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genov, ki so zelo verjetno povezani z virulenco C. glabrata. S pomocjo
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(promotorji, smiselni in protismiselni deli ter terminatorji) tar¢nih genov ter
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lasni¢na ter jih transformirali v C. glabrata. Tako smo ustvarili 18 novih
rekombinantnih sevov, ki jih bomo Studirali v prihodnosti.
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the incidence of the infections with C. glabrata has increased. Even though
C. glabrata is an emerging human pathogen so far little is known about
genes and mechanisms that are connected to its pathogenocy. We attempted
to expand the knowledge about virulence potential of C. glabrata. Recently
RNAI tools have been developed in our laboratory to study the gene
expression. For this study we chose 7 genes that are likely responsible for
the virulence of C. glabrata. With the methods of molecular cloning we
amplified all of the required elements (promoters, sense and antisense parts
and terminators) of the target genes and constructed recombinant plasmids
with antisense and hairpin constructs of the target genes. We noticed that
the ligation of antisense construct was more efficient than the ligation of
hairpin constructs. New recombinant plasmids were transformed into
developed strains with introduced genef for the enzymes Dicer and
Argonaute. We successfully constructed all 7 antisense and 2 hairpin
constructs and transformed them into C. glabrata. All together we created
18 new recombinant strains which will be tested for their gene expression
and different traits.
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ergosterol

ortologi
MRNA
konstitutivni

promotor

inducibilni
promotor

rekombinantna
DNA

smiselna veriga
dvojne vijac¢nice

SLOVARCEK

skupki celic v obliki veriZice, ki nastanejo pri brstenju in se ne locijo
od materinske celice in so podobni hifam

organizem, ki razgrajuje zivalske in rastlinske ostanke
sposobnost nekaterih gliv, da rastejo v filamentozni in kvasni obliki
glivi¢na okuzba z eno izmed vrst rodu Candida

protein, ki se veze na ogljikove hidrate in povzro¢i zlepljanje,
precipitacijo

Stevilo in lastnosti kromosomov dolo¢ene vrste

od ATP-odvisen transmembranski protein, ki transportira razlicne
substrate skozi membrane celic

sterol, ki je sestavni del celicne membrane pri glivah

geni, ki so prisotni v razli¢nih vrstah in so podobni zaradi skupnega
izvora, nastali pa so z lo¢itvijo vrst

informacijska RNA, na podlagi katere v procesu tranlsacije nastane
dolocen protein

promotor, Ki regulira gene, ki se izrazajo neprekinjeno in skrbijo za
osnovni metabolizem celic

promotor, ki regulira gene, ki se izrazajo le ob dolo¢enem drazljaju
ali le ob dolocenem Casu

molekula DNA, ki je sestavljena iz fragmenotv DNA razli¢nega
izvora

veriga dvojne vijacnice, ki izgleda kot mRNA in kodira zapis za
protein

protismiselna veriga veriga, ki je komplementarna smiselni verigi in ne nosi zapisa za

dvojne vijac¢nice

terminator

protein, ampak je le matrica za nastanek mMRNA

del DNA zaporedja, ki je pomemben za ustavitev prepisovanja
MRNA med transkripcijo

Xl
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prototrof celice, ki same sintetizirajo vse aminokisline, nukleotide in vitamine
ter lahko zato rastejo na minimalnem gojiscu

avksotrof celice, ki imajo okvarjen vsaj en gen, zaradi katerega ne morejo rasti
na minimalnem gojiscu, zato potrebujejo dodan avksotrofni marker

lasni¢ni konstrukti, ki vsebujejo palindromsko zaporedje tar¢nega gena in po
konstrukt prepisu tvorijo dsSRNA molekulo, ki vmes vsebuje zanko
protismiselni vsebuje protismiselni del tar¢nega gena in ob izrazanju skupaj s
konstrukt tar¢nim genom tvori dsRNA

RT-PCR reverzna transkripcija s sledeco verizno reakcijo s polimerazo (angl.

reverse transcription polymerase chain reaction)

cDNA DNA, ki nastane z reverznim prepisom mRNA
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1 uvoD

Kvasovke Candida spp. so najpogosteje izolirane v ustni votlini in urogenitalnem traktu,
zaznamo pa jih pri priblizno 31-55 % zdravih ljudi. V zadnjem casu se je Stevilo gliviénih
sistemskih in sluzni¢nih okuzb povecalo, prav tako pa se je povecala tudi smrtnost zaradi
le-teh. V krvnih kulturah imunsko oslabljenih bolnikov se tako med glivnimi povzrocitelji
najpogosteje diagnosticira kvasovke Candida spp. (Silva in sod., 2012), sicer pa so te
kvasovke cetrti najpogosteje izoliran mikroorganizem v hemokulturah hospitaliziranih
bolnikov (Fidel in sod., 1999). Do nedavnega je bila Candida albicans diagnosticirana kot
povzrocitelj ve¢ kot 80 % kandidoz in je tako najpogostejSi ¢loveski patogen med glivnimi
okuzbami, v zadnjih letih pa se Stevilo kandidoz, ki jih povzrocajo ostale kvasovke rodu
Candida, signifikantno povecuje in dandanes so le-te znane kot pomembni porajajoci se
oportunisti¢ni patogeni (Silva in sod., 2012). V preteklosti je bila Candida glabrata
poznana kot relativno nepatogen saprofit normalne mikrobne flore zdravih pozameznikov,
ki redko povzroca resne okuzbe pri ¢loveku (Fidel in sod., 1999). C. glabrata je sedaj
poznana kot drugi najpogostejsi pozvrocitelj kandidoze pri ¢loveku (Fidel in sod., 1999).
Poleg okuzb imunsko oslabljenih bolnikov pa povzro¢a tudi vaginalne kandidoze, ki se
pojavijo pri treh Cetrtinah vseh zdravih imunsko kompetentnih Zensk vsaj enkrat v

Zivljenju (Mardh in sod., 2002).

Vzroki za narascajoce porajanje kandidoz v zadnjih tridesetih letih so verjetno povecanje
Stevila okuZenih z virusom HIV, vedno starejSa populacija, povisanje Stevila imunsko
oslabljenih ljudi, pogosta uporaba Sirokospektrovnih antibiotikov in vecje Stevilo
invazivnih kirurskih posegov. Razlog za to pa so lahko tudi izboljSane diagnosti¢ne metode
(Silvain sod., 2012).

C. glabrata se je v raziskavah na Zivalskih modelih pred leti izkazala za relativno
nepatogeno kvasovko, ki ima le nekaj atributov, ampak visoka umrljivost ter vedno vecja
incidenca okuZb pri¢ata, da temu ni tako. Stevilo raziskav s C. glabrata je manjse v
primerjavi s C. albicans, zato o patogenosti in virulen¢nih dejavnikih kvasovke ni veliko

znanega (Fidel in sod., 1999). C. glabrata je filogenetsko bliZnji sorodnik Saccharomyces
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cerevisiae, obe vrsti pa sta dokaj oddaljeni od C. albicans (Dujon in sod., 2004). Posebna
je tudi v tem, da ni dimorfna, saj jo najdemo le v kvasni obliki, prav tako pa je haploid,
medtem ko sta S. cerevisiae in C. albicans obicajno diploidni glivi. C. glabrata izkazuje
velike raznolikosti v Kkariotipih in med okuzbo se njen genom lahko spreminja zelo hitro
(Polakova in sod., 2009).

RNAI mehanizem je mehanizem utiSanja genov, ki je evolucijsko zelo ohranjen med
evkariontskimi organizmi in ima pomembno vlogo pri razvoju in delovanju mnogih celic.
Zanimivo je, da tega mehanizma ne najdemo pri nekaterih brstecih se kvasovkah kot je S.
cerevisiae in C. glabrata, medtem ko je prisoten na primer pri C. albicans (Drinnenberg in
sod., 2009). V zadnjih letih je RNAi mehanizem postal Siroko uporabljeno orodje za
raziskovanje in analiziranje funkcij posameznih genov, vse od prazivalskih do ¢loveskih.
Poleg raziskovalnega pa ima tudi velik farmacevtski potencial za zdravila, ki bi utiSala

gene, ki so povezani z razvojem bolezni (Leung in Whittaker, 2005).

Vse torej kaze na to, da moramo C. glabrata razumeti bolje, da se lahko proti njej borimo
in da ugotovitve v raziskavah C. albicans ne moremo preprosto prenesti na C. glabrata
(Fidel in sod., 1999). V laboratoriju prof. Jureta Pi3kurja v Lundu na Svedskem v ta namen
razvijajo RNAI orodje, s katerim Zelijo dobiti vpogled v virulen¢ni potencial C. glabrata in
kasneje karakterizirati novo odkrite gene, povezane z virulenco, kar bo odprlo nove

moznosti za razvoj vrstno-specifi¢nih zdravil.
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1.1  CILJ RAZISKOVALNE NALOGE

Namen raziskave je s pomoc¢jo molekularnih metod razviti RNAI orodje za raziskovanje

funkcij posameznih genov za raziskovanje virulen¢nega potenciala kvasovke C. glabrata.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

- Pomnoziti promotorje, smiselne in protismiselne dele doloCenih genov ter
terminatorje z verizno reakcijo s polimerazo ter jih uspesno zdruZiti z vektorjem v
rekombinantne plazmide z ligacijo.

- Uspesno transformirati rekombinantne konstrukte v kvasovke C. glabrata.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 Candida glabrata — LASTNOSTI, EPIDEMIOLOGIJA, KLINICNE
MANIFESTACIE

Candida glabrata je kvasovka, ki je bila v preteklosti znana kot nepatogen saprofit, danes
pa jo Stejemo med porajajoce se patogene glive (Silva in sod., 2012). Opisanih je ze preko
200 vrst Candida spp., vendar 95 % okuzb povzro¢ajo le nekatere med njimi: C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis in C. tropicalis (Pfaller in Diekema, 2004). Podatki kaZejo, da
je C. albicans kriva za ve¢ kot polovico kandidoz, okuzbe z ostalimi vrstami Candida, kot
na primer C. glabrata (14 %), C. tropicalis (14 %), C. parapsilosis (7 %), C. krusei (2 %)
pa so vedno pogostejSe (Lass-Florl, 2009). Ti odstotki so nekoliko razli¢ni v razli¢nih
drZavah po svetu, razlikujejo pa se tudi med skupinami bolnikov in glede na mesto okuzbe
(Silva in sod., 2012). Epidemioloske Studije v Evropi in Zdruzenih drzavah Amerike
kazejo, da je incidenca kandidoz zacela narascati po letu 1970 (Lass-Florl, 2009), Stevilo
okuzb pa Se vedno narasca, predvsem pri imunsko oslabljenih bolnikih. V zadnjih
tridesetih letih relativna incidenca okuzb s C. albicans pada, naras¢a pa Stevilo okuzb z
ostalimi vrstami Candida. Signifikanten porast je opazen predvsem pri okuzbah,
povzrocenih s C. glabrata (Silva in sod., 2012). Problem predstavlja predvsem zato, ker je
zelo odporna proti azolom in ostalim antimikotikom, ki jih uporabljamo za zdravljenje
(Pfaller in Diekema, 2004). Smrtnost zaradi okuzb s kvasovkami Candida spp. se v Evropi

sy

zaznali pri bolnikih okuzenih s C. glabrata (Lass-Florl, 2009).

Kvasovke Candida spp. so del normalne mikrobne flore ¢loveka na kozi ter v prebavnem
in urogenitalnem traktu, najdemo pa jih tudi v okolju. Tako je vzrok za okuzbe s Candida
spp. lahko endogen ali eksogen (Lass-Florl, 2009). C. glabrata je gliva, ki se pojavlja le v
kvasni obliki, saj ne tvori niti psevdohif pri temperaturah nad 37 °C in je edina med
vrstami Candida, ki ni dimorfna. Tako je bila v preteklosti klasificirana v rod Torulopsis

ravno zaradi te lastnosti (Fidel in sod., 1999). Kvasovka je sferi¢ne oblike in velikosti 1-4



Bojanovi¢ K. Uporaba RNAI za odkrivanje genov virulentnih dejavnikov kvasovke Candida glabrata.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

um. Od ostalih vrst Candida spp. se razlikuje tudi po tem, da jo v naravi najdemo le v
haploidni obliki, medtem ko je vecina ostalih diploidnih (Silva in sod., 2012). Od C.
albicans jo lo¢imo dokaj preprosto — C. glabrata kvasne celice so manjSe, prav tako so
kolonije na gojisc¢u manjse, na komercialnem kromatogenem gojiscu se C. albicans obarva
modro-zeleno, medtem ko se C. glabrata obarva vijoli¢no-roza (Fidel in sod., 1999). CBS
138 je sekvencioniran sev kvasovke C. glabrata in ima trinajst kromosomov (A-M).

Velikost genoma je 12,3 Mb in ima 5283 kodirajocih se zaporedij (Dujon in sod., 2004).

