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1.UvOD

Tehnologija rekombinantne DNA kojoj je drugi naziv geneticko inzenjerstvo u danasnjici je
pronasla Siroku primjenu u granama kao $§to su biotehnologija, medicina, farmacija i
poljoprivreda. U okviru biotehnologije sluzi za proizvodnju bioloskih lijekova ¢ija je djelatna
tvar bioloSkog podrijetla iz ljudskog, Zivotinjskog ili mikrobioloSkog izvora, poboljSanja
kakvoce hrane i drugih industrijskih proizvoda. U medicini se koristi u proizvodnji cjepiva,
hormona, novih vrsta lijekova te u determinaciji gena za odredene bolesti. S druge strane, dok
je u ove dvije grane geneti¢ko inZenjerstvo uvrijezeno i prihva¢eno u poljoprivredi i dalje
postoji stigma prilikom spomena GMO hrana i biljka. Geneti¢ko inzenjerstvo u poljoprivredi
ima vaznu ulogu u razvoju poboljSanja biljnih otpornosti prema visokim temperaturama, susi,
hladno¢i i drugim abioti¢kim ¢imbenicima, kao i poboljsanju prehrambene vrijednosti biljaka.
Razvoj genetickog inzenjerstva usko je povezan s istrazivanjem i otkricem restrikcijskih
endonukleaza koje je zapocelo 1952. godine. Restrikcijska endonukleaza je naziv za enzim
pronaden u bakterijskim stanicama kao dio njihova restrikcijsko modifikacijskog sustava koji
im sluzi u obrani i razgradnji virusne DNA, odnosno bakteriofaga, vrste virusa koji napadaju
bakterijske stanice. Za njihovo otkri¢e zasluzni su znanstvenici Werner Arber, Daniel Nathans
i Hamilton Smith kojima je dodijeljena Nobelova nagrada 1978. godine (Godini¢ Mikul¢i¢,
2020.). Znacaj restrikcijskih endonukleaza je u njihovoj sposobnosti prepoznavanja odredene
nukleotidne sekvencije, odnosno restrikcijskog mjesta i potom presijecanja molekule DNA na
tono odredenim redoslijedima od 4 do 8 nukleotidnih parova baza. Smatramo ih
“molekularnim Skarama za DNA”. Svaka izolirana restrikcijska endonukleaza ima individualni
naziv prema vrsti, rodu i soju bakterije iz koje su izolirane, prema principu prvo slovo oznacava
rod, druga dva slova su prva dva slova vrste, a potom slijedi slovo koje oznacava soj te rimski
broj. Tehnologija rekombinantne DNA temelji se na ugradnji stranog gena u genom
eukaritotskih ili prokariotskih stanica, uz pomo¢ bakterijskih virusa koje nazivamo vektori.
Postupak se provodi izolacijom i izrezivanjem odredenih sekvenci gena strane i vektorske DNA
uz pomo¢ restrikcijskih endonukleaza, a potom ugradnje strane DNA u vektorsku. Ovim
procesom dobiven je lijek inzulin koji se primjenjuje za lijecenje Secerne bolesti, on ujedno i
prvi lijek proizveden tehnologijom rekombinantne DNA 1982. godine (Pavlica M., 2022.). Cilj
zavrSsnog rada je provesti uspjeSnu digestiju biljne genomske DNA restrikcijskim

endonukleazama.



2. MATERIJAL | METODE

2.1. Biljni materijal

U radu su koristene vrste Brachypodium distachyon L. Bd-21 i B-21, kukruz (Zea mays L.) koje

pripadaju biljnoj porodice trava (Poaceae) te soja (Glycine max L.)

Brachypodium distachyon L. je samooplodna, jednogodi$nja biljka, niskog rasta (do 20
centimetara u punoj fazi zrelosti) s niskim zahtjevima za uzgoj i zivotnim ciklusom kra¢im od
Cetiri mjeseca. Veli¢ina genoma mu iznosi 0,36-0,4 pg sto je ujedno jedan od najjednostavnijih
genoma u trava. Diploid je koji sadrzi pet kromosoma u haploidnom obliku, odnosno 2n=10
(Draper i sur., 2001.)

Zea mays L. je stranooplodna, jednogodi$nja biljna vrsta. Veli¢ina genoma mu iznosi 2,4 Gb te
je diploid, a u haploidnom obliku sadrzi 10 kromosoma (Ensembl Genomes, 2022.). Podrucje
uzgoja mu je vrlo Siroko, uzgaja se u cijelome svijetu te je po zasijanim povrSinama treca
kultura u svijetu nakon pSenice irize, 0d velikog je znacaja kako za ljudsku, tako iza Zivotinjsku

ishranu, u obliku zrna i silaze.

Soja (Glycine max (L.) Merr.) je jednogodisnja biljka iz porodice Fabaceae ili Leguminosae
(mahunarke ili lepirnjace). Glavni je izvor bjelancevina visokih hranidbenih vrijednosti te
znacajna uljna kultura (Vratari¢ i Sudari¢, 2010.). Izrazito je samooplodna, diploidni tetraploid
(2n = 40), veli¢ine genoma priblizno 1,1 Gb (Schmutz i sur., 2010.).

