGU NAGRISTI
STIJENKE KIVETE!
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15. Aktivnost B-galaktozidaze u uzorcima izracunajte na sljedeci nacin:

Pri As20 mijerimo apsorpciju o-nitrofenola, a pri Asso apsorpciju stani¢nih dijelova.
Aktivnost enzima izrazava se u Millerovim jedinicima pomo¢u formule:

Millerove jedinice (MU) = 1000 x (A4 - 1.75 X Asso) / (/min x V/ml)

Aktivnost B-galaktozidaze u razli€itim uzorcima je proporcionalna koli¢ini nastalog
produkta. Produkt reakcije hidrolize ONPG-a je o-nitrofenol - Zuto obojani spoj koiji
maksimalno apsorbira svjetlost valne duljine 420 nm. Medutim, osim o-nitrofenola
izmjerenoj apsorbanciji pri 420 nm (As20) zbog rasprsenja pridonose i zaostale stanice
ili staniCni ostaci koji se nisu uspje$no maknuli nakon centrifugiranja i izdvajanja
supernatanta (koraci 9 i 10). Stoga je potrebno napraviti korekciju izmjerene Aso s
obzirom na rasprsenje. Stani¢ni ostaci i/ili stanice rasprsuju svjetlost i pri 550 nm, dok
o-nitrofenol pri toj valnoj duljini ne apsorbira pa faktor 1,75 x Asso odgovara korekciji
izmjerene Asx. Broj 1,75 ispred Asso dodaje se jer se jaCina refleksije smanjuje s
valnom duljinom.

Vrijeme (f) se izrazava u minutama, a racuna se od trenutka dodavanja supstrata do
trenutka dodavanja Na>COs. V je volumen pocetne bakterijske kulture (iz koje je
dobiven talog) koji odgovara 50 ul suspenzije stanica koja je dodana u reakciju.
Prodiskutirajte s asistentom.

U literaturi je moguce pronaci slicnu formulu za Millerove jedinice koja dodatno sadrzZi
ODesoo u nazivniku. Na taj nacin se aktivnost 3-galaktozidaze normira s obzirom na
koli¢inu stanica iz kojih je izolirana. ODeoo je ovdje izbaCen iz formule jer su sve
stani¢ne kulture uzgajane do iste opti¢ke gustoce (ODgoo = 0,8).
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PITANJA ZA REFERAT

Vjezbe L i E (dio koji se odnosi na L): Restrikcijska razgradnja plazmida pPT7 i
pPT7_Xhol

Navedite cilj viezbe.

U program SnapGene unesite nukleotidne sljedove plazmida koje ¢ete koristiti u ovoj
vjezbi i naznacite restrikcijska mjesta za enzime koriStene u vjezbi. Prilozite slike
odgovarajuéih restrikcijskih mapa.

NapiSite sastav reakcijskih smjesa R1 i R2.

Navedite veliine fragmenata DNA koje oCekujete nakon restrikcijske razgradnje u
smjesama R1 i R2.

Koja je uloga uzorka R1? Zbog ¢ega je plazmid pPT7 potrebno pocijepati i enzimom
Ncol?

Prilozite sliku dobivenog agaroznog gela s oznacenim jazicama i veliCinama markera.
Komentirajte izgled gela u odnosu na ocekivanja. Objasnite nalaze li se pruge na
oCekivanom mjestu u odnosu na pruge u markeru? Ako oCekivana pruga izostaje ili se
ne nalazi na oCekivanom mijestu, objasnite moguci razlog i navedite promjene u
postupku vjezbe koje biste uveli kako biste dobili oCekivani rezultat. Ako u odnosu na
oCekivanja ima dodatnih pruga, navedite ¢emu odgovaraju.

Navedite zaklju€ak vjezbe (odgovor na cilj viezbe).

Vjezbe EC, E (dio koji se odnosi na EC), P i R: Pro¢iS¢avanje 1leRS i izolacija
tRNA'® s ciljem analize kompleksa lleRS:tRNA'®

1.
2.

Navedite cilj vjezbe.

Koje sve tvari oCekujete u uzorku EC? Pronadite u literaturi i navedite oekivane
veli€ine navedenih tvari.

Kako biste iz uzorka EC prodistili samo PmtRNA'"®?