C. glabrata povzroca razli¢ne klini¢ne slike, in sicer od povrSinskih do sistemskih okuzb.
Med povrsSinske okuzbe Stejemo okuZbe Zrela (akutna pseudomembranozna kandidoza),
vagine, prebavnega (najpogosteje poZziralnik) in urinarnega trakta. Vecina imunsko
kompetentnih zensk ima obcasne in ne komplicirane vaginoze, nekje 10 % Zensk pa trpi za
bolj resnimi in pogostimi okuzbami. Okuzbe urinarnega trakta so pogostejse pri bolnikih s
katetri in med hospitaliziranimi bolniki Candida spp., povzro¢ajo nekje 10 % teh okuzb,

kjer je C. glabrata na drugem mestu med njimi (Fidel in sod., 1999).

2.2 PATOGENEZA IN VIRULENTNI DEJAVNIKI

Kandidoza je glivi¢na okuzba z eno izmed vrst rodu Candida z razli¢nimi klini¢nimi znaki
(Lass-Florl, 2009). DNA tipizacija sevov vrst rodu Candida pri bolnikih, obolelih z AIDS-
om, je pokazala, da kandidoz verjetno ne povzrocajo dolo¢eni bolj patogeni sevi, ampak
lahko pride do okuzbe s katerim koli sevom ob spremembi normalne mikrobne flore ali
padcu gostiteljevih obrambnih mehanizmov (Fidel in sod., 1999). Da lahko
mikroorganizem povzro¢i bolezensko stanje, mora imeti Vvirulentne dejavnike, Ki
povzrocijo Skodo pri gostitelju (Fidel in sod., 1999). Kot predpogoj za okuzbo je najprej
potrebna kolonizacija sluzni¢nih membran ali prebavnega trakta (Lass-Florl, 2009; Silva in
sod., 2012). Candida ima kar nekaj virulentnih dejavnikov kot so adhezija ter tvorba
biofilmov in hidroliti¢nih encimov, problem pa je lahko tudi visoka odpornost na razli¢ne

antimikotike, posebej azole.
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C. glabrata ima adhezine na celi¢ni povrsini, imenovane EPA, ki ji omogocajo pritrditev
na povrSine medicinskih aparatov kot so urinski katetri in Zilni vsadki. Prav tako pa je Ze
sama povrsina celic C. glabrata hidrofobna, kar ji olajSa pritrjevanje na hidrofobne
podlage. Epalp je od kalcija odvisen lektin in kljub velikemu Stevilu EPA genov se
adhezija in vitro zmanjSa zgolj z delecijo EPAl. Da se C. glabrata dobro prilagaja
okoljskim spremembam, pri¢a to, da na primer EPA6 in vitro ni izraZzen, kar pa se
spremeni med okuZbo urinarnega trakta in vivo. Candida spp. tvori biofilme, Ki
pripomorejo k zmanjSani obcutljivosti na terapije z antimikotiki in zas€itijo kvasne celice
pred gostiteljevim imunskim sistemom (Silva in sod., 2012). Ko so celice v stresu, je za
preZivetje zelo pomembna prilagoditev izrazanja dolocenih genov. Pri S. cerevisiae, C.
albicans in Schizosaccharomyces pombe je Msn2p pomemben transkripcijski faktor pri
odzivu na razli¢ne stresne pogoje v okolju in pri C. glabrata so odkrili dva ortologa; Cg
MSNZ2 in Cg MSN4, ki sta prav tako zelo pomembna pri odzivu na stres (Roetzer in sod.,

2008).

Pomemben virulen¢ni dejavnik je tudi tvorba hidrolitiénih encimov, ki pomagajo
poskodovati tkivo gostitelja. Tako je znano, da C. glabrata tvori sekrecijske aspartil
proteinaze, imenovane Saps, fosfolipaze in hemolizine. Saps so proteinaze, ki poskodujejo
strukturne proteine in proteine, ki so del imunskega odziva v membranah sluznic.
Fosfolipaze poskodujejo celicne membrane gostiteljevih celic, kar lahko povzroci
izpostavitev receptorjev, na katere se kvasovka nato pritrdi. Hemolizini so glavni faktor, ki
patogenemu mikroorganizmu omogocajo prezivetje in obstoj v gostitelju, saj z razgradnjo
rdecih krvnic¢k kvasovki priskrbijo zadostne koli¢ine zeleza, ki so obiCajno limitni faktor

(Silvain sod., 2012).

C. glabrata je zelo odporna proti konvencionalnim antimikotikom, njeni mehanizmi
rezistence pa so tako pridobljeni kot prirojeni (Silva in sod., 2012). C. glabrata je Ze po
naravi manj dovzetna za flukonazol in amfotericin B v primerjavi z ostalimi kvasovkami
Candida, a kaze tudi zmoznost hitrega razvoja odpornosti proti azolom. Raziskave kazejo,
da subinhibitorne koncentracije flukonazola povecajo odpornost kvasovk (Pfaller in

Diekema, 2004). Flukonazol spada med azole in je najpogosteje uporabljen antimikotik, ki
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ustavi biosintezo ergosterolov z inhibicijo encima lanosterol demetilaza, ki lanosterol
pretvori v ergosterol (Silva in sod., 2012). Glavni mehanizmi za razvoj odpornosti pri C.
glabrata so povecano izrazanje treh ABC transporterjev, CDR1, PDH1/CDR2 in MDRL1 ali
vecje izrazanje in modifikacije tarénega encima (Henry in sod., 2000). V eni od raziskav so
ugotovili, da ima gen CgAUSL, ki je ortolog sterolnih transporterjev pri S. cerevisiae,
vlogo pri zmanjSani dovzetnosti na azole (Nakayama in sod., 2007). V C. glabrata so
odkrili tudi ortolog proteina Pdrlp, CgPdrlp, ki regulira izto¢ne ¢rpalke za zdravila in tako
regulira ter zmanjSa odpornost proti mnogim antimikotikom (Vermitsky in sod., 2006).
Skn7p je pri mnogih patogenih glivah in S. cerevisiae znan transkripcijski faktor, ki
omogoca prezivetje v oksidativnem stresu, delecija ortologa pa zmanjSa patogenezo C.

glabrata v misjih modelih (Saijo in sod., 2010).

C. albicans tvori pseudohife, ki povecajo pritrjevanje na podlago in omogocajo vdor v
tkiva. C. glabrata pseudohif ne tvori, kar je lahko eden izmed razlogov, da je patogena v
manjSi meri kot C. albicans (Silva in sod., 2012). Virulenca kvasovke C. glabrata je
povezana tudi s tem, da se je kvasovka sposobna razmnozevati znotraj makrofagov, kjer
ustavi aktivacijo reaktivnih kisikovih spojin in citokinov, pri tem pa makrofagov ne unici
o0z. niti ne poskoduje. Da lahko C. albicans vdre v tkiva, sta poglavitni lastnosti tvorba hif
in sekrecija mnogih hidroliticnih encimov, teh atributov pa C. glabrata v veliki meri nima
oz. hif sploh ne tvori, tako je izmik imunskemu odzivu verjetno poglavitna lastnost, ki
kvasovki omogoca povzroc¢anje okuzb. Po vstopu v makrofage se C. glabrata prilagodi
okolju in v njih prezivi, hkrati pa makrofagi ostanejo nepoSkodovani dolgo ¢asa. Strategija
C. albicans pa je nasprotna, saj iz makrofagov hitro pobegne. V primerjavi s C. glabrata in
C. albicans makrofagi uspesno odstranijo celice S. cerevisiae, ki je nepatogena kvasovka.
C. glabrata znotraj makrofagov prezivi verjetno zaradi spremembe izrazanja mnogih

genov in razgradnje ter recikliranja endogenih celi¢nih komponent (Seider in sod., 2011).

Celicna stena je pomembna pri interakcijah patogenih mikroorganizmov z gostitelji in pri
Candida spp., v njej poleg ostalih polisaharidov najdemo tudi velik delez B-mananov, ki
pomagajo pri adheziji in sprozijo imunski odziv. Pri C. albicans so odkrili devet genov, Ki

kodirajo B-manozil transferaze, ki so vkljucene v glikolizacijo proteinov in lipidov z
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manani, imenovanimi BMT, pri C. glabrata pa sedem genov. V raziskavi so ustvarili seve
C. glabrata z delecijo petih BMT genov (bmt2-6) in na testih v miSih ugotovili, da so te
mutante postale mnogo manj patogene v primerjavi z divjim tipom, kar kaze, da imajo ti
geni pomembno vlogo pri povzrocanju okuzb. Razlika med mutantami in divjim tipom je

bila predvsem v zmanjsani kolonizaciji prve (Jawhara in sod., 2012).

Preglednica 1 prikazuje nekaj do sedaj poznanih genov, ki so povezani z virulenco pri C.

glabrata.

Preglednica 1: Geni, ki so povezani z virulenco pri C. glabrata.

Geni, povezani z Vloga Vir

virulenco

EPA adhezini Silva in sod., 2012

MSN2, MSN4 transkripcijski faktor pri odzivu na Roetzer in sod., 2008
stresne pogoje v okolju

SAP hidroliti¢ne proteinaze Silva in sod., 2012

CDR1, PDH1/CDR2 in  ABC transporterji Henry in sod., 2000

MDR1

AUS1 transporter sterolov Nakayama in sod., 2007

PDR1 iztoCne Crpalke za razli¢na zdravila ~ Vermitsky in sod., 2006

SKN7 transkripcijski faktor pri odzivu na Saijo in sod., 2010
oksidativni stres

BMT B-manozil transferaze, vloga pri Jawahara in sod., 2012
adheziji

C. glabrata izkazuje velike raznolikosti v kariotipih in med okuZbo se njen genom hitro
spreminja (Polakova in sod., 2009). V raziskavi, ki je vkljuCevala 192 sevov patogenih C.
glabrata danskih bolnikov s sistemsko okuZzbo, so ugotovili, da so si sevi med sabo sorodni,
ampak imajo zelo raznolike Kkariotipe. Od tega je devet sevov vsebovalo dodaten majhen
kromosom, ki je bil manjsi od 0.5 Mb, in izgleda, da ti pove¢ajo patogenost sevov (Ahmad in
sod., 2013).

Kljub temu, da je C. glabrata pomemben cloveski patogen, so mehanizmi, povezani z

virulenco in obrambo gostitelja, slabo raziskani. Do sedaj je bilo odkritih Ze nekaj genov,
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povezanih z virulenco, ter genov, ki so domnevno povezani z njo, vendar obstaja potreba

po odkritju novih in raziskovanju domnevnih (Seider in sod., 2011).

2.3 RNA INTERFERENCA (RNAI)

Interferencna RNA ali RNAi (angl. RNA interference) je evolucijsko ohranjen mehanizem
utisanja genov, ki ga najdemo pri razlicnih evkariotskih organizmih, kot so rastline,
Neurospora, Drosophila, Caenorhabditis elegans in sesalci. Fenomen je bil najprej opazen
pri rastlinah, molekularni mehanizem pa je bil prvi¢ opisan pri glisti C. elegans.
Mehanizem utiSanja je posttranskripcijski in deluje na podlagi utiSanja sekvencno
specificnega gena (Leung in Whittaker, 2005). Je bioloski odgovor na prisotnost dolge
dvoverizne RNA (dsRNA), ki se pojavi v celici z integriranimi transpozoni, ob aktivnem
podvajanju virusov, ob transkripciji celicnih genov kot dsSRNA (>30 baznih parov) ali v
obliki lasnice (angl. hairpin), lahko pa jo tudi sintetiziramo in vstavimo v celice. RNAI
mehanizem za¢ne delovati v citoplazmi, ko encim Dicer dolgo dsRNA ali RNA lasnico
razreze na 21-23 baznih parov (bp) dolge majhne interferenéne RNA molekule (siRNA) z
dvema StrleCima nukleotidoma na 3’-koncu in fosfatno skupino na 5’-koncu. Dicer je
endoribonukleaza, ki spada v druzino encimov RNaze Ill in je evolucijsko ohranjen med
razlicnimi evkarionti. Dicer ima dve katalitski domeni in vsebuje PAZ motiv. siRNA nato
aktivira kompleks RISC (angl. RNA-induced silencing complex), ki inducira utiSanje gena.
Ta kompleks je sestavljen iz mnogih komponent, med katerimi sta pomembna helikaza, Ki
odvije dvovijaéno RNA, ter encim Argonaut. Ta razreZze in se znebi smiselnega dela
SIRNA, protismiselni del pa vodi kompleks do homologne mRNA, ki jo prepozna na
podlagi parjenja baznih parov. Argonaut je endonukleaza, ki taréno mRNA nato razreze in
uniCi ter tako ustavi translacijo gena in ga utiSa (slika 1). Je prav tako evolucijsko zelo
ohranjena skupina encimov, katerih gene najdemo v skoraj vseh evkariontskih genomih
(Hannon, 2002; Leung in Whittaker, 2005).
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Slika 1: Mehanizem delovanja RNAi: dsSRNA in RNA lasnice so s pomoc¢jo encima Dicer razrezane v male
SiRNA, ki nato aktivirajo kompleks RISC. Tu pride do razgraditve smiselnega dela siRNA, protismiselni del
pa vodi kompleks do homologne mRNA. Sledi razgradnja mRNA in inhibicija translacije (Bio-it World,
2003).