U porodici Poaceae pripadaju i biljne vrste strnih Zitarica kao $to su pSenica, raz, jeCam, zob |
prosolikih zitarica, riza. Navedeni usjevi posjeduju vaznu ulogu u prehrani ¢ovjecanstva u vidu
ishrane ljudi i zivotinja, u proizvodnji obnovljivih izvora energije te u industrijskoj preradi
(Kovacevic i Rastija,2014.). Biljne vrste koriStene u ovom radu posjeduju uzgojne i geneticke
karakteristike koje omogucavaju i pojednostavljuju procese eksperimentalnog sustava u
poboljsanju otpornosti i prehrambene vrijednosti zitarica (The International Brachypodium
Initiative, 2010.). Upravo tim uvidom njihove vaznosti i znacaja, odabrane su za biljne

materijale iu ovom procesu istrazivanja i digestije genomske DNA.



2.1.2 Enzimi

Restrikcijski enzimi ili restrikcijske endonukleaze su kataliticki proteini pronadeni su u
bakterijskim stanicama u kojima obavljaju funkciju razgradnje virusne DNA. Ovu ulogu vrse
cijepanjem fosfolipidnih veza katalizom hidrolize unutar DNA lanca na specificnom mjestu
koje nazivamo restrikcijsko mjesto. Restrikcijsko mjesto je jedinstveno za svaku endonukleazu,
a sastoji se od 4 do 8 nukleotidnih parova baza, nukleotidne baze predstavljaju osnovnu
kemijsku podjedinicu grade molekule DNA, razlikujemo cetiri vrste adenin, gvanin, timin 1
citozin. Prema podatcima dosadasnjeg istrazivanja poznata su i opisana cetiri tipa
endonukleaza, koji se medusobno razlikuju prema strukturi, specificnosti cijepanja i
kofaktorima (https://worldwide.promega.com/products/cloning-and-dna-markers/restriction-
enzymes). U ovom radu je koriSteno nekoliko vrsta restrikcijskih enzima Tipa II: BamHlI,
EcoRl, Pstl, Hindlll, Tru9 I, RspRSII.

BamHI je restrikcijska endonukleaza koja je naziv dobila prema vrsti bakterije iz koje je
izolirana Bacillus amyloliquefaciens soj H1. Prepoznaje i cijepa sekvencu DNA na
restrikcijskom mjestu 5’GGATCC 3’- 3’°CCTAGG 5°. Za restrikcijsku digestiju s enzimom
BamHI koristen je pripadajuci pufer MULTI-CORE.

5...GGATCC...3
3...CCTAGG...5

Slika 3. Obrnuto ponavljaju¢a sekvencija (palindrom) koji prepoznaje i cijepa enzim BamHI (lzvor:

https://international.neb.com/products/r0136-bamhi#Product%20Information)

EcoRI je restrikcijska endonukleaza koja je naziv dobila prema vrsti bakterije iz koje je
izolirana Escherichia coli. Prepoznaje i cijepa sekvencu DNA na restrikcijskom mijestu
S’GAATTC 3’- 3’CTTAAG 5°. Za restrikcijsku digestiju s enzimom EcoRI koriSten je
pripadajuéi pufer H.

5 .. GAATTC.. .3
3..CTTAAG...5

Slika 4. Obrnuto ponavljaju¢a sekvencija (palindrom) koji prepoznaje i cijepa enzim EcoRI (lzvor:

https://international.neb.com/products/r0136-bamhi#Product%20Information)



https://worldwide.promega.com/products/cloning-and-dna-markers/restriction-enzymes
https://worldwide.promega.com/products/cloning-and-dna-markers/restriction-enzymes
https://international.neb.com/products/r0136-bamhi#Product%20Information
https://international.neb.com/products/r0136-bamhi#Product%20Information

Pstl je restrikcijska endonukleaza koja je naziv dobila prema vrsti bakterije iz koje je izolirana
Providencia stuartii. Prepoznaje i cijepa sekvencu DNA na restrikcijskom mjestu 5’CTGCAG
3’- 3’°GACGTC 5°. Za restrikcijsku digestiju s enzimom Pstl koriSten je pripadajuéi pufer
MULTI-CORE.

5 .. CTGCAG...3
3... GACGTC...5

Slika 5. Obrnuto ponavljaju¢a sekvencija (palindrom) koji prepoznaje i cijepa enzim Pstl (lzvor:

https://international.neb.com/products/r0136-bamhi#Product%20Information)

Hindlll je restrikcijska endonukleaza koja je naziv dobila prema vrsti bakterije iz koje je
izolirana Haemophilus influenzae. Prepoznaje i cijepa sekvencu DNA na restrikcijskom mjestu
5’AAGCTT 3’- 3’TTCGAA 5°. Za restrikcijsku digestiju s enzimom HindIIl koriSten je
pripadajuci pufer MULTI-CORE.