Prilozite sliku dobivenog agaroznog gela s ozna¢enim jazicama i veli¢inama markera.
Komentirajte izgled gela u odnosu na o€ekivanja. Objasnite nalaze li se pruge na
oCekivanom mjestu u odnosu na pruge u markeru? Ako o€ekivana pruga izostaje ili se
ne nalazi na oCekivanom mjestu, objasnite moguéi razlog i navedite promjene u
postupku vjezbe koje biste uveli kako biste dobili oCekivani rezultat. Ako u odnosu na
oCekivanja ima dodatnih pruga, navedite ¢emu odgovaraju.

Pretrazite odgovarajuée baze podataka, te ispiSite nukleotidni slijed gena i

aminokiselinski slijed proteina kojeg ste izolirali u viezbi P. Navedite i odgovarajuce
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pristupne kodove. Pomo¢: Dva proteina (PmlleRS1 i PmlleRS2) razlikuju se u veli€ini,
pri Cemu PmlleRS1 ima manje aminokiselina (< 1000 ak) nego PmlleRS2 (> 1000 ak).
Navedite uloge pufera A, B i C u vjezbi P. Koja je uloga B-merkaptoetanola u puferima
i zaSto se dodaje neposredno prije njihova koristenja?

Prikazite sliku Bradfordovog testa za uzorke F1-5. Na slici oznacite polozaj uzoraka.
Navedite koje frakcije sadrze najviSe proteina.

Na kojem principu Bradfordov reagens omoguéava odredivanje koncentracije
proteina? Koji su tehnicki nedostaci navedenog postupka?

Prikazite bazdarni dijagram za protein BSA kojeg ste odredivali u vjezbi P. Navedite
cijeli izraun odredivanja masene koncentracije procCiS¢ene I1leRS u dvije
najkoncentriranije frakcije.

Uz pomo¢ online alata ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) i
aminokiselinskog slijeda iz zadatka 5 odredite M rekombinantnog proteina kojeg ste
procistili (pri tom ne zaboravite da rekombinatni protein dodatno sadrzi heksahistidinski
priviesak) te izraCunajte molarnu koncentraciju proteinskih frakcija kojima ste u
zadatku 9 odredili masenu koncentraciju.

Navedite uzorke koje ste skupljali tijekom izolacije proteina i koje ste analizirali na
SDS-PAGE gelu. Navedite koje pruge o¢ekujete u pojedinom uzorku.

PriloZite sliku dobivenog SDS-PAGE gela s oznaenim jazicama i prugama markera.
Komentirajte izgled gela u odnosu na ocekivanja. Objasnite nalaze li se pruge na
oCekivanom mjestu u odnosu na pruge u markeru? Objasnite slaze li se koli€ina
proteina u frakcijama F1-5 na gelu s onom dobivenom Bradfordovim testom?

S obzirom na rezultate SDS gel-elektroforeze diskutirajte (za oba proteina) razinu
prekomjerne ekspresije, uspjeSnost vezanja proteina na kolonu, uspjeSnost
procCiS¢avanja... Ovisno o dobivenim rezultatima, razmislite $to bi bilo dobro promijeniti
da poboljSate procis¢avanje proteina.

Opisite uzorke nanesene na gel za nativnu elektroforezu. Skicirajte oCekivani rezultat
vjezbe i objasnite. Kako biste jo§ mogli detektirati kompleks na ovom gelu osim bojom
Coomassie Brilliant Blue?

Prilozite sliku dobivenog gela u nativnoj elektroforezi s oznadenim jazicama.
Argumentirajte izgled jazica i je li u skladu s Vasim ocekivanjima.

Pomocu programa ProtParam odredite pl proteina PmlleRS1 i PmlleRS2. Objasnite
i usporedite s dobivenim rezultatima na koji nacin pl proteina utjeCe na pokretljivost
samostalnog proteina u nativnoj gel-elektroforezi.

Zbog Cega stvaranje kompleksa proteina i tRNA ovisi o pH vrijednosti reakcijske
smjese? Pomoc¢: Razmislite koje interakcije mogu ostvarivati molekule proteina i tRNA

u kompleksu.
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18. Navedite zaklju¢ak vjezbe. Medu ostalim, odgovorite na pitanja: Mogu li proteini

PmlleRS1 i PmlleRS2, heterologno nadeksprimirani u bakteriji E. coli, vezati
PmtRNA'"®, heterologno nadeksprimiranu u bakteriji E. coli? Mogu li oba proteina,
PmlleRS1 i PmlleRS2, jednako dobro prepoznati i vezati PmtRNA"®?

Vjezba T: Termi€ka denaturacija molekula DNA

1.
2.

Navedite cilj viezbe.