RNAI mehanizem ima pomembno vlogo pri utiSanju transpozonov, obrambi celic pred
virusi, regulaciji heterokromatina in posttranskripcijskem utidanju genov. Clovek ima en
gen za Dicer encim in RNAiI mehanizem je zelo pomemben za razvoj in delovanje
normalnih celic (Hannon, 2002). Ocenjujejo, da vpliva na izrazanje tretjine ¢loveskih

genov (Moazed, 2009).

RNAI mehanizem je v zadnjih letih postalo Siroko uporabljeno orodje za raziskovanje in
analiziranje funkcije posameznih genov, vse od prazivalskih do ¢loveskih. To orodje je
odlicno predvsem za raziskovanje funkcij esencialnih genov, ki jih iz genoma ne moremo
izbrisati, ter tako omogoca raziskovanje genov pri ¢loveku in drugih organizmih, ki so
povezani z razli¢nimi boleznimi. Poleg raziskovalnega pa ima tudi velik farmacevtski

potencial za zdravila, ki bi utiSala gene, ki so povezani z razvojem bolezni, npr. utiSanje
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onkogenov; genov, ki so pomembni za replikacijo virusov in parazitov, za zdravljenje
razli¢nih obolenj dihal, ipd. (Leung in Whittaker, 2005).

2.4  RNAi VBRSTECIH SE KVASOVKAH

Ceprav je RNAi mehanizem utianja genov zelo ohranjen pri mnogih evkariontih in tudi v
kraljestvu gliv, pa le-tega ni mogoce zaznati pri nekaterih brste¢ih se kvasovkah, kot sta S.
cerevisiae in C. glabrata, pri katerih ni homolognih zaporedij za encima Argonaut in Dicer
(Chang in sod., 2012). Delujo¢ RNAi mehanizem in encim Argonaut (AGO1) pa so nasli v
nekaterih vrstah kvasovk, kot so Saccharomyces castellii (znana tudi kot Naumovozyma
castellii), Kluyveromyces polysporus (obe vrsti sta bliznja sorodnika S. cerevisiae) in C.
albicans. Te kvasovke uporabljajo nekanoni¢ne proteine Dicer (DCR1), s katerimi tvorijo
siRNA, ki zelo pogosto izvirajo iz RNA lasnic, ki imajo med 100-400 bp dolg
palindromski del in 19-1600 bp dolgo zanko. Mnogo siRNA je homolognih protismiselnim
zaporedjem ali delom izven odprtih bralnih okvirjev. Nekanoniéni encimi DCR1 imajo le
eno katalitsko domeno in ne vsebujejo domene PAZ (Drinnenberg in sod., 2009). Mutante
S. cerevisiae z encimi Dicer in Argonaut iz S. castellii so v celicah vzpostavile mehanizem
RNAI in uspele utisati transpozicijo transpozonov, kar pri¢a o tem, da je RNA1i starodavni
nacin celicne obrambe ali imunski sistem genoma, ki pa je bil izgubljen v nekaterih glivnih
vrstah (Chang in sod., 2012). V raziskavi so odkrili, da lahko le z RNA lasnico ter DCR1
in AGOI utiSajo tar¢ni gen pri S. cerevisiae, kar kaze na preprostejSi mehanizem RNA. pri
kvasovkah ali pa ima S. cerevisiae Se vedno neke svoje komponente in je, ne zelo dolgo
nazaj, izgubila le dolo¢ene dele tega mehanizma, tako da ta ni ve¢ aktiven. Rezultati
raziskav kazejo, da je RNAi dobro orodje za utiSanje specifi¢nih genov v S. cerevisiae in S.

castellii, verjetno pa tudi v ostalih brste¢ih se kvasovkah (Drinnenberg in sod., 2009).
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Slika 2: Kladogram prikazuje posamezne vrste iz kraljestva gliv. Modro so obarvane bazidiomicete, ostale pa
so askomicete. Prisotnost kanoni¢nih elementov RNAi mehanizma je oznacena s (+), nekanoni¢nih Dicer
encimov z (*) in pseudogeni z (V) (Drinnenberg in sod., 2009).

25 PRIMERJAVA METOD: DELECIJA GENA PROTI ZMANJSANJU
IZRAZANJA GENA

NajpogostejSa genetska metoda pri raziskovanju vloge doloCenega gena je uniCenje
njegove funkcije s pomocjo vnosa mutacije. Priprava delecijskih mutant je tehni¢no
zahtevna in dolgotrajna, kar predstavlja problem pri raziskovanju vseh genov v genomu.
Pogosto je postopek slabo ucinkovit in delecija nekega gena lahko vpliva na mnoge druge
gene v okolici ali kaskado ve¢ biokemic¢nih reakcij, Cesar pa pri tovrstnih raziskavah ne
zelimo. Na ta nacin prav tako ne moremo raziskovati genov, ki so nujno potrebni za
normalno delovanje celic. Vse to so razlogi, da je RNAI orodje vedno bolj uporabno pri
raziskovanju funkcije genov, saj zmanjSa izraZzanje genov na posttranskripcijskem nivoju.
Heneghan in sod. so v raziskavi primerjali protismiselne in lasnicne konstrukte ter
ugotovili, da je ucinkovitost utiSanja genov na ta na¢in med 55 in 87,5 %. RNAI lasnice so

konstrukti, ki vsebujejo palindromsko zaporedje tarénega gena in po prepisu tvorijo
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dsRNA molekulo, ki vmes vsebuje zanko. Protismiselni konstrukt vsebuje protismiselni
del tarCnega gena in ob izrazanju skupaj S tarénim genom tvori dsRNA. Obe vrsti
konstruktov vsebujeta tudi promotor, ki je lahko inducibilni ali konstitutivni, ter terminator
(Heneghan in sod., 2007). Konstrukt s palindromskim zaporedjem, ki tvori lasnicno RNA,
je mocan utiSevalec genov, protismiselni konstrukt pa je Sibkejsi, saj je posledica vnosa
nastanek manjSega Stevila sSiRNA molekul (Drinnenberg in sod., 2009). Pomembno pa je
poudariti tudi to, da kljub temu, da siRNA nastanejo kot produkti, to Se ne pomeni, da bo
utiSanje zelo krepko, veckrat lahko gre tudi le za zelo Sibko delovanje. V raziskavi s S.
pombe so ugotovili tudi, da za RNAiI mehanizem le Dicer, Argonaut in od-RNA odvisha
RNA polimeraza niso zadostni za delovanje, temve¢ da potrebuje Se dodatne faktorje

(Simmer in sod., 2010).

26  MOLEKULARNO KLONIRANJE

Kloniranje je postopek ustvaritve identi¢ne kopije iz originala in klon se pogosto razume
kot namerno ustvarjena identicna kopija. V bioloSkem smislu je to skupina genetsko
homogenih celic ali organizmov, ki izhajajo iz ene same celice ali iz enega osebka z
nespolnim razmnozevanjem. Molekularno kloniranje se navezuje na prenos celotne DNA
ali le dela DNA (geni, promotorska zaporedja, kemicno sintetizirani oligonukleotidi,
poljubna in nekodirajo¢a zaporedja) iz izvornega organizma, v katerem je fragment
naravno prisoten, in vgraditev v gostiteljsko celico. V izbranem gostitelju lahko nato
preucujemo klonirano DNA ali nastajanje proteinov, ki so kodirani na prenesenem
vklju¢ku. Poznamo ve¢ pristopov molekularnega kloniranja, ki temeljijo na razlicnem
nacinu vklju¢evanja izbranega fragmenta DNA v tar¢no zaporedje DNA. Fragment lahko
vklju¢imo s pomocjo rekombinacije ali s pomocjo restrikcijsko-ligacijske metode
molekularnega kloniranja. Molekularno kloniranje pa predstavlja tudi verizna reakcija
pomnozevanja s polimerazo — PCR. Tako je molekularno kloniranje Siroko uporabna

metoda v moderni biologiji in diagnostiki (Lodge in sod., 2007).
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2.6.1 Pomnozevanje DNA z verizno reakcijo s polimerazo

Odkritje pomnozevanja DNA z verizno reakcijo s polimerazo (PCR) leta 1985 je drasti¢no
spremenilo molekularne raziskave in odprlo neskon¢ne moznosti. Je reakcija, pri kateri in
vitro pomnozimo na milijone kopij dolocene DNA s pomoc¢jo DNA polimeraze. Princip
reakcije je pomnozevanje dela DNA med dvema oligonukleotidnima zacetnikoma, ki se po
denaturaciji prilegata vsak eni verigi tarénega zaporedja v DNA (Erlich in sod., 1991).
PCR je visoko selektivna metoda, ki omogoca specificno pomnozevanje dela zaporedja
tudi, kadar v reakciji uporabljamo celoten genom nekega organizma. Na ta nacin lahko
specificno kloniramo fragmente DNA, vendar ta nacin lahko uporabimo le, ko pri
preucevanem genu predhodno poznamo njegovo sekvenco, sekvenco podobnega gena iz
drugega organizma ali sekvenco proteina, ki ga gen kodira (Lodge in sod., 2007). Moznosti
pomnozevanja in hkrati modifikacije taréne DNA sekvence so molekularni biologiji odprle
mnoge moznosti za raziskave. PCR je Siroko uporabna metoda v kloniranju, sekvenciranju,

molekularni diagnostiki, ipd. (Erlich in sod., 1991).

2.6.2 Restrikcijsko-ligacijska metoda

Restrikcijski encimi ali nukleaze so osnovno orodje v molekularni biologiji v zadnjih
tridesetih letih. To so encimi, ki rezejo dSDNA sekvenc¢no-specifi¢no in jih najdemo v vseh
prokariontskih organizmih kot del restrikcijsko-modifikacijskega sistema. Katalizirajo
razgradnjo fosfodiestrskih vezi v DNA na to¢no dolo¢enem mestu. Restrikcijsko-
modifikacijske encime delimo na tri skupine glede na prepoznavna mesta, mesta, kjer
rezejo DNA ter glede na njihovo strukturo. Pri molekularnem kloniranju je najbolj poznana
druga skupina restrikcijskih encimov, ki prepoznavajo specificna palindromska zaporedja
(imenovana restrikcijska mesta), dolga 4-8 bp, nato pa zaporedje razrezejo znotraj
prepoznavnega mesta (Allison, 2006). Pomembna lastnost restrikcijskih encimov je, da
rezejo specifi¢no in tako nastanejo fragmenti to¢no dolo¢ene dolzine, ki jih lahko lo¢imo z
gelsko elektroforezo in dobimo specificen vzorec. Rezultat restrikcije so fragmenti s
strlecimi konci, ki se lahko zlepijo skupaj s pomocjo DNA ligaze (Gana in Abalaka, 2012).
To je encim, ki katalizira nastanek fosfodiestrske vezi med 5’-fosfatom nukleotida na enem
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fragmentu in 3’-hidroksilom nukleotida na drugem. Nastanek kovalentne vezi med dvema
fragmentoma imenujemo ligacija. V laboratorijih po svetu najpogosteje uporabljamo
ligazo T4, ki jo pridobivamo iz bakteriofaga T4. Na ta nacin lahko zlepimo skupaj razli¢ne

fragmente DNA iz razli¢nih virov in dobimo rekombinantno DNA.

Tako so klju¢ni koraki pri molekularnem kloniranju rezanje DNA z restrikcijskimi
endonukleazami, ligacija izbranega fragmenta DNA in vektorja, vstavljanje nastale
rekombinantne DNA v gostiteljsko celico in podvajanje le-te v gostitelju. Tako nastaja
ogromno identi¢nih kopij znanega klona. Ko se gostiteljska celica razmnozuje, se hkrati
razmnoZuje tudi rekombinantna DNA in tako nastaja populacija identi¢nih hcerinskih
celic, ki vsebujejo klonirano sekvenco. Kloniran DNA segment lahko tudi izoliramo iz

gostiteljskih celic, ga o€istimo in analiziramo ali uporabimo na kakrsen koli nacin napre;.

Ce krozni plazmid razrezemo z restrikcijskim encimom, ki ima v plazmidu le eno
prepoznavno mesto, postane plazmid linearen. Zeleni fragment DNA zato prav tako
razrezemo ob koncih z istim encimom, da ga lahko nato z ligacijo zdruzimo s
plazmidom.Ligacija inserta in vektorja ni 100 % ucinkovita, veckrat je to lahko kar
zapleten korak. Pomembno je, da se vektor ne zlepi sam s sabo, zato ga izpostavimo
encimu fosfatazi, ki odstrani fosfat na 5’-koncu in tako ligaza ne more ustvariti
fosfodiestrske vezi med koncema plazmida, ker fosfata ni. Zdruzi pa lahko plazmid in
zeleni fragment DNA, saj ima fragment fosfat na 5’-koncu. Druga strategija pa je lahko
tudi uporaba dveh razli¢nih restrikcijskih encimov, ki ustvarita nekomplimentarne Strlece
konce, kar prav tako prepreci zlepljanje samega vektorja in ima dodatno prednost, saj se

dodan fragment DNA vstavi v vektor v doloceni orientaciji (Allison, 2006).