5 . ANAGCTT...3
3..TTCGAA...5

Slika 6. Obrnuto ponavljaju¢a sekvencija (palindrom) koji prepoznaje i cijepa enzim HindIIl (lzvor:

https://international.neb.com/products/r0136-bamhi#Product%20Information)

Tru9l je restrikcijska endonukleaza koja prepoznaje i cijepa sekvencu DNA na restrikcijskom
mjestu 5°’TTAA 3’- 3’AATT 5°. Za restrikcijsku digestiju s enzimom Tru9l koriSten je
pripadaju¢i pufer SURE/Cut buffer M.

Slika 7. Obrnuto ponavljajuéa sekvencija (palindrom) koji prepoznaje i cijepa enzim Tru9 I

(Izvor:https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/315/872/11464825001bu
l.pdf)

RspRSII je restrikcijska endonukleaza koja prepoznaje i cijepa sekvencu DNA na
restrikcijskom mjestu 5’TTAA 3°- 3’AATT 5°. Za restrikcijsku digestiju s enzimom RspRSI|

koriSten je pripadajuci pufer T.

Slika 8. Obrnuto ponavljajuca sekvencija (palindrom) koji prepoznaje i cijepa enzim RSpRSII (1zvor:
https://www.takarabio.com/products/cloning/restriction-enzymes/msei-(rsprsii)



https://international.neb.com/products/r0136-bamhi#Product%20Information
https://international.neb.com/products/r0136-bamhi#Product%20Information
https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/315/872/11464825001bul.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/deepweb/assets/sigmaaldrich/product/documents/315/872/11464825001bul.pdf
https://www.takarabio.com/products/cloning/restriction-enzymes/msei-(rsprsii

2.2 Metode

2.2.1 Uzgoj klijanaca

U ovom istrazivanju koriStene su biljne vrste Brachypodium distachyon, Zea mays i Glycine
max. Sjeme odabranih biljnih linija najprije je o¢is¢eno, a zatim odlozeno u zasebne ¢asice koje

su prethodno obiljezene.

Slika 9. Sjeme kukuruza, soje i Brachypodiuma (foto original: J. Kovac)

Potom su pripremljeni ¢isti plasti¢ni kontejneri za klijanje koji su zatim napunjeni supstratom
za uzgoj biljaka. Nakon toga zasijane su po cetiri sjemenke od svake linije u zasebne kucice u

dva ponavljanja te je svaka zasebna kucica oznac¢ena nazivom sjemena odredene biljne linije.

Slika 10. Posijan i ozna¢en biljni materijal (foto original: J. Kovag)



Zasijano sjeme stavljeno je u komoru za uzgoj biljnog materijala u uvjetima dugog dana (16/8),
dnevne temperature 24°C, a no¢ne 18°C uz svakodnevno zalijevanje destiliranom vodom te

nadziranje razvitka procesa njihova rasta i razvoja.

Slika 2. Klijanci kukuruza (foto original: J. Kovac)



2.2.2 Izolacija genomske DNA

Nakon 14 dana, kada su klijanci izrasli na optimalnu veli¢inu uslijedio je postupak izolacije
genomske DNA. Uzgoj klijanaca u komori rezultirao je nicanjem i uspje$nim razvojem biljnih
linija Brachypodium distachyon i Zea mays. Sjeme Glycine max nije niknulo te se ova linija iz
toga razloga nije koristila u daljnjim procesima izolacije i digestije biljne DNA. U istrazivanju
koriStena je CTAB metoda koja ima Siroku primjenu u izdvajanju DNA iz razli¢itih vrsta
biljnog tkiva. CTAB je kationski deterdzent topiv u vodi i lako topiv u alkoholu. Tijekom
ekstrakcije DNA iz biljnog tkiva dolazi u doticaj s bioloSkim membranama te oslobada jezgru
obavijanjem lipide i razaranjem membrane. Za sposobnost razaranja membrane zasluzna je
amfipatska priroda CTAB-a, sacinjen je od dugog lanac ugljikovodika (hidrofobni rep) i
pozitivno nabijenu trimetil amonijevu skupinu (hidrofilna glava). CTAB pufer sastoji se od cetil
trimetil amonijev bromid (Ci9H42NBr), NaCl-a, Na,EDTA (Ethilenediamintetraacetatna
kisleina dinatrijeva sol dihidrat), TRIS-a (hidroksimetil)laminometan) i PVP-a
(polivinilpirolidon). Uloga NaCl-a je u odstranjivanju proteina vezanih za DNA i njihovo
odrzavanje u otopljenom obliku, a TRIS ima ulogu pufera prilikom oslobadanje citoplazme
uslijed razgradnje stani¢ne stijenke i membrane, odrzavajuci povoljnu pH otopine za stabilnost

biomolekula (Heikrujam i sur., 2020.).

Prije samog pocetka izolacije provedeno je nekoliko koraka, izolacijski pufer zagrijan je u
vodenoj kupelji na temperaturu od 65°C te je prireden prethodno rashladeni izopropanol i ¢ist

1 sterilizirana pribor za homogenizaciju tkiva, tucak i tarionik.