Na pocCetku eksperimenta odredili ste Ao za otopinu DNA. Izradunajte masenu
koncentraciju DNA s obzirom na €injenicu da apsorbancija pri 260 nm otopine DNA
masene koncentracije 50 pg/ml iznosi Az = 1.

Prikazite graf s eksperimentalnim toCkama i krivuljama denaturacije za sve uzorke
DNA u vasSem turnusu. Na grafu oznacite osi i legendu. NapiSite jednadzbu krivulje
koju ste koristili za nelinearnu regresiju i objasnite zasto ste odabrali bas nju. Objasnite
parametre u jednadzbi. Napomena: T, se moze odrediti i pomocéu prve derivacije
krivulje denaturacije, pa tko voli matematiku neka proba i na taj nacin odrediti T
Navedite temperature mekSanja pojedinih uzoraka. Na koji nacin pojedini aditivi utjecu
na stabilnost DNA? Objasnite teorijsku podlogu za opazen utjecaj koristenih aditiva na
stabilnost DNA.

Zamislite da imate uzorak kruzne dvolan¢ane DNA. Uzorak ste razdijelili u dva dijela i
u jednom alikvotu ste linearizirali DNA, razrezavsi je na jednom mijestu
restrikcijskim enzimom, dok je DNA u drugom alikvotu ostala netaknuta. Denaturirali
ste oba uzorka. Ho¢e li se DNA u oba uzorka renaturirati jednakom brzinom kada
pocnete postupno hladiti otopinu? Objasnite.

Postoje organizmi koji mogu opstati na temperaturama oko 100 °C. Kakav je sastav

baza njihove DNA i citoplazme u odnosu na druge organizme? Objasnite.

Vjezba B: Test aktivnosti beta-galaktozidaze i supresija terminacijskih kodona u
genu za galaktozidazu pomo¢éu supresorske tRNA™Y"

Navedite cilj viezbe.

Nacrtajte reakciju koju katalizira B-galaktozidaza koristeCi strukturne formule za
supstrat ONPG (o-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid) i produkte koji nastaju.

Koriste¢i bazu podataka Genomic tRNA Database (https:/gtrnadb.ucsc.edu/)
pronadite i ispiSite nukleotidni slijed gena za tRNA™" za soj K12 (podsoj MG1655)

bakterije E. coli. Prikazite sekundarnu strukturu tRNA™", oznacite antikodon i nukleotid
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A73. Objasnite koja je antikodonska promjena potrebna da se suprimira amber
STOP kodon.

Navedite koje stanice ste koristili u vjezbi, opiSite ih i navedite njihovu ulogu u vjezbi.
Objasnite ¢emu sluzi kontrolni uzorak bez dodatka stanica.

Navedite tablicu s izmjerenim apsorbancijama pri 420 i 550 nm, te vremenom
inkubacije s ONPG-om. Izraunajte koliko iznosi volumen pocetne bakterijske kulture
(iz koje je dobiven talog) koji odgovara 50 yL suspenzije stanica koja je dodana u
reakciju (objasnite izraCun), te upiSite u tablicu. Studenti jedne grupe trebaju
medusobno razmijeniti podatke o apsorbancijama pri 420 i 550 nm i vremenima
inkubacije, te samostalno izraCunati Millerove jedinice za sve replike.

Podatke o aktivnosti B-galaktozidaze (izrazene u Millerovim jedinicama) u svakom
uzorku prikazite tabliCno i graficki. Odredite srednje vrijednosti replika i standardnu
devijaciju i/ili SEM (razmislite je li prikladnije odrediti SD ili SEM i objasnite).
Studentovim t-testom odredite postoji li statistiCki znacajna razlika izmedu pojedinih
uzoraka.

Na temelju vasih rezultata zakljucite je li nukleotid A73 vazan element prepoznavanja
tRNA™" od strane TyrRS. Objasnite.

Na temelju va$ih rezultata zakljucite je li antikodon tRNA™" klju¢an element

prepoznavanja tRNA™" od strane TyrRS. Objasnite.
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Pravilno koristenje automatskih mikropipeta

Automatske mikropipete ("pipetmeni") sluze jednostavnom i preciznom pipetiranju malih
volumena vodenih otopina (od 1 pl do 10 ml). lako se rutinski koriste u svakodnevnom radu u
mnogim i raznovrsnim laboratorijima (biokemijski, bioloSki, medicinski, dijagnosticki, forenzicki
laboratoriji...) nestru¢nim rukovanjem mogu se vrlo brzo pokvariti i unistiti, stoga je neophodno
pridrzavanje pravila i odredeno iskustvo u njihovom koridtenju.