2.6.3 Vektor

Fragmenta DNA, ki ga Zelimo vstaviti v gostiteljske celice, ne moremo samega vstaviti v
gostitelja, saj se ta v njem vecinoma razgradi ali pa se ne podvoji in tako ni prisoten v
héerinskih celicah. Z uporabo vektorja se izognemo razgradnji in s tem zagotovimo

uspesSno podvajanje izbranega fragmenta DNA. Pomembne lastnosti vektorjev so, da (i) se
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lahko pomnoZzujejo avtonomno skupaj z vstavljenim fragmentom, torej neodvisno od
podvojevanja genoma gostiteljske celice, (ii) vsebujejo nekaj unikatnih mest za
restrikcijske endonukleaze, (iii) vsebujejo selektivni marker (obic¢ajno odpornost proti
kakSnemu antibiotiku ali gen za kakSen encim, ki ga gostiteljska celica nima), da lahko
lo¢imo celice, ki nosijo vektor od tistih, ki ga ne in (iv) da jih dokaj preprosto lahko
izoliramo iz gostiteljskih celic. Tako obstaja veliko Stevilo razli¢nih vektorjev, najve¢ pa
jih poznamo za uporabo v bakteriji Escherischia coli. Plazmidi se naravno pojavljajo v
bakterijskih celicah kot izvenkromosomske dvovijaéne krozne DNA molekule, ki so
zmozne lastnega podvajanja. V plazmidne vektorje lahko vstavimo do 10 kb (Allison,
2006).

pUC19 je derivat plazmida pBR322, ki je plazmid E. coli in v bakteriji obstaja v velikem
Stevilu. Ima bakterijsko mesto zaCetka podvojevanja in dva selekcijska markerja za
antibiotika ampicilin in tetraciklin. Ta dva uporabljamo predvsem za selekcijo bakterijskih
celic, ki so prejele plazmid. Ima tudi kar nekaj unikatnih restrikcijskih mest, ki so zelo
uporabna pri molekularnem kloniranju. Za selekcijo kvasnih celic, ki so prejele plazmid,
uporabljamo selektivni marker LYS2, ki kodira encim a-aminoadipatno reduktazo, Ki

omogoci prezivetje lys2” mutant na gojis¢u brez aminokisline lizina (Stearns in sod., 1991).

2.7  TRANSFORMACUA

2.7.1 Transformacija pri bakterijah

Transformacija je proces, pri katerem bakterijska celica sprejme vase prosto DNA. Celice,
Ki so tega sposobne, imenujemo kompetentne celice. Kompetenca pri vseh bakterijah ni
naraven pojav; naravno kompetentne bakterije so baterije rodu Bacillus, Neisseria,
Haemophilus, Streptococcus in Staphylococcus. Celice E. coli je potrebno predhodno
obdelati, da postanejo kompetentne. Ker je veliko bakterijskih vrst sposobnih
transformacije ali pa pri njih kompetenco lahko vzbudimo, je to pogosto uporabljena
metoda vnosa DNA v celico. Kompetenco lahko umetno induciramo s kemi¢no obdelavo

ali izpostavitvijo elektricnemu polju in s tem povecamo prepustnost celicne membrane.
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Transformacija je torej prenos rekombinantnega plazmida v gostiteljsko celico.
Najpogosteje celice inkubiramo v koncentrirani raztopini kalcijevih ionov, ki povzroci
prepuséajoce membrane, skozi katere lahko vstopi rekombinantna DNA. Ta postopek je
obicajno le deloma ucinkovit, saj le nekatere celice sprejmejo DNA. Vstavljen plazmidni
vektor se nato podvojuje v vseh transformiranih gostiteljskin celicah in tako je
rekombinantna DNA po delitvi celic tudi v vseh héerinskih celicah, ki so potomke
transformirane celice. Od tod izhaja ime ‘kloniranje’. Poleg transformacije lahko
rekombinantno DNA v gostiteljske celice prenesemo tudi z drugimi metodami. Pri
bakterijah mednje spadata konjugacija (neposredni prenos DNA iz donorja v recipienta s

pomogjo pila) in transdukcija (vnos DNA s pomo¢jo bakteriofaga) (Allison, 2006).

2.7.2 Elektroporacija

Transformacijo lahko izvedemo tudi z elektroporacijo, ko celico izpostavimo elektri¢nemu
polju in tako pride do vecje prepustnosti membrane, kar omogoci vstop sicer neprepustnim
molekulam v citoplazmo. Celice recipienti in molekule, ki bodo vanje vstavljene, so
suspendirane v raztopini. Nato se suspenzijo vstavi v aparat in s pritiskom na stikalo se
visoka napetost sprosti skozi tekocino s celicno suspenzijo. Elektri¢ni pulz povzroci
spremembo v fosfolipidnem dvosloju v membrani in formaciji zacasnih porinov in tako
lahko nabite molekule (kot je na primer DNA) potujejo skozi v citoplazmo. Ko nabiti ioni
in molekule potujejo skozi pore, se elektri¢ni potencial membrane vrne na zacetno
vrednost, pore se hipoma zaprejo in fosfolipidni dvosloj se sestavi nazaj v prvotno stanje
(Dean in sod., 2003).

2.7.3 Transformacija pri kvasovkah

Transformacija je nepogresljiva metoda tudi pri manipulaciji s kvasovkami, s katero tujo
DNA vnesemo Vv gostiteljske celice in jih tako gensko spremenimo. V uporabi je nekaj
razlicnith metod za transformacijo evkariotskih celic, ki jih uporabljamo tudi za

transformacijo pri kvasovkah. NajpogostejSe metode so kemicne (uporaba litija),
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elektroporacija, mikroinjiciranje (raztopina z DNA injicirana direktno v jedro celice) in
bombardiranje celic (vnos DNA z gensko pistolo). Za uspesno transformacijo mora tuja
DNA preiti celi¢no steno in celiéno membrano, nato pa preko citosola vstopiti v jedro
celice. To¢en mehanizem, kako to poteka, zaenkrat Se ni bil opisan, ¢eprav je bilo podanih
Ze kar nekaj teorij. Eden izmed pomembnih odkritij je bil, da monovalentni kationi kot na
primer Na', K*, Rb*, Cs", predvsem pa Li*, povecajo uspesnost transformacije pri
kvasovkah, kar je drugace kot pri E. coli, kjer imajo takSen vpliv dvovalentni kationi (kot
je Ca®). Za uspesnost transformacije je poleg litijevega acetata nujna uporaba polietilen
glikola (PEG), ¢e pa celice izpostavimo Se temperaturnemu Soku s kratkotrajno inkubacijo
na 42 °C, to poveca uspesnost prehoda DNA skozi celi¢no steno. Transformacija je najbolj

uspesna s celicami v srednji logaritemski fazi rasti (ODg10 = 1.6) (Kawai in sod., 2010).

Pri transformaciji uporabimo rekombinantno DNA (vektor z vkljuckom), ki jo prej
izoliramo iz E. coli. To DNA nato razrezemo z restrikcijskim encimom, da plazmid
lineariziramo, da se prosta DNA lahko vklju¢i v genom gostitelja s homologno
rekombinacijo. To je proces, pri katerem pride do interakcije med dvema homolognima
DNA sekvencama, in tako se Zelena DNA vkljuci v genom (Stearns in sod., 1991).

2.7.4 Selekcija transformant

Uspesnost transformacije preverimo s pomocjo selektivnega gojisca, ki omogoca rast celic,
ki so prejele rekombinantno DNA, in onemogoca rast celicam, ki niso transformirane.
Izbira gojis¢a je odvisna od izbire vektorja in gostiteljske celice, obicajno pa je to
prisotnost antibiotika ali odsotnost kak3ne spojine, ki jo gostiteljska celica sama ne
proizvaja, ampak jo nujno potrebuje za prezivetje. Pri bakterijah najpogosteje uporabljamo
selekcijski marker odpornosti na antibiotike, kot so ampicilin, tetraciklin in kanamicin
(Allison, 2006).

Pri kvasovkah kot klasi¢ne selekcijske markerje uporabljamo gene HIS3, TRPI, LEU2,
LYS2 in URA3 (Sikorski in Hieter, 1989). Ko v celicah povzro¢imo mutacijo dolo¢enega

gena, so te lahko brez ucinka ali pa celo usodne (Allison, 2006). Mutacije v selekcijskih
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markerjih povzrocijo spreobrnitev prototrofnih celic, ki so zmozne same sintetizirati vse
aminokisline, nukleotide in aminokisline v avksotrofne. Te celice niso sposobne prezZiveti
na minimalnem gojis¢u, saj za rast potrebujejo dodan avksotrofni marker (histidin,
triptofan, levcin, lizin, uracil). LYS2 je pogosto uporabljen selekcijski marker, saj omogoca
tako pozitivno kot negativno selekcijo transformant. Pozitivno selekcijo omogoca dodatek
avksotrofnega markerja, ki mutantam omogoci rast, negativno pa specifi¢ni inhibitor a-
aminoadipinska Kkislina, ki onemogo¢i rast prototrofov in omogoc¢i rast avksotrofov

(Romanos in sod., 1992).

Tako sicer ne moremo lociti celic, ki so prejele le vektor brez vstavljenega vkljucka, Ce je
selekcijski marker na vektorju, od takih, ki so prejele vektor z vstavljenim vkljuckom, zato
so za to dolocitev potrebni dodatni selekcijski markerji ali kak$ne druge analize. Te so na
primer analiza prisotnosti vkljucka s PCR, sekvencioniranje DNA ali restrikcijsko
kartiranje. Restrikcijsko karto ustvarimo tako, da klonirano DNA razreZzemo z dolo¢enim
restrikcijskim encimom in naloZimo v agarozni gel ter izvedemo elektroforezo. Ta
povzro¢i potovanje DNA delcev glede na njihovo velikost in lo¢i razli€ne razrezane
fragmente. Dolzino DNA fragmentov nato dolo¢imo glede na pozicijo fragmenta v gelu v
primerjavi z znano lestvico DNA. Tako agarozna gelska elektroforeza omogoca dolocitev
dolzine restrikcijskih fragmentov in nastanek specificnega restrikcijskega vzorca, ki potrdi

prisotnost in orientacijo vkljucka (Allison, 2006).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 POTEK DELA
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3.2  SEVI, PLAZMIDI IN IZBRANI GENI ZA RAZISKAVO

3.2.1 Sevi in plazmid

Uporabljeni sevi kvasovke Candida glabrata, bakterije Escherichia coli in plazmid se
nahajajo v zbirki mikroorganizmov v laboratoriju na Department of Biology, Faculty of
Science, Lund University na Svedskem. Sev Y1092 je sekvencioniran sev CBS 138 in je
divji tip C. glabrata, ki je bil izoliran iz blata zdravega mosSkega. Sev BG2 je diviji tip
klini¢nega izolata bolnika s vaginozo in je bil pridobljen iz zbirke v laboratoriju prof.
Brendana Cormacka iz Baltimorja, iz Zdruzenih drzav Amerike. Kvasovke so bile po
revitalizaciji gojene na gojis¢u YPD na 25 °C. Seva Y1662 in Y1699 sta bila ustvarjena v
laboratoriju prof. Jureta PiSkurja in imata vstavljena gena za Dicer ter Argonaut iz
kvasovke S. castellii, ki sta pod konstitutivnimi promotorji, ki imajo visoko aktivnost na

mediju z glukozo. Med transformacijo sta bila vgrajena v genom nakljuc¢no.

E. coli XL1-blue je bila po revitalizaciji gojena na gojis¢u LB na 37 °C. Plazmid P1061 je
bil ustvarjen v laboratoriju prof. PisSkur Jureta in izhaja iz pUC19 ter vsebuje selekcijski
marker LYS2 C. glabrata in 18S rDNA C. glabrata, ki je bila pomembna za homologno
rekombinacijo v C. glabrata po transformaciji. Ta vektor vsebuje ogromno restrikcijskih
mest, med katerimi smo uporabili restrikcijska mesta za encime Sacl, Sacll in Sphl (slika

4). Preglednica 2 prikazuje seznam uporabljenih mikroorganizmov in plazmid.
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Preglednica 2: V raziskavi uporabljeni mikroorganizmi in plazmid.

Ime Opis

Y1092 CBS 138 Candida glabrata w. t.

Y1630 BG2 Candida glabrata (klini¢ni izolat)

Y1662 BG2 lys2 + ScCAGO1+ ScDCR1 pod promotorji CgGAPDH in
CgTEF1

Y1699 CBS 138 lys2 + SCAGO1 + ScDCR1 pod promotorji CQGAPDH
in CQTEF1

E. coli XL1-blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB

(Stratagene) lacl9ZAM15 Tn10 (Tet")].