Slika 11. Sterilizirani tucci i tarionici za homogenizaciju tkiva (foto original J. Kovac)

Nedugo zatim iz uzgojenih klijanaca sa sterilnim $karama je odrezano i odvagano 20 mg lisnog

tkiva za svaku pojedinu biljnu vrstu.



st
Slika 12. Rezanje i vaganje lisnog tkiva uzgojenih biljnih vrsta (foto original: J. Kovac)
Odvagana lisna tkiva potom su pazljivo premjeStena u zasebne tarionike te je u svaki
pojedina¢no dodan teku¢i dusik, ¢ija je uloga biljno tkivo uc€initi dodatno lomljivim. Uz pomo¢
tucka, kruznim i energi¢nim pokretima lisno tkivo je dobro usitnjeno do fine praskaste

strukture.

Y & B

Slika 13. i 14. Proces mljevenja lisnog tkiva (foto original: J. Kovac)

U svaki uzorak zatim je dodano pipetom 1000 ul zagrijanog izolacijskog 2% CTAB pufera (1M
Tris-HCI pH 8.0; 0,5 Na;EDTA pH 8.0; 5 M NaCl; 10% SDS) i uz pomo¢ laboratorijskog
Stapica, prah i pufer su promijesSani do homogene konzistencije (slika 15), a zatim je sadrzaj
izliven u prethodno numerirane tubice od 2 ml (slika 16) koje su kratko promijesane na

vrtloznoj mijesalici (vorteksu).



Slika 15. Otopina biljnog tkiva i pufera; Slika 16. Ulijevanje otopine biljnog tkiva u

numerirane tubice (foto original: J. Kovac)

Tubice su ubrzo nakon toga odlozene u vodenu kupelj prethodno zagrijanu na 65°C i inkubirane

na 45 minuta uz pazljivo okretanje svakih 15 minuta (slika 17).

Slika 17. Inkubacija uzoraka u vodenoj kupelji (foto original: J. Kovac)

Nakon inkubacije, tubice su postavljene na led i u svaku tubicu pipetom je dodano 670 pl
kloroform izoamilnog alkohola (SEVAG-a) u omjeru 24:1 (slika 18) i paZljivo su okrenute
nekoliko puta kako bi se sadrzaj promijeSao, a potom su stavljene na stalak za muckanje u

vremenskom periodu od 30 minuta.



Slika 18. Dodavanje kloroform izomilnog alkohola u tubice (foto original: J. Kovac)

Zatim su tubice postavljene u laboratorijsku centrifugu i centrifugirane su na maksimalnoj
brzini u trajanju od 8 minuta. Nakon centrifugiranja tubice su pazljivo izvadene, kako se nastali

disk koji odvaja vodenu fazu od organske faze ne bi razbio (slika 19).
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Slika 19. Odvajanje tekuce i krute faze nakon centrifugiranja; Slika 20. 1zdvajanje vodene

faze (foto original: J. Kovac)

Gornja vodena faza iznad diska zatim je oprezno izdvojena uz pomo¢ pipete (slika 20), pazeci
da se pritom ne probije disk. U nove numerirane tubice izdvojeno je do 750 ml vodene faze u

kojoj se nalazi DNA. U svaku novu tubicu nedugo zatim je dodano 16 pl RNAze (enzima koji
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razgraduje RNA) (slika 21) i tubice su ponovno postavljene na stalak za muckanje na 30 minuta,
nakon Cega se U svaku tubicu dodalo 650 pl hladnog izopropanola. Tubice su zatim pazljivo

invertirane nekoliko puta dok DNA u obliku tanke, bjeli¢aste niti nije postala vidljiva.

Slika 21. Dodavanje enzima RNAze u tubice (foto original: J. Kovacg)

Tubice su potom ostavljene na sat vremena unutar kojih su svakih 15 minuta lagano okrenute
nekoliko puta. Nakon toga tubice su ponovno centrifugirane na maksimalnoj brzini 1 minutu
nakon koje su pazljivo izvadene kako se ne bi ostetile pelete koje su se formirale na dnu tubica.
Nedugo zatim iz svih tubica je oprezno izlivena tekuéina pri tome pazeéi da se peleta nije

odvojila od stjenke tubice.

U tubice je zatim dodano 500 pl 0,2 mM natrij acetata u 76% etanolu (slika 22) i potom se
peleta “prala” 30 minuta lagano tresuci tubice prstima. Potom je iznova uslijedilo
centrifugiranje na maksimalnoj brzini 2 minute te nakon toga je opet slijedilo izlijevanje

tekucine paze¢i pri tome na pelete.
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Slika 22. Pipetiranje 0,2 mM natrij acetata u 76% etanolu (foto original: J. Kovac)

Potom je u tubice dodano 500 pl 10 mM amonij acetata u 76% etanolu i peleta se ponovno
“prala” 10 minuta istom tehnikom kao prethodno opisano te nakon toga su iznova postavljene
na maksimalnoj brzini 2 minute na centrifugiranje. Naposljetku je iz tubica izlivena preostala

tekuca faza, zatim se pipetom uklonio sav zaostao etanol.