Ako nikada do sada niste koristili automatske mikropipete, zamolite asistenta ili
demonstratora da vam objasni i pokaze kako se pravilno koriste!

Nekoliko jednostavnih pravila:

Obratite paznju odgovara li volumen otopine koji namjeravate pipetirati radnom
rasponu automatske mikropipete (vidi tablicu 0-1!).

Proucite podjelu na skali automatske mikropipete, tj. Sto vam oznacavaju pojedini
odjeljci skale.

Podesite zeljeni volumen okretanjem za to predvidenog gumba ili cilindra (slika 0-1).
Pri tome nikako ne smijete "odvrtiti" volumen preko maksimalnog volumena
automatske mikropipete. Isto tako, nemojte pokusavati "odvrtiti" mikropipetu na nulu.
Prije pipetiranja nataknite odgovarajuéi plasti¢ni nastavak (plasti¢ni vrsak, "tip") na
mikropipetu (slika 0-1). Pri tome nemojte koristiti pretjeranu snagu jer cete slomiti
mikropipetu. Provjerite da li nastavak dobro prijanja uz pipetu.

Laganim pritiskom na klip istisnite zrak iz pipete, dok ne osjetite blagi otpor ("koljeno")
- to oznacCava da ste klip pritisnuli do podeSenog volumena (slika 0-2). Zrak se istiskuje
dok je nastavak mikropipete izvan tekucine.

Uronite plasti¢ni nastavak u uzorak i polaganim otpustanjem klipa uvucite tekucinu u
nastavak (slika 0-2). Pipetirajte u razini ociju, drzeci pipetu uspravno i obratite paznju
da li tijekom pipetiranja tekucina ravhomjerno ulazi u nastavak.

Prilikom ispustanja tekucine, prislonite vrh plasticnog nastavka uz stijenku posude, a
klip polagano pritisnite do kraja, preko "koljena", da bi u potpunosti istisnuli otpipetirani
volumen (slika 0-2). Prije nego ponovno otpustite klip, plasti¢ni nastavak izvadite iz
otopine.

Nakon pipetiranja, koristeni nastavak odbacite u za to predvidenu posudu.
Automatske mikropipete u pravilu se C¢uvaju u uspravnom polozaju, u za to
predvidenim stalcima.

Tablica 0-1: upotrebljiv radni raspon volumena za razliCite pipete

max.

raspon
volumen
1000 pl 200 - 1000 pl
200 pl 20 - 200 pl
20 pl 2-20 pl

Vazne napomene:

Tekucéina nikad ne smije prodrijeti u tijelo automatske mikropipete. To ¢e onedistiti
precizni mehanizam mikropipete, otezati pipetiranje, izazvati koroziju i u konacnici
potpuno uniStenje automatske mikropipete. Pazite da nepravilnim pipetiranjem ne
povucCete tekuéinu u mikropipetu. Ako kojim slué¢ajem povucete tekuéinu u
automatsku mikropipetu, odmah obavijestite asistenta!

Automatska mikropipeta uvijek se drzi okrenuta prema dolje, a pogotovo tijekom
pipetiranja, tj. dok se u plastichom nastavku nalazi tekucina. Ne ostavljajte pipetu u
horizontalnom polozaju dok se u plastiénom nastavku nalazi tekuéina! Ne okredite
pipetu vrSkom prema gore prilikom manipulacije teku¢inamal
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Ne pipetirajte istim nastavkom razli€ite tekucine! Kontaminirats ¢ete uzorke!
Automatske mikropipete su krhke! Pazite da vam ne padnu i ne ostavljajte ih na rubu

radnog stola! Ne ostavljajte ih po radnim plohama ili ispod ostalih stvari, ve¢ ih nakon
upotrebe vratite na svoje mjesto!

klip

dugmeza l odbacivanje

podeéauanje nastavka

volumena \® l a b c d e
o~ — 1 R - ¥

upotrebljiv

:siskprggipete Slika 0-2: ispravan postupak pipetiranja.
Pritisnuti klip do prvog koljena (a), nastavak
uroniti U tekudinu (b} i klip lagano otpustiti
Mastavak prisloniti uz stijenku druge posude
(c) i Klip stisnuti do kraja (d). Klip otpustiti kada
se nastavak nalazi izvan tekucine (e}

plasticni

nastavak

Slika 0-1: dijelovi automatske mikropipete.
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