P1061 pUC19 + CgLYS2 + Cg18S rDNA

LYS2
(5222 bp)

Sacl

P1061
(9708 bp)

18s rDNA
(1800 bp)

Slika 4: Plazmid P1061.
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3.2.2 Geni za raziskovanje

Kvasovka C. glabrata ima 5283 kodirajo¢ih zaporedij in v laboratoriju prof. Karla
Kuchlerja na Dunaju na Medical University Vienna so poskusili narediti delecije vseh,
okoli 900 moznih, virulentnih genov. Med nacrtovanimi delecijami so nasli nekaj genov, ki
so jim Se posebej vzbudili zanimanje, saj so bili za C. glabrata morda esencialni za
preZivetje, torej brez njih kvasovka ni mogla preziveti, medtem ko pa ortologni geni pri S.
cerevisiae niso nujni za prezivetje. Z drugimi besedami, teh genov niso mogli izbrisati. Ker
sta si ti kvasovki zelo sorodni, a je S. cerevisiae nepatogena, C. glabrata pa patogena, je
utemeljeno sumiti, da so ti geni verjetno nekako povezani s patogenezo. Zato smo se Vv tej
raziskavi osredotoCili na teh pet genov (geni oStevilceni z 1-5 v preglednici 3) (Se

neobjavljeni rezultati; Kuhler, 2013).

V laboratoriju prof. Jureta Piskurja na Lund University na Svedskem so v okviru raziskave
s haploidnimi in umetno ustvarjenimi diploidnimi sevi C. glabrata izvedli test kompeticije
z razlicnimi koncentracijami flukonazola. Ob visokih koncentracijah so zmagovalne
haploidne seve poslali na test izrazanja genov in ugotovili, da je nekaj genov signifikantno
povecalo nivo izraZanja v teh razmerah. Ta sprememba nam kaze, da so ti geni verjetno
vpleteni pri razvoju odpornosti proti visokim koncentracijam flukonazola in prezivetju v
stresnih pogojih in so zato zelo zanimivi za raziskovanje. Tako smo za raziskavo izbrali
Gen CAGLOM12947g je bil izrazen 36-krat viSje kot v kontrolnem sevu, gen
CAGLO0L05434g pa 17,6-krat (Se neobjavljeni rezultati; Ishchuk, 2013).
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Preglednica 3: Geni, ki smo jih uporabili v raziskavi (Candida Genome Database, 2012).

St Oznaka gena lzvor za Ortologna funkcija (Ce je znana) Organizmi z
raziskavo ortolognim genom

1 CAGLOAQ0517g Delecijski Transmembranski transport kalcija, C. parapsilosis,
eksperiment vloga pri odzivu na antimikotike C. albicans,
(K. Kuchler) S. pombe,

S. cerevisiae

2 CAGLOF00495¢g Delecijski Proteinska kinaza, ki je pomembna pri  S. pombe,
eksperiment odzivu pri pomanjkanju dusika S. cerevisiae
(K. Kuchler)

3 CAGLOMO05049g Delecijski Domnevna glikozil hidrolaza, ki ima C. parapsilosis,
eksperiment vlogo pri odzivu na antimikotike C. albicans,
(K. Kuchler) S. cerevisiae

4 CAGLOM11748g Delecijski MAP kinaza, pomembna za prenos C. parapsilosis,
eksperiment signalov v celici v stresnih pogojih C. albicans,
(K. Kuchler) S. pombe,

S. cerevisiae

5 CAGLO0C00363g Delecijski Protein, vpleten v sintezo celi¢ne stene  C. parapsilosis,
eksperiment C. albicans,
(K. Kuchler) S. cerevisiae

6 CAGLOM12947¢g Test Protein v mitohondriju, pove¢ano S. cerevisiae
kompeticije izraZanje v sevih, odpornih proti
(O. Ishchuk) azolom

7 CAGLOL054349 Test Beta-glikozidazna aktivnost, S. cerevisiae,
kompeticije pomembna pri sintezi celi¢ne stene S. pombe

(O. Ishchuk)
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3.3 MATERIALI

3.3.1 Mikrobioloska gojiSca
a) Tekoce gojisée YPD
Za pripravo 1 1tekocCega gojisc¢a YPD (angl. Yeast Peptone Dextrose) smo uporabili:

10 g kvasnega ekstrakta
20 g peptona

20 g glukoze
do11dH,0

Maso sestavin smo natehtali v enolitrsko steklenico z navojem, dodali destilirano vodo in
mesali na magnetnem mesSalu, dokler se niso sestavine raztopile. Gojis¢e smo toplotno
sterilizirali v avtoklavu (20 min, 121 °C, 1.1 bar). Tekoce gojiS§¢e smo uporabili za

nagojitev sevov Y1092, Y1662 in Y1699.

b) Trdno gojis¢e YPD
Za pripravo 1 | trdnega gojis¢a YPD smo uporabili:

10 g kvasnega ekstrakta
20 g peptona

20 g glukoze

20 g agarja

do11dH,0

Maso sestavin smo natehtali v enolitrsko steklenico z navojem, dodali destilirano vodo in
mesali na magnetnem mesalu, dokler se niso sestavine raztopile. Gojis¢e smo toplotno
sterilizirali v avtoklavu in pocakali, da se malo ohladi. Nato smo ga asepti¢no razlili v
petrijevke. To gojiS€e smo uporabili za ohranjanje zivosti sevov Y1092, Y1662 in Y1699.

Plosce z gojis¢em smo posusili v laminariju in jih shranili pri 4 °C.

c) Tekoce gojisée YNB
Za pripravo 1 1tekocega gojis¢a YNB (angl. Yeast Nitrogen Base) smo uporabili:
1,99 YNB
20 g glukoze

5 g amonijevega sulfata
do11dH,O
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Maso sestavin smo natehtali v enolitrsko steklenico z navojem, dodali destilirano vodo in
mesali na magnetnem mesalu, dokler se niso sestavine raztopile. pH gojis¢a smo umerili na
5,5. Gojis¢e smo toplotno sterilizirali v avtoklavu in ga uporabili za nagojitev novih

transformiranih sevov C. glabrata.

d) Trdno gojisce YNB
Za pripravo 1 1tekocCega gojis¢a YNB smo uporabili:

e 199YNB

e 20 g glukoze

e 5 gamonijevega sulfata

e 15gagarja

e dolldH,O
Maso sestavin smo natehtali v enolitrsko steklenico z navojem, dodali destilirano vodo in
mesali na magnetnem mesalu, dokler se niso sestavine raztopile. pH gojis¢a smo umerili na
5,5. Gojisce smo toplotno sterilizirali v avtoklavu in poc¢akali, da se malo ohladi. Nato smo
ga asepti¢no razlili v petrijevke. To gojis¢e smo uporabili za ohranjanje Zivosti novih
transformiranih sevov C. glabrata. Plos¢e z gojis¢em smo posusili v laminariju in jih

shranili pri 4 °C.

e) Tekoce gojisce LB

Za pripravo 1 | tekocega gojiS¢a LB (angl. Luria Bertani) smo uporabili:

15 g peptona

5 g kvasnega ekstrakta
5 g NaCl

do11dH,O

Maso sestavin smo natehtali v enolitrsko steklenico z navojem, dodali destilirano vodo in
mesali na magnetnem mesalu, dokler se niso sestavine raztopile. pH gojis¢a smo umerili na
7. Gojisce smo toplotno sterilizirali v avtoklavu. Po potrebi smo gojis¢u, ko se je ohladilo,
dodali antibiotik ampicilin (Camp = 0,1 g/ml). Gojis¢e LB smo uporabili za nagojitev
bakterije E. coli XL1-blue, gojis¢e LB z ampicilinom pa za E. coli XL1-blue z

rekombinantnimi plazmidi.
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f) Trdno gojisce LB
Za pripravo 1 | trdnega gojis¢a LB smo uporabili:

e 15 g peptona

e 5 g kvasnega ekstrakta

e 5gNaCl

e 15gagarja

e dolldH,O
Maso sestavin smo natehtali v enolitrsko steklenico z navojem, dodali destilirano vodo in
mesali na magnetnem mesalu, dokler se niso sestavine raztopile. Gojis¢e smo toplotno
sterilizirali v avtoklavu. Po potrebi smo gojis€u, ko se je malo ohladilo, dodali antibiotik
ampicilin (Camp = 0,1 g/ml). Nato smo ga asepti¢no razlili v petrijevke. Gojis¢e LB smo
uporabili za ohranjanje Zivosti E. coli XL1-blue, gojis¢e LB z ampicilinom pa za E. coli
XL1-blue z rekombinantnimi plazmidi. Plos¢e z gojis¢em smo posusili v laminariju in jih

shranili pri 4 °C.

3.3.2  Pufri in raztopine
a) Raztopina za lizacijo jedra
Za 20 ml raztopine smo uporabili:
e 0,2ml 20 % SDS
e do20ml 50 mM EDTA pH 8,0
Sestavine smo odmerili v steklenico z navojem in mesali na magnetnem meSalu, dokler se

niso sestavine raztopile.

b) Pufer TE
Za 50 ml pufra smo uporabili:

e 5ml 100 mM TRIS
e 1ml50mM EDTA
e do 50 ml dH,O
Sestavine smo odmerili v steklenico z navojem in meSali na magnetnem meSalu, dokler se

niso raztopile. pH pufra smo umerili na 7,5 in 8,0 in ga avtoklavirali.
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c) Pufer TAE
Za 1150 X pufra TAE smo uporabili:

e 2429TRIS
e 57,1 ml ocetne kisline
e 100mI0,5MEDTA pH 8,0
e dolldH,0
Sestavine smo natehtali in odmerili v steklenico z navojem in meSali na magnetnem

mesalu, dokler se niso sestavine raztopile.

d) 0,1 M Litijev acetat (LiAc) v pufru TE
Za 50 ml raztopine smo uporabili:

e 5,01 g litijevega acetata

e do50mlpufraTEpH7,5
Maso sestavin smo natehtali v steklenico z navojem, dodali pufer TE in meSali na
magnetnem mesSalu, dokler se niso sestavine raztopile. Raztopino smo nato asepticno

prefiltrirali s filtrom s porami 0,2 um.

e) 55 % polietilen glikol (PEG 3350)
Za 10 ml raztopine smo uporabili:

e 559gPEG3350

e dol0mlO,1MLIACInTEpH 7,5
Maso sestavin smo natehtali v steklenico z navojem, dodali litijev acetat v pufru TE in
meSali na magnetnem meSalu, dokler se niso sestavine raztopile. Raztopino smo nato

asepticno prefiltrirali s filtrom s porami 0,2 pm.

f) Raztopinal
Za 1 | raztopine smo uporabili:

e 9,91 gglukoze

e 250mlI TRIS pH 8,0
e 20mlIEDTAPpH 8,0
e dolldH,0
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Sestavine smo natehtali in odmerili v steklenico z navojem in meSali na magnetnem
meSalu, dokler se niso sestavine raztopile. Raztopino smo nato avtoklavirali in jo uporabili

pri izolaciji plazmida.

g) Raztopina Il
Za 50 ml raztopine smo uporabili:

e 1ml10 N NaOH

e 2,5ml 20 % SDS

e do 50 ml dH,O
Sestavine smo odmerili v steklenico z navojem in meSali na magnetnem meSalu, dokler se
niso sestavine raztopile. Raztopino smo nato avtoklavirali in jo uporabili pri izolaciji

plazmida.
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3.3.3 Laboratorijska oprema

V laboratoriju smo med raziskavo uporabili laboratorijsko opremo, ki je naSteta v

preglednicah 4 in 5.

Preglednica 4: Uporabljena laboratorijska oprema.

NAZIV OZNAKA MODELA  PROIZVAJALEC DRZAVA
POREKLA
avtoklav A4050 Certoclaw Avstrija
centrifuge Biofuge pico Heraeus Nemcija
1-15K Sigma ZDA
5810R Eppendorf Nemcija
hladilnik K357/2AL Gorenje Slovenija
laminarij HeraSafe KS18 Kendro Nemcija
magnetno mesalo MR 2002 VWR ZDA
mikrovalovna pecica A935Q Moulinex Francija
Nanodrop 2000 ¢ Thermo Scientific ~ ZDA
PCR masina RoboCycler Gradient 96  Stratagene ZDA
pH meter SevenMulti Mettler Spanija
pipete P1000, P200, P20, P2 Gilson Francija
spektrofotometer 6705 UV Vis. Jenway ZDA
stresalnik AG CH-4103 Bottimingen Svica
tehtnica PB3002-S Mettler Spanija
toplotni blok / VWR ZDA
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Preglednica 5: Ostali uporabljeni pripomocki v laboratoriju.