Otvorene tubice su polozene vodoravno na papir te ostavljene otprilike 30 minuta na sobnoj
temperaturi kako bi se pelete osusile. U konacnici U tubice s osuSenim peletama je dodano 100

pl TE pufera nakon ¢ega su uzorci izolirane DNA pohranjeni u hladnjak na +4°C.

2.2.3 Mjerenje koncentracije i cistoée izolirane DNA

Uz pomo¢ spektrofometra utvrdena je koncentracija i Cistoca iz uzoraka izolirane DNA.
Spektrofometar je uredaj koji utvrduje fotometricko mjerenje zracenja adsorbirano od pojedine
supstance na to¢no odredenoj valnoj duljini. Prilikom ove analize koriStene su valne duljine
260 i 280 nm. Prvi korak je provodenje testa sa slijepom probom s TE puferom, a nakon
utvrdene 0 valne duljine, zapoceto je s analizom uzoraka. Pipetom je uzeto i naneseno 2 pl od
svakog pojedinog uzorka i od svakog je zasebno ispitana koncentracija u ng/pl i utvrdena
Cistoca iz omjera absorbancije A260/280. Rezultati omjera absorbancije koji su u rasponu od

1,8 do 2 su indikatori da je DNA ¢ista. Ukoliko je rezultat omjera absorbancije ¢istoc¢e manji

12



od 1,8 to ukazuje da su u uzorku izolirane DNA prisutni tragovi ugljikohidrata i proteina, a

ukoliko je omjer veci od 2 to ukazuje na tragove preostalog etanola.

2.2.4 Razgradnja biljne DNA restrikcijskim endonukleazama

Proces restrikcijske digestije proveden je u nekoliko koraka. Optimizacija procesa digestije
provedena je 28.6., 29.6. i 18.7. prilikom kojih su koriSteni razli¢iti volumeni sastavnica

reakcijskih smjesa, genomske DNA te period i temperature inkubacije.

Prilikom restrikcijske digestije provedene 28.6. koristeno je 2 pl izolirane DNA uzoraka Bd-21
(2.) 1 K 6, koji su prema preporuci za digestiju prethodno razrijedeni. U svakom uzorku
koristeno je 0,2 ul BSA i 16,3 ul H20,ukupni volumen reakcije bio je 25,5 ul (tablica 2).

Tablica 2. Prvi korak optimizacija reakcijske smjese i volumen sastavnica reakcijskih smjesa
za restrikcijsku digestiju provedenu 28.6.

Enzim i pufer Bd-21 (2.) K6
EcoRI 5 pl 2 Ul DNA 2 Ul DNA
Pufer H 2 pl

Pstl 5 pl 2 ul DNA 2 Ul DNA
Pufer MULTI-CORE 2 pl

BamHI 5 pl 2 Ul DNA 2 Ul DNA
Pufer MULTI-CORE 2 pl

Hindll1 5 pl 2 Ul DNA 2 Ul DNA
Pufer MULTI-CORE 2 pl

Potom je provedena inkubacija preko noc¢i u trajanju od 18 sati na temperaturi od 37°C u
vodenoj kupelji. Vrijeme inkubacije, temperatura i koncentracije sastavnica reakcijske smjese

odredena su i prac¢ena prema preporuci za digestiju uz pomo¢ navedenih restrikcijskih enzima.

Prilikom restrikcijske digestije provedene 29.6. koristeno je 2 pl izolirane DNA uzoraka Bd-
21 (2.) i 4 plizolirane DNA uzoraka K1, K5i K 6te 2 pl A DNA, a ukupni volumen reakcije
bio je 25 pl. U svakom uzorku koristeno je 0,5 ul BSA i 15,5 ul H20 (tablica 3).
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Tablica 3. Drugi korak reakcijske smjese i volumen sastavnica reakcijskih smjesa za
restrikcijsku digestiju provedenu 29.6.

Enzim i pufer Bd-21 (2.) A DNA Kukuruz
EcoRI 5 pl 2 Ul DNA 2 ul DNA 4 uIDNA K1
Pufer H 2 ul

Hindl11 5 pl 2 Ul DNA 2 ul DNA 4 uIDNA K5
Pufer H 2 ul

Trudl 5 pl 2 Ul DNA 2 ul DNA 4 uIDNA K6
Pufer M 2 pl

BamHI 5 pl 2 ul DNA 2 ul DNA 4 uIDNAK1
Pufer H 2 ul

Pstl 5 pl 2 ul DNA 2 ul DNA 4 uIDNA K5
Pufer H 2 ul

RspRSII 5 pl 2 ul DNA 2 ul DNA 4 uIDNA K6
Pufer T 2 pl

Potom je uslijedila inkubacija u trajanju od Cetiri sata u vodenoj kupelji pri temperaturi 37°C,
nakon Cega su uzorci stavljeni na led. U procesu digestije koriStena je Cista, nerazrijedena
izolirana DNA. Dok su vrijeme inkubacije, temperatura i koncentracije sastavnica reakcijske

smjese odredeni i pra¢eni prema preporuci proizvodaca navedenih restrikcijskih enzima.

Tablica 4. Tre¢i korak reakcijske smjese i volumen sastavnica reakcijskih smjesa za
restrikcijsku digestiju provedenu 18.7.

Enzim i pufer Bd-21 (2.) K6 L DNA
EcoRI 5 pl 2 Ul DNA 2 Ul DNA 2 Ul DNA
Pufer H 2 pl

Pstl 5 pl 2 Ul DNA 2 Ul DNA 2 Ul DNA
Pufer H 2 pul

BamHI 5 pl 2 Ul DNA 2 Ul DNA 2 Ul DNA
Pufer H 2 pl

Hindll1 5 pl 2 Ul DNA 2 Ul DNA 2 Ul DNA
Pufer H 2 pl

Prilikom restrikcijske digestije provedene 18.7. koriSteno je 2 pl izolirane DNA uzoraka Bd-21
(2.)1K 6 te 2 pl A DNA, a ukupni volumen reakcije bio je 25 pl. U svakom uzorku koriSteno
je 0,5 pl BSA i 15,5 ul H20 (tablica 4).

Potom je uslijedila inkubacija u trajanju od Cetiri sata u vodenoj kupelji pri temperaturi 37°C,
nakon ¢ega su uzorci stavljeni na led. U procesu digestije koristena je Cista, nerazrijedena
izolirana DNA. Dok su vrijeme inkubacije, temperatura i koncentracije sastavnica reakcijske

smjese odredeni i pra¢eni prema preporuci proizvodaca navedenih restrikcijskih enzima.
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2.2.5 Metoda elektroforeze

Za pripremu jednog agaroznog gela najprije je izvagano 0,6 g agaroze u Erlemayer tikvici, a
potom se u nju ulilo 60 ml 1x TBE. Otopina je zatim zagrijana u mikrovalnom aparatu na 2
minute uz povremeno mijeSanje sadrzaja. Nakon S$to se agaroza otopila, bistra otopina
agaroznog gela se rashladila laganim mijeSanjem pod mlazom vode pri tome pazeéi da voda ne
dospije u sadrzaj unutar Erlemayer tikvice. Zatim je u otopinu dodano 2 kapljice Olerup SSP®
GelRed boje koja se interkalira izmedu baza te tako DNA postaje vidljiva pod UV svijetlom.

Naposljetku se otopina navedenog sastava ulila u prethodno pripremljenu kadicu

Slika 23. Laboratorijski pribor za pripremu elektroforeze (foto original J. Kovac)

Nakon 15 minuta agarozni gel se polimerizirao do zeljene ¢vrstoce (slika 23). te je polozen u
uredaj Bio-Rad Mini-Sub® Cell GT za elektroforezu. U navedeni uredaj je uliveno 1XTBE
pufera do oznacene granice za maksimum. Potom su prethodno pripremljeni uzorci obojeni s 2
pl stop mix-a (5x SGB; 1M Tris-HCI pH 8,0, 0,5M Na;EDTA, Bromfenolblue boja, 87%
glicerin, SDS (natrijev dodecil sulfat)). Slijedila je priprema DNA standarda (ljestvi) za
utvrdivanje veli¢ine fragmenata u omjeru 1 (Promega® 1kbp DNA Ladder) : 1 (pripadajuca
boja 6x Blue/Orange Loading Dye) : 4 (TE pufer). U svaku jazicu agaroznog gela je uz pomo¢
pipete stavljeno 5 pl uzorka ili ljestvi (slika 24).
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Slika 24. Jazice agaroznog gela ispunjene sa uzorkom i ljestvama
(foto original J. Kovag)

Naposljetku je uredaj za elektroforezu postavljen na sljedece uvjete: 60 A, 50 mA i 40W u
vremenskom periodu od sat i trideset minuta (slika 25). Slijedilo je o¢itanje produkata digestije

pomocu G:BOX F3 uredaja za snimanje gela.

Slika 25. Elektroforeza agaroznog gela s uzorcima digestirane genomske DNA

(foto original: J. Kovac)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Izolacija kvalitetne DNA prvi je korak i preduvjet za genetiCko inzenjerstvo. Biljna tkiva
Brachypodium distachyon i Zea mays, kao i ostalih biljnih vrsta sacinjena su od raznih
kemijskih komponenti kao Sto su polisaharidi, polifenoli, proteini i lipidi, ¢ija koncentracija
varira ovisno o biljnim vrstama i djeluju kao kontaminanti tijekom izolacije DNA. Za izolaciju
kao biljni materijal najpogodnije je svijeze, mlado lisno tkivo staro do 20 dana (Heikrujam i
sur.,2020.). Osnovna uloga izolacije DNA iz biljnog tkiva prema CTAB metodi opisanoj u
poglavlju 2.2.2. je razgradnja biomembrana za oslobadanje i talozenje DNA u otopini te
uklanjanje kontaminirajué¢ih komponenta iz otopine. Izolirana DN A potom se podvrgne testu
provjere koncentracije i ¢istoce opisane u poglavlju 2.2.3.. Rezultati koncentracije i ¢istoc¢e 10

uzoraka izolirane biljne DNA prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Rezultati mjerenja koncentracije i ¢istoce izolirane DNA