PRIPOMOCKI PROIZVAJALEC DRZAVA POREKLA
avtoklavirni papir 3M Health Care Nemcija
Case Scholl Nemcija
elektroforezna komora WVR ZDA
epruvete Scholl Nemcija
erlenmajerice Pyrex Anglija
falkonke (15 ml in 50 ml) Sarstedt Nemcija
filtri, velikost por 0,2 um VWR ZDA
injekcijske brizge Therumo Belgija
skalpel Swann Morton Velika Britanija
Kivete Ratolab Nemcija
merilni valji Kartell Italija
mikrocentrifugirke (1,5 ml in 2 Sarstedt Nemcija
ml)

nastavki za pipete Gilson Francija
odtisnjevalnik plos¢ / /

parafilm Bemis ZDA
PCR mikrocentrifugirke Axygen Avstralija
petrijevke Sarstedt Nemcija
rokavice iz lateksa Papyrus Svedska
seroloske pipete Sarstedt Nemcija
steklenice z navojem Scholl Nemcija
Zametne krpice / /
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3.3.4 Reagenti

V laboratoriju smo med raziskavo uporabili reagente, ki so nasteti v preglednici 6.

Preglednica 6: Uporabljeni reagenti.

REAGENTI PROIZVAJALEC DRZAVA
POREKLA
96% etanol VWR ZDA
agaroza Sigma ZDA
amonijev sulfat Merck Nemcija
ampicilin Sigma ZDA
Bacto agar Saveen Werner AB Svedska
destilirana voda Millipore ZDA
DNA lososove sperme Invitrogen ZDA
dNTP Thermo Scientific ZDA
EDTA Merck Nemcija
etidijev bromid (EtBr) AppliChem Nemcija
fenol/kloroform/izoamialkohol Sigma ZDA
GenelJET Gel Extraction Kit Thermo Scientific ZDA
glicerol Sigma ZDA
glukoza Merck Nemcija
HCI Merck Nemcija
izopropanol Sigma ZDA
Kalijev acetat (KC2H302) Merck Nemcija
kvasni ekstrakt Merck Nemcija
litijev acetat Sigma ZDA
nanaSalni pufer Thermo Scientific ZDA
natrijev acetat (CH3COONa) Sigma ZDA
natrijev hidroksid (NaOH) Merck Nemcija
natrijev klorid (NaCl) Merck Nemcija
ocetna kislina Sigma ZDA
pepton Merck Nemcija
polietilen glikol (PEG3350) Sigma ZDA
SDS VWR ZDA
standardna 1 kb DNA lestvica Thermo Scientific ZDA
TRIS Merck Nemcija
YNB Formedium Velika Britanija
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3.4 METODE

3.4.1 lzolacija celotne kvasne DNA

Prekonocno kulturo kvasovk v 3 ml YPD ali YNB smo pet minut centrifugirali pri 4000
rpm na sobni temperaturi. Celice v peletu smo nato sprali z 1 ml 50 mM EDTA pH 8,0 in
jih resuspendirali v 400 pl iste raztopine. Nato smo dodali 40 pl zimolaze (Quiagen,
Nizozemska) (iz zalozne koncentracije 40 mg/ml v 50 mM EDTA pH 8,0) in
mikrocentrifugirko eno uro inkubirali na 37 °C. Nato smo z 10-minutnim centrifugiranjem
pri 7000 rpm zbrali celice in jih resuspendirali v 300 pl raztopine za lizo protoplastov ter
petnajst minut inkubirali na 65 °C. Po inkubaciji smo mikrocentrifugirko vsaj eno minuto
na ledu smo dodali 100 pl kalijevega acetata in petnajst minut centrifugirali pri 14 000 rpm
na 4 °C. Supernatant smo nato prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali 450 ul
izopropanola. Po 15-minutnem centrifugiranju na 14 000 rpm na sobni temperaturi smo
celice sprali z ledeno hladnim 70 % etanolom. Pelet smo nato posusili na zraku in ga
raztopili v 100 pl TE pufra ter dodali 1,5 ul RNaze A (Thermo Scientific, ZDA) ter
mikrocentrifugirko petnajst minut inkubirali na 37 °C. Nato smo dodali isti volumen
meSanice fenol/kloroform/izoamil alkohola in petnajst minut centrifugirali pri 13 000 rpm
na sobni temperaturi. Zgornjo fazo smo nato prenesli v novo mikrocentrifugirko, dodali 10
pl natrijevega acetata in 250 pl 96 % etanola in vsaj petnajst minut inkubirali na -20 °C. Po
15-minutnem centrifugiranju pri 13 000 rpm na 4 °C smo pelet sprali z ledeno hladnim 70
% etanolom, ga posusili na zraku, nato pa raztopili v 40 ul TE pufra. Koncentracijo DNA
smo nato preverili z opremo Nanodrop in z gelsko elektroforezo v 1 % (m/v) agaroznem

gelu.

3.4.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

3.4.2.1 Pomnozevanje DNA z PCR

S pomocjo tehnike PCR smo iz predhodno izolirane celotne kvasne DNA C. glabrata w. t.

pomnoZzili potrebne elemente za molekularno Kkloniranje: promotorje, smiselne in
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protismiselne dele ter terminatorje ter v PCR pomnozke uvedli zelena restrikcijska mesta z
uporabo vnaprej pripravljenih specifi¢nih oligonukleotidnih zacetnikov.
Reakcijska meSanica za eno reakcijo:

e 0,4 ul matricne kvasne DNA (zalozna koncentracija 672 ng/ul)

e 0,5 ul levega zaCetnega oligonukleotida (zalozna koncentracija 100 pmol/ul)

e 0,5 ul desnega zacetnega oligonukleotida (zaloZzna koncentracija 100 pmol/ul)

e | ul ANTP (zalozna koncentracija 10 mM; Thermo Scientific, ZDA)

e 0,5 ul Phusion-polimeraze (Thermo Scientific, ZDA)

e 10 pul 10X pufra za DNA-polimerazo

e do 50 ul dH0

Reakcija je potekala po slede¢em programu:
e 98 °C 3 minute zaCetna denaturacija
e 98 °C 10 sekund
e 65 °C 15 sekund 30 ciklov
e 72°C 1 minuta
e 72 °C 7 minut kon¢na elongacija

e 4 °C kon¢na inkubacija

PomnoZene fragmente DNA smo analizirali z agarozno gelesko elektroforezo.

3.4.2.2 PCR za prekrivanje fragmentov

a) PCR za prekrivanje fragmentov za lasni¢ni konstrukt
Za prekrivanje fragmentov smo za lasni¢ni konstrukt izvedli dve reakciji za vsak gen. V
prvi smo prekrili promotor in smiselni del (fragment I), v drugi pa protismiselni del in

terminator (fragment I1).

Reakcijska meSanica za fragment I:
e 0,6 ul DNA promotorja (zalozna koncentracija 250 ng/ul)
e (0,22 ul DNA smiselnega dela (zalozna koncentracija 300 ng/pl)
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0,5 ul levega zacetnega oligonukleotida za promotor (zalozna koncentracija 100
pmol/ul)

0,5 ul desnega zacetnega oligonukleotida za smiselni del (zalozna koncentracija
100 pmol/pl)

1 ul ANTP (zalozna koncentracija 10 mM; Thermo Scientific, ZDA)

0,5 pl Phusion-polimeraze (Thermo Scientific, ZDA)

10 pl 10X pufra za DNA-polimerazo

do 50 pl dH,0

Reakcijska meSanica za fragment II:

0,75 ul DNA protismiselnega dela (zalozna koncentracija 200 ng/ul)
0,75 ul DNA terminatorja (zaloZna koncentracija 200 ng/ul)
0,5 pl levega zaCetnega oligonukleotida za protismiselni del (zaloZna koncentracija
100 pmol/ul)
0,5 pl desnega zacetnega oligonukleotida za terminator (zalozna koncentracija 100
pmol/ul)
1 ul ANTP (zalozna koncentracija 10 mM; Thermo Scientific, ZDA)
0,5 pl Phusion-polimeraze (Thermo Scientific, ZDA)
10 pl 10X pufra za DNA-polimerazo
do 50 pl dH,0

Reakcija je potekala po sledeCem programu:

98 °C 3 minute zacetna denaturacija

98 °C 10 sekund

65 °C 15 sekund 35 ciklov
72 °C 2 minuti

72 °C 7 minut kon¢na elongacija

4 °C koncna inkubacija
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Po petem ciklu smo v reakcijsko meSanico dodali oba zacetna oligonukleotida in reakcijo

nadaljevali. PomnoZene fragmente DNA smo analizirali z agarozno gelesko elektroforezo.

b) PCR za prekrivanje fragmentov za protismiselni konstrukt

Za prekrivanje fragmentov za protismiselni konstrukt smo izvedli PCR reakcijo z vsemi

tremi elementi in tako dobili protismiselni vkljucek.

Reakcijska meSanica :

0,75 ul DNA promotorja (zaloZzna koncentracija 200 ng/ul)

0,2 ul DNA protismiselnega dela (zalozna koncentracija 300 ng/ul)

0,25 ul DNA terminatorja (zaloZna koncentracija 200 ng/ul)

0,5 ul levega zacetnega oligonukleotida za promotor (zalozna koncentracija 100
pmol/ul)

0,5 pl desnega zacetnega oligonukleotida za terminator (zalozna koncentracija 100
pmol/ul)

1 ul ANTP (zalozna koncentracija 10 mM; Thermo Scientific, ZDA)

0,5 pl Phusion-polimeraze (Thermo Scientific, ZDA)

10 pul 10X pufra za DNA-polimerazo

do 50 pl dH,0

Reakcija je potekala po sledeCem programu:

98 °C 3 minute zacetna denaturacija

98 °C 10 sekund

65 °C 15 sekund 35 ciklov
72 °C 2 minuti

72 °C 7 minut kon¢na elongacija

4 °C koncna inkubacija

Po petem ciklu smo v reakcijsko mesanico dodali oba zacetna oligonukleotida in reakcijo

nadaljevali. Pomnozene fragmente DNA smo analizirali z agarozno gelesko elektroforezo.
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3.4.2.3 Kontrolni PCR na osnovi kolonije

Transformirane kolonije E. coli XL-1 blue smo raztopili v 10 ul dHO.

Reakcijska meSanica:

4 ul raztopljene kolonije

0,2 ul levega zacetnega oligonukleotida za promotor (zalozna koncentracija 100
pmol/ul)

0,2 ul desnega zacetnega oligonukleotida za terminator (zalozna koncentracija 100
pmol/ul)

0,4 ul ANTP (zalozna koncentracija 10 mM; Thermo Scientific, ZDA)

0,3 ul DreamTag-polimeraze (Thermo Scientific, ZDA)

2 ul 10X pufra za DNA-polimerazo

do 20 pl dH,0

Reakcija je potekala po sledeCem programu:

94 °C 3 minute zacCetna denaturacija

94 °C 45 sekund

57 °C 30 sekund 30 ciklov
72 °C 2 minuti

72 °C 7 minut kon¢na elongacija

4 °C koncna inkubacija

Pomnozene fragmente DNA smo analizirali z agarozno gelesko elektroforezo.

3.4.2.4 Kontrolni PCR novonastalih rekombinantnih kvasnih sevov

Ko smo pridobili nove rekombinantne seve, smo izolirali celotho DNA kvasovke ter

izvedli kontrolni PCR za prisotnost Zelenih protismiselnih in lasni¢nih vkljuckov.

Reakcijska meSanica:

1 pl matriéne kvasne DNA (zalozna koncentracija 400 ng/ ul)
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0,2 ul levega zaCetnega oligonukleotida za promotor (zalozna koncentracija 100
pmol/ul)

0,2 pl desnega zacetnega oligonukleotida za terminator (zalozna koncentracija 100
pmol/ul)

0,4 ul ANTP (zalozna koncentracija 10 mM; Thermo Scientific, ZDA)

0,3 ul DreamTag-polimeraze (Thermo Scientific, ZDA)

2 ul 10X pufra za DNA-polimerazo

do 20 pl dH,0

Reakcija je potekala po slede¢em programu:

94 °C 3 minute zacetna denaturacija

94 °C 45 sekund

57 °C 30 sekund 30 ciklov
72 °C 2 minuti

72 °C 7 minut kon¢na elongacija

4 °C kon¢na inkubacija

3.4.3 Agarozna gelska elektroforeza

Fragmente DNA smo po kon¢ani PCR reakciji locevali z agarozno gelsko elektroforezo.

Za locevanje PCR fragmentov smo pripravili 1 % (m/v), za lo¢evanje plazmidov pa 0,8 %

(m/v) agarozni gel. Za pripravo 100 ml 1 % (0,8 %) agaroznega gela smo v erlenmajerico

natehtali 1 g (0,8 g) agaroze ter dolili do 100 ml 1X pufra TAE. Suspenzijo smo segreli do

vretja tako, da se je vsa agaroza raztopila. Ko se je raztopina ohladila na 60 °C, smo dodali

7 ul etidijevega bromida (zalozna koncentracija 1 %) in jo vlili v elektroforezno komoro

ter namestili glavnicek. Ko se je gel strdil, smo v luknjice nanesli velikostni standard (1 kb

lestvica; Thermo Scientific, ZDA) ter vzorce, katerim smo dodali ustrezno koli¢ino 6X

nanaSalnega pufra. Elektroforeza je potekala 40 minut v pufru TAE pri napetosti 120 V,

nato pa smo fragmente DNA opazovali pod UV lucjo.
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Za postopek ociscenja fragmentov PCR smo ponovili isti postopek, le da je elektroforeza

potekala 100 minut pri napetosti 80 V.

3.4.4 Ekstrakcija fragmentov DNA iz agaroznega gela

Gel, Kkjer je bil zeljen fragment, smo s skalpelom izrezali ter shranili v predhodno stehtano
mikrocentrifugirko. Nato smo sledili protokolu kompleta za izolacijo DNA iz gela
»GeneJET Gel Extraction Kit« (Thermo Scientific, ZDA). lzolirani fragment DNA smo

shranili v zamrzovalniku na -20 °C.

3.45 Restrikcija

a) Restrikcija z encimoma Bglll in Sphl
Fragmenta 1 in II za lasni¢ni konstrukt smo izpostavili encimoma Bglll in Sphl,
protismiselni fragment pa je encimu Sphl. Bglll ustvari $trle¢e konce na smiselnem koncu
fragmenta I in protismiselnem koncu fragmenta Il, ki so tako komplementarni in se lahko
zlepijo v procesu ligacije. Encim Sphl je ustvaril lepljive StrleCe konce na promotorskih in
terminatorskih koncih fragmentov ter vektorju, kar smo uporabili za zdruzitev elementov v

procesu ligacije za nastanek novih rekombinantnih plazmidov.

Reakcijska meSanica za fragmente:
e 35 ul ociScenih fragmentov po reakciji za prekrivanje
e 2 ul Sphl (Thermo Scientific, ZDA)
e 2 ul Bglll (le pri fragmentih za lasni¢ne konstrukte) (Thermo Scientific, ZDA)
e 6 ul 10X pufra za restrikcijske encime

e do 60 pl dH,0

Reakcijska mesSanica je bila eno uro inkubirana na 37 °C, nato pa smo dodali 40 pl dH,0.
Po dodatku 100 pul mesanice fenol/kloroform/izoamil alkohola smo mikrocentrifugirko 15
minut centrifugirali pri 13 000 rpm na sobni temperaturi. Zgornjo fazo smo prenesli v novo

mikrocentrifugirko in dodali 10 pl natrijevega acetata in 250 pl 96 % etanola in preko noci
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inkubirali na -20 °C. Naslednji dan smo po 15-minutnem centrifugiranju pri 13 000 rpm na
4 °C pelet sprali z ledeno hladnim 70 % etanolom, ga posusili na zraku, nato pa raztopili v
12 ul dH,0.

Reakcijska meSanica za plazmid P1061:
e 12 plizoliranega plazmida P1061
e 4 ul Sphl (Thermo Scientific, ZDA)
e 15 ul 10X pufra za restrikcijski encim

e do 150 pul dH,0

Reakcijska meSanica je bila eno uro inkubirana na 37 °C, nato pa smo vektor ocistili s

postopkom ekstrakcije fragmentov iz agaroznega gela.

b) Restrikcija plazmida z encimom Sacll
Encim Sacll smo uporabili za linearizacijo rekombinantnih plazmidov, ki smo jih nato
transformirali v kvasovke C. glabrata. Restrikcijsko mesto za encim Sacll je znotraj 18S
rDNA plazmida.

Reakcijska meSanica:
e 100 ng/ul plazmidne DNA
e 4 ul encima Sacll
e 10 ul 10X pufra za restrikcijski encim
e do 100 ul dH,O

Reakcijska mesSanica je bila dve uri inkubirana na 37 °C, nato pa smo dodali 10 pl
natrijevega acetata in 250 pl 96 % etanola in dvajset minut inkubirali na -20 °C. Po 15-
minutnem centrifugiranju pri 13 000 rpm na 4 °C smo pelet sprali z ledeno hladnim 70 %

etanolom, posusili na zraku in ga raztopili v 15 ul dH,O.
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¢) Restrikcijsko kartiranje rekombinantnih plazmidov z encimom Sacl

Nove rekombinantne plazmide smo izpostavili encimu Sacl, da smo preverili orientacijo
protismiselnih in lasni¢nih vklju¢kov v vektorju. Ker se je vkljucek lahko zlepil z
vektorjem v dveh moznih orientacijah, smo po restrikciji na agaroznem gelu pri¢akovali
enega od dveh restrikcijskih vzorcev. Pri protismiselnih plazmidih smo tako pric¢akovali
fragmente pri 5776, 4054 in 1547 bp ali 5776, 2985 in 2615 bp glede na standardno
lestvico DNA. Pri lasni¢nih plazmidih pa smo pricakovali fragmente pri 5776, 4386 in
1547 bp ali 5776, 3085 in 2947 bp glede na standardno lestvico.

Reakcijska meSanica:
e 15 ng/ul plazmidne DNA
e 0,3 ul encima Sacl (Thermo Scientific, ZDA)
e 1 ul 10X pufra za restrikcijski encim
e do 10 ul dH,0

Reakcijska meSanica je bila eno uro inkubirana na 37 °C, nato pa analizirana na 0,8 %

agaroznem gelu z elektroforezo.

3.4.6 Defosforilacija

Vektor P1061 smo po linearizaciji z encimom Sphl izpostavili alkalni fosfatazi, ki je
odstranila fosfate, tako da se vektor ni zlepil nazaj v krozno obliko. To smo nato uporabili
pri ligaciji.

Reakcijska meSanica:
e 48 ul plazmidne DNA
e 2 ul AP-fosfataze (Thermo Scientific, ZDA)
e 6 ul 10X pufra za fosfatazo
e do 60 ul dH,O
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Reakcijska mesSanica je bila inkubirana na 37 °C eno uro, nato pa smo dodali 40 pl dH,0.
Po dodatku 100 pl meSanice fenol/kloroform/izoamil alkohola smo mikrocentrifugirko
petnajst minut centrifugirali pri 13 000 rpm na sobni temperaturi. Zgornjo fazo smo
prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali 10 pl natrijevega acetata in 250 pl 96 %
etanola in inkubirali dvajset minut na -20 °C. Po 15-minutnem centrifugiranju pri 13 000
rpm na 4 °C smo pelet sprali z ledeno hladnim 70 % etanolom, ga posusili na zraku, nato

pa raztopili v 12 pl dH,0.

3.4.7 Ligacija

Za protismiselni konstrukt smo v ligacijski meSanici zdruZili lineariziran vektor P1061 in
protismiselni vkljucek (zdruzen promotor, protismiselni del ter terminator). Za lasnic¢ni
konstrukt smo v ligacijski meSanici zdruzili lineariziran vektor P1061 in fragment |
(promotor in smiselni del) ter fragment Il (protismiselni del in terminator). Vsi ti elementi
so bili pred tem primerno razrezani z restrikcijskimi encimi, da so nastali Strle¢i konci, ki
jih je ligaza T4 nato zlepila. Ligacijske meSanice smo inkubirali na sobni temperaturi od
Stirih ur do preko noci. Volumne insertov, ki smo jih uporabili za ligacijo, smo izracunali

po spodnji formuli:

Masa inserta (ng) = 3 x velikost inserta (bp) x masa vektorja (ng) / velikost vektorja (bp) (1)

Ker ligacija za lasni¢ne konstrukte veckrat ni bila uspesna, smo spreminjali razmere med

reagenti.

Reakcijska meSanica za protismiselni konstrukt:
e Vektor P1061 (kon¢na koncentracija 150 ng/ul)
e Protismiselni vkljuc¢ek (volumen preracunan po zgornji formuli)
e 0,7 pulligaze T4
e 0,7 ul pufra za ligazo
e do7uldHO
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Reakcijska mesanica za lasni¢ni konstrukt:

e Vektor P1061 (kon¢na koncentracija 150 ng/ul)

e Fragment I (volumen preracunan po zgornji formuli)
e Fragment II (volumen preracunan po zgornji formuli)
e 0,7 pulligaze T4

e 0,7 ul pufra za ligazo

e do7puldH,O

3.4.8 Priprava kompetentnih E. coli

Kulturo E. coli XL-1 blue smo nagojili v 500 ml LB na 37 °C na stresalniku (200 obratov
na minuto) do ODggo=1. Bakterije smo inkubirali na ledu petnajst minut in jih nato dvanajst
minut centrifugirali pri 4000 rpm na 4 °C ter celice sprali z ledeno hladno dH,0O. Zelo
pomembno je bilo, da smo imeli celice ves ¢as na hladnem (na ledu). Peletu smo nato
dodali 10 % celicnega volumna 100 % sterilnega glicerola in celice razdelili v

mikrocentrifugirke po 40 ul ter jih do uporabe shranili na -80 °C.

3.4.9 Transformacija v E. coli

Ligacijsko meSanico smo deset minut inkubirali na 65 °C, da smo inaktivirali ligazo T4,
nato pa jo nekaj ¢asa pustili na ledu. Mesanici smo dodali 14 pl dH,O in od tega vzeli 5 pl
ter jih dodali 40 ul kompetentnih E. coli XL-1 blue v elektroporacijski kiveti. Nato smo
izvedli elektroporacijo (2,45 kV, 100 Q), dodali 1 ml teko¢ega LB in kulturo eno uro
inkubirali na 37 ° C. Kulturo smo nato sedem minut centrifugirali pri 7000 rpm na 4 °C in
celice nagojili na ploS¢ah LB z ampicilinom ter preko no¢i inkubirali na 37 °C, da so zrasle

transformante.
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3.4.10 lzolacija plazmida iz E. coli

Prekonocno kulturo transformiranih bakterij v 50 ml LB z ampicilinom smo deset minut
centrifugirali pri 4000 rpm na 4 °C. Pelet smo sprali s 30 ml raztopine | in ga nato
resuspendirali v isti raztopini. Dodali smo 2 ml raztopine 1l in 1,5 ml kalijevega acetata ter
petnajst minut centrifugirali pri 4500 rpm na 4 °C. Supernatant smo prefiltrirali s pomoc¢jo
servietkov, dodali isti volumen izopropanola in pustili stati deset minut. Nato smo
suspenzijo petnajst minut centrifugirali pri 4500 rpm na sobni temperaturi. Pelet smo
posusili in raztopili v 300 ul dH,O, dodali 700 ul amonijevega acetata ter deset minut
centrifugirali pri 13 000 rpm na 4 °C. Supernatant smo prenesli v novo mikrocentrifugirko
in dodali isti volumen izopropanola. Po 15-minutnem centrifugiranju pri 13 000 rpm na
sobni temperaturi smo pelet sprali z ledeno hladnim 70 % etanolom, posusili na zraku in
raztopili v 100 pl dH,0. Dodali smo 100 pl meSanice fenol/kloroform/izoamil alkohola in
petnajst minut centrifugirali pri 13 000 rpm na sobni temperaturi. Zgornjo fazo smo
prenesli v novo mikrocentrifugirko in dodali 10 pl natrijevega acetata in 250 pl 96 %
etanola ter deset minut inkubirali na -20 °C. Po 15-minutnem centrifugiranju pri 13 000
rpm na 4 °C smo pelet sprali z ledeno hladnim 70 % etanolom, ga posusili na zraku, nato

pa raztopili v 100 ul dH,0.

3.4.11 Transformacija kvasovke C. glabrata

Prekonoc¢no kulturo sevov Y1662 in Y1699 C. glabrata smo inokulirali v 75 ml YPD
4000 rpm na sobni temperaturi, nato pa pelet sprali s 40 ml dH,0O. Pelet smo resuspendirali
v 20 ml litijevega acetata in ga eno uro inkubirali na 25 °C. Kulturo smo deset minut
centrifugirali pri 4000 rpm na sobni temperaturi, ostranili supernatant, celice pa razdelili
po 100 pl v mikrocentrifugirke. Dodali smo 5-10 ul lineariziranega rekombinantnega
plazmida z encimom Sacll ter 10 ul denaturirane enovijatne DNA lososove sperme
(denaturirali smo jo na 100 °C pet minut). Po dodatku 500 ul PEG3350 smo mesanico
inkubirali na 25 °C trideset minut. Celice smo nato za 15 minut izpostavili toplotnemu
Soku na 42 °C in jih ohladili na ledu. Po 2-minutnem centrifugiranju pri 3000 rpm na sobni
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temperaturi smo pelet resuspendirali v 1 ml YPD in mikrocentrifugirko eno uro inkubirali
na 25 °C. Po 2-minutnem centrifugiranju na 3000 rpm na sobni temperaturi smo celice
sprali z 1 ml dH,O in resuspendirali v 500 ul dH,0. Na minimalni medij YND smo nato

nanesli 30-50 pl kulture v dveh ponovitvah in plos¢e inkubirali na 25 °C tri do pet dni.