Broj uzorka Koncentracija u ng/ul A 260/280
Bd-21 (1) 251, 54 1, 86
Bd-21 (2) 438, 9 1,87
B-21 (1) 150,49 1,75
B-21 (2.) 132,81 1,83
K1. 309, 31 1, 86
K?2. 282, 86 1,91
K3. 39, 52 1,8
K4, 121, 58 1,8
K5. 245, 37 1,85
K 6. 212, 25 1,81

Koncentracija izolirane DNA je pokazatelj koliko nanograma DNA se nalazi u jednoj pl uzorka.
Vrijednosti koncentracija izolirane DNA su se kretale izmedu 39,52 i 438,9 ng/ul. Vrijednosti
omjera absorbancija A260/280 kretali su se izmedu 1,7 do 1,9, a njihovi iznosi sugeriraju nam
na uspjesnost izolacije u vidu ¢istoce. Omjer manji od 1,8 ukazuje na veci sadrzaj zaostalih
ugljikohidrata u uzorku, dok omjer veci od 2,0 ukazuje na visak etanola zaostao u uzorku zbog
lose izvedenog pipetiranja ili nedovoljnog susenja pelete. Sukladno dobivenim rezultatima
izabrali smo uzorke s najve¢im koncentracijama te omjerom apsorbancija A260/280 izmedu
1,81 do 1,86 koji potvrduju da je izolirana DNA ¢ista, odnosno da ne posjeduje zaostatke
ugljikohidrata ili etanola. Ti najpogodniji uzorci su Bd-21 (2.), K 1., K 5., K 6., s kojima se
potom nadalje nastavlja proces digestije restrikcijskim enzimima BamHI, EcoRl, Pstl, Hindlll,

Tru9l, RspRSII. Zavrsetkom digestije uslijedilo je elektroforeza odabranih uzoraka podvrgnutih
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restrikcijskoj digestiji opisane u poglavlju 2.2.5., a zatim ocitanje produkata digestije pomocu

G:BOX F3 uredaja za snimanje

Rezultati i uspjeSnost digestije provedene provjereni su procesom elektroforeze 29.6., a

rezultati provjere prikazani su na slici 26 .

Slika 26. Rezultati digestije genomske DNA restrikcijskim endonukleazama 28.6. L- ljestve,
1.- Bd-21 s EcoRl, 2.- Bd-21 s Pstl, 3.- Bd-21 s BamHlI, 4.- Bd-21 s Hindlll, 5.- K 6 s EcoRl,
6.- K6 s Pstl, 7.- K6 s BamHI, 8.- K 6 s Hindlll (foto original: J. Kovac)

Prvi korak u optimizaciji digestije restrikcijskim endonukleazama (28.6.) uocava se odsustvo
uzorakal.,2.,3.,4.,7.18. Dok su uzorak 5. i 6. jedva zamjetni na agaroznom gelu. Time se dolazi
do zakljucka kako digestija nije uspjesno provedena, odnosno nije doslo do cijepanja sekvenci
DNA. Uzrok tomu je prema preporuci prilikom optimizacije koriStenje razrijedenih uzoraka
DNA i inkubacija u trajanju od 18 sati, §to je prouzrokovalo prestanak rada enzima. Rezultat
toga je neuspjesna digestija Bd-21 i slabe vrijednosti digestije K 6 sa enzimima EcoRlI i Pstl.
Uzevsi u obzir dobivene rezultate, u narednim koracima procesa optimizacije digestijama korak
2 i korak 3, koristeni su uzorci Ciste i nerazrijedene izolirane DNA te inkubacija prema uputama
i protokolu proizvodaca koriStenih restrikcijskih enzima. Uz potvrdu ispravnosti digestije

koriStenjem kontrolnog ili slijepog uzorka koji oznacava uzorak bez izolirane DNA.

Rezultati i uspjeSnost drugog koraka optimizacije digestije provedene 29.6. provjereni su

procesom elektroforeze, a rezultati provjere prikazani su na slici 27.
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Slika 27. Rezultati genomske digestije restrikcijskim endonukleazama 28.6. L- ljestve, Al- A
DNA s Hindlll, A2- Bd-21 s Hindlll, A3- K 5 s Hindlll, B1- A DNA s Pstl, B2- Bd-21 s Pstl,
B3- K5 s Pstl, C1- A DNA s Tru9l, C2- Bd-21 s Tru9l, C3- K6 s Trudl, D1- A DNA s RspRSlI,
D2- Bd-21 s RspRSII, D3- K6 s RspRSl|, S- slijepa proba (foto original J. Kovac)

Rezultati i uspjeSnost treceg i posljednjeg koraka optimizacije digestije provedene 18.7.

provjereni su procesom elektroforeze 19.7., a rezultati provjere prikazani su na slici 28.

Slika 28. Rezultati genomske digestije restrikcijskim endonukleazama 18.7. L- ljestve, Al- Bd-
21 s EcoRI, A2- Bd-21 s BamHI, B1- K6 s EcoRI, B2- K6 s Hindlll, C1- A DNA s BamHI, C2-
A DNA s Pstl, C3- A DNA s EcoRI, C4- X DNA s Hindlll, S- slijepa proba (foto original J.