3.4.12 Selekcijski test presajanja

Po nekaj dnevni inkubaciji transformiranih kvasovk na minimalnem gojis¢u smo priblizno
dvajset posameznih kolonij prenesli na bogato gojis¢e YPD in ploS¢e dva dni inkubirali na
25 °C. Kolonije, ki so zrasle, smo znova presadili na YPD in dva dni inkubirali. Od
kolonij, ki so prezivele, smo izbrali osem najboljsih in jih ponovno presadili na YPD ter po
dveh dneh inkubacije plosce odtisnili na minimalno gojis¢ée YNB ter inkubirali nekaj dni

na 25 °C.
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4 REZULTATI

Najprej smo izolirali celotno genomsko DNA kvasovke C. glabrata seva CBS 138, ki je
sluzila kot matrica za pomnozevanje fragmentov (promotorji, smiselni in protismiselni
fragmenti ter terminatorji). S slike gelske elektroforeze je razvidno, da je bila izolacija

uspesna (slika 5).

Slika 5: Celotna genomska DNA kvasovke C. glabrata CBS 138.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (2) Genomska DNA kvasovke C. glabrata CBS 138.

Izolirana kvasna DNA nam je sluzila kot matrica za pomnoZitev posameznih genskih
fragmentov s PCR. Za sintezo konstruktov smo pomnoZzili promotor PGK1, smiselne ter
protismiselne dele tarénega gena (350-450 bp) in terminator CYC1. PGK1 je konstitutivno
aktiven promotor, ki ima visok nivo izrazanja na mediju z glukozo. CYC1 terminator je
pomemben za pravilno zaklju¢evanje transkripcije med izrazanjem. Na slikah 6 in 7 sta
prikazani shemi Zelenih konstruktov za vstavitev v vektor P1061. V prilogi B so prikazane

sekvence vseh konstruktov, ki smo jih zeleli ustvariti.

Sphl Sphi

\ N —

PGK 1 promotor / protismiselni vkljuéek |CYCI terminator

962 bp 381 bp 322 bp

Slika 6: Protismiselni konstrukt s promotorskim in terminatorskim zaporedjem.
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Z
348 bp =] 348 by Sphl
Sphi = p P

\
lasniéni vkljucek

962 bp 300 bp

CYC| terminator

Slika 7: Lasni¢ni konstrukt s promotorskim in terminatorskim zaporedjem.

Za pomnozevanje smo uporabili specifiéno sintetizirane oligonukleotidne zacetnike

(prikazani v prilogi A) in po pomnoZitvi pomnozke analizirali z agarozno gelsko

elektroforezo (slika 8). Za vsak gen smo za lasni¢ne konstrukte pomnoZili promotor,

smiselni in protismiselni fragment ter terminator. Za protismiselne konstrukte smo

pomnozili promotor in protismiselni fragment, terminator pa je bil za isti gen isti. Na sliki

so kot primer prikazani posamezni pomnozki za gen CAGLOA00517g.

Slika 8: Standardna 1 kb DNA lestvica in PCR pomnoZzki za lasni¢ni in protismiselni konstrukt gena

CAGLOA00517g.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (2) Promotor za lasni¢ni konstrukt — 943 bp (3) Smiselni
fragment — 418 bp (4) Protismiselni fragment za lasni¢ni konstrukt — 348 bp (5) Terminator za lasni¢ni
konstrukt — 300 bp (6) Promotor za protismiselni konstrukt — 961 bp (7) Negativna kontrola PCR reakcije (8)

Protismiselni fragment za protismiselni konstrukt
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Po pomnozitvi s PCR smo celotno vsebino pomnozkov nalozili v agarozni gel in jih po
elektroforezi ocistili vseh reaktantov iz PCR reakcije s pomoc¢jo kompleta »GeneJET Gel
Extraction Kit«. Na gelu smo nato preverili koncentracijo in Cistost pomnozkov. Vidno je,

da so pomnozki brez necisto¢ (slika 9).

v

Slika 9: O¢is¢eni PCR pomnozki za lasniéni in protismiselni konstrukt gena CAGLOA00517g.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (2) Promotor za lasni¢ni konstrukt— 943 bp (3) Smiselni
fragment — 418 bp (4) Protismiselni fragment za lasni¢ni konstrukt — 348 bp (5) Terminator za lasni¢ni
konstrukt — 300 bp (6) Promotor za protismiselni konstrukt — 961 bp (7) Protismiselni fragment za
protismiselni konstrukt

Z ocis¢enimi pomnozki smo nato izvedli PCR reakcijo za zdruzitev pomnozkov, kjer smo
za lasni¢ni konstrukt s pomoc¢jo PCR reakcije zdruzili promotor in smiselni del v fragment
| ter protismiselni del in terminator v fragment Il. Za protismiselni konstrukt smo s
pomocjo PCR reakcije zdruzili vse tri dele, torej promotor, protismiselni del in terminator,
v fragment Ill. Enako smo storili pri vseh preucevanih genih, na sliki 10 pa je prikazan
primer za gen CAGLOAQ00517g. Nastale fragmente smo nalozili v agarozni gel in jih po
elektroforezi ocistili vseh reaktantov iz PCR reakcije s pomoc¢jo kompleta »GeneJET Gel

Extraction Kit«. Na gelu smo nato preverili koncentracijo in istost pomnozkov.
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Slika 10: Nastali zdruZzeni fragmenti po PCR reakciji za gen CAGLOA00517g.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (2) Fragment | - 1381 bp (promotor in smiselni del za lasni¢ni
konstrukt) (3) Fragment 11 — 648 bp (protismiselni del in terminator za lasni¢ni konstrukt) (4) Fragment I11 —
1642 bp (promotor, protismiselni del in terminator za protismiselni konstrukt)

Nastale zdruzene fragmente smo nato obdelali z restrikcijskimi encimi (shema na sliki 11),
da so nastali primerni $trleci konci, ki so bili potrebni za ligacijo. Fragmenta I in II za
lasni¢ni konstrukt smo izpostavili encimoma Bglll in Sphl. Restrikcijski encim Bglll ima
prepoznavno mesto na koncih smiselnega in nesmiselnega dela fragmenta, ki sta se med
ligacijo nato zlepila in tako zdruzila fragment | (promotor in smiselni del) ter fragment 11
(protismiselni del in terminator). Sphl ima prepoznavna zaporedja na zac¢etku promotorja
in terminatorja, z istim encimom smo obdelali tudi vektor P1061, tako da so se fragmenti
lahko zlepili z vektorjem. Fragment Ill za protismiselni konstrukt smo obdelali le z
encimom Sphl, ki ima prepoznavna mesta na zacetku promotorja in na koncu terminatorja
fragmenta III. Ta restrikcijska mesta smo namerno vstavili v zacetne pomnozke s
specificnimi oligonukleotidnimi zacetniki. Po restrikciji smo fragmente preverili z

agarozno gelsko elektroforezo (slika 12).
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Slika 11: Shema restrikcije protismiselnih in lasni¢nih insertov.

Slika 12: Fragmenti po restrikciji z Bglll in Sphl za gen CAGL0OA00517g.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (2) Fragment | - 1381 bp (promotor in smiselni del za lasni¢ni
konstrukt) (3) Fragment 11 — 648 bp (protismiselni del in terminator za lasni¢ni konstrukt) (4) Fragment I11 —
1642 bp (promotor, protismiselni del in terminator za protismiselni konstrukt)
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Vektor P1061 smo izolirali po postopku izolacije plazmida, nato pa ga s pomocjo
restrikcijskega encima Sphl linearizirali. Tako smo ustvarili strle¢e konce, ki so bili
komplementarni s Strle¢imi konci promotorjev in terminatorjev fragmentov, ki smo jih
zeleli zlepiti z vektorjem v rekombinanten plazmid. Na sliki 13 vidimo, da je nativni
(nerazrezan) plazmid P1061 na agaroznem gelu viden kot razli¢ne frakcije, saj razli¢ne
konformacije (nadzvita, sproS¢eni krozni plazmidi, morebitni poSkodovani linearizirani
plazmidi) plazmidne DNA v gelu potujejo razli¢no hitro. Plazmid, ki pa je bil lineariziran z
encimom Sphl, pa je potoval enotno, zato je viden le en fragment. Po restrikciji smo vektor
ocCistili s kompletom »GeneJET Gel Extraction Kit«, nato pa iz §trlecih koncev odstranili

fosfate, da se vektor ni zlepil nazaj v krozno obliko, in kvaliteto preverili na gelu.

Slika 13: Vektor P1061 pred in po restrikciji z encimom Sphl.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (2) Nativni vektor P1061 (3) Vektor P1061, lineariziran s Sphl
(4) Lineariziran vektor P1061 po defosforilaciji

S pripravljenimi fragmenti in vektorjem smo nato izvedli ligacijo. Za lasni¢ni konstrukt
smo v mesanici za ligacijo zdruZzili linearni vektor ter fragmenta I in 1l, za protismiselni
konstrukt pa linearni vektor in fragment Ill. Ligacija protismiselnega konstrukta je bila
veckrat neuspesna, zato smo za postopek uporabili razlina razmerja med fragmenti in

vektorjem ter razli¢no dolge inkubacijske ¢ase (od 4 ur do prekono¢ne inkubacije).
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Slika 14: Rekombinantni plazmidi.

Legenda: (A) Protismiselni rekombinantni plazmid (B) Lasni¢ni rekombinantni plazmid

Po ligaciji smo dobljene rekombinantne plazmide (slika 14) s pomocjo elektroporacije
transformirali v kompetentne bakterije E. coli XL1-blue, nato pa celice preko noci
namnozili na gojis¢u LB z ampicilinom na 37 °C. Ker so E. coli XL1-blue obcutljive na
ampicilin, s pridobitvijo plazmida pa pridobijo tudi odpornost proti ampicilinu, lahko na
tem gojiScu zrastejo. Ker na ta nacin selekcioniramo le celice, ki so prejele plazmid od
celic, ki ga niso, ne pa celic, ki so prejele plazmid z vkljuc¢kom ali brez njega, je potrebna
nadaljnja analiza zraslih kolonij. Tako smo izvedli kontrolni PCR na osnovi kolonij za
prisotnost Zelenega fragmenta. Na sliki 15 je prikazan primer za protismiselni konstrukt
gena CAGLOMO05049¢, kjer vidimo, da imajo vse analizirane kolonije zelene vkljucke
(fragment I11). Pri lasnicnem konstruktu istega gena pa vidimo, da je le ena kolonija
(Stevilka 11) vsebovala Zeljen konstrukt (zdruzena fragmenta I in 1l). Opazimo lahko tudi
tipi¢no razlikovanje PCR pomnozkov za oba razli¢na konstrukta. Protismiselni konstrukt je
po PCR reakciji, kjer uporabimo oligonukleotidne zacetnike za celoten vkljucek (torej od
promotorja do terminatorja), na agaroznem gelu kot debela packa, medtem ko ima lasni¢ni

vklju¢ek znacilno fragmentiran pomnozek. Pomembno je omeniti tudi, da je po
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transformaciji s protismiselnimi konstrukti na LB+Amp zraslo veliko Stevilo kolonij (med

200 in 300), z lasni¢nimi konstrukti pa mnogo manj (med 4 in 11).

Slika 15: Kontrolni PCR na osnovi kolonij za gen CAGLOM05049g.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (2-9) Kolonije analizirane za protismiselni konstrukt gena
CAGLOMO05049¢g — 1669 bp, vidno je, da so imele vse analizirane kolonije Zeljen pomnoZek (10) Negativna
kontrola PCR reakcije (11-14) Kolonije analizirane za lasni¢ni konstrukt gena CAGLOMO05049g —2100 bp,
vidno je, da ima le St. 11 Zeljen pomnoZek s tipi¢no sliko na agaroznem gelu

Rekombinantne plazmide smo preko no¢i pomnozili v E. coli XL1-blue v 50 ml LB z
ampicilinom na 37 °C in jih izolirali. Nato smo izvedli restrikcijo rekombinantnih
plazmidov z encimom Sacl za potrditev ligacije Zelenega vkljucka v vektor. Plazmid
P1061 ima dve restrikcijski mesti za Sacl, nov rekombinantni plazmid pa tri, saj je dodatno
restrikcijsko mesto znotraj vkljuckov. Vkljucek se je v vektor lahko zlepil v dveh moznih
orientacijah (slika 14), zato sta pri obeh konstruktih mozZna dva restrikcijska vzorca. Tako
smo z dolzinami restrikcijskih fragmentov preverili, ali smo uspeli Klonirati Zeljen
konstrukt, E. coli XL1-blue z rekombinantnimi plazmidi pa smo po potrditvi shranili na
-80 °C v zbirki plazmidov. Na sliki 16 je primer restrikcijskega kartiranja lasni¢nega in
protismiselnega konstrukta gena CAGLOAQ00517g.
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Slika 16: Restrikcijsko kartiranje plazmidov z