Kovac)
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Drugi i tre¢i korak digestije genomske DNA provedene 29.6 1 18.7. s ¢istom izoliranom DNA,
volumenom sastavnica restrikcijskih smjesa i vremenom inkubacije preporucenim od
proizvodaca enzima, rezultirali su uspjeSnom digestijom sa slicnim dobivenim rezultatima
cijepanja molekule DNA. Usporedbom rezultata digestije prikazanima na slikama 27. i 28.
uocava se kako su najbolji rezultati digestije sorte Brachypodium distachyon L. provedeni uz
pomo¢ enzima EcoRI i BamHI, dok su slabiji rezultati digestije dobiveni primjenom enzima
Hindlll, Pstl, Tru9 I i RspRSII. S druge strane enzimi Hindlll, RspRSII, EcoRI pokazuju
uspjesnost kod digestije Zea mays L. u odabranim uzorcima K5 i K 6, dok enzimi Pstl i Tru9l
ne pokazuju u tolikoj mjeri ué¢inkovitost. Prilikom digestije A DNA s enzimima HindlIlIl, Pstl,
Tru9l, RspRSII, BamHI i EcoRlI, dobiveni su najbolji rezultati u kojima se jasno uoc¢ava mjesto

i broj presijecanje DNA uz pomo¢ enzimima.

Nakon uspjesno provedenog procesa digestije uz pomoc restrikcijskih enzima, izrezane
sekvencije gena nadalje se upotrebljavaju u procesu tehnologije rekombinantne DNA. Proces
se naziva molekularnim kloniranjem pri kojem uz pomo¢ istog restrikcijskog enzima izrezujem
fragment strane i vektorske DNA, a potom Zeljenu sekvenciju gena strane DNA ugradujemo u
vektorsku DNA i time dobivamo rekombinantni vektor koji se potom ugraduje u stanicu
domacina. Naj¢esca stanica domacina koja se koristi u ovom procesu je bakterija Escherichia
coli u kojoj potom dolazi do umnozavanja i stvaranja velikog broja kopija sekvencija gena
strane DNA. Postoje razli¢ite vrste vektora, a jedan od njih je BAC - bacterial artificial
chromosomes ( Pavlica M., 2022.). Upravo upotrebom ovog vektora proveden je istrazivacki
rad Farrar i sur. (2007.), pri kojem je prvo proveden proces digestije izolirana DNA
Brachypodium distachyon uz pomo¢ restrikcijskih enzima. U istrazivanju je koriStena izolirana
DNA Brachypodium distachyon, a digestiju 0,5 pg izolirane DNA su proveli upotrebom enzima
Hindlll. U razgradnji biljne DNA koristili su razli¢ite koncentracije Hindlll enzima od 0 do 10
U/ul, uzorci s enzimom i puferom inkubirali su se 4 sata na ledu, kako bi dos§lo do razgradnje
potom je uslijedila inkubacija uzoraka u trajanju od jednog sata pri temperaturi 37°C. Potom su

procesom elektroforeze provjerili rezultate digestije.

Farrar i sur. (2007.) su u istrazivanju dobili duze i jasnije izrazene odsjecke digestije. Rezultat
tomu mogu biti razli¢iti ¢imbenici, na primjer drugaciji uvjeti inkubacije ili ve¢a koncentracija
uz upotrebu veéeg volumena izolirane DNA. Naposljetku se moze zakljuciti kako su obje
digestije uspjesne provedene, iako se razlikuju u odredenim segmentima procesa. Time su

rezultati obiju digestija prikladni za daljnji proces molekularnog kloniranja.
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4. ZAKLJUCAK

Restrikcijske endonukleaze ili restrikcijski enzimi pronadeni su u bakterijskim stanicama i
imaju sposobnosti prepoznavanja odredene nukleotidne sekvencije i potom presijecanja
molekule DNA na to¢no odredenim redoslijedima nukleotidnih parova baza. Restrikcijski
enzimi opisani su i podijeljeni u Cetiri tipa, a prilikom digestije genomske DNA u ovom radu
koriSteni su enzimi Tipa Il u kojih spadaju BamHI, EcoRlI, Pstl, Hindlll, Tru9 I, RspRSII.
Prilikom ispitivanja rezultata digestije utvrdeno je da su najpogodniji enzimi za cijepanje
genosmke DNA Brachypodium distachyon L., EcoRI i BamHI, a za Zea mays L. to su enzimi
HindlI1l, RspRSII, EcoRl, pri uvjetima inkubacije i volumenu sastavnica restrikcijskih smjesa
propisanih od strane proizvodaca. Uz to za uspjeSnu digestiju neizostavna je visoka
koncentracija i Cisto¢a izolirane DNA. Ukoliko se uspje$no obave sve trazene komponente i
prate sve regulative, po zavrSetku procesa digestije dobivaju se odsjecci koji se dalje

sekvenciraju.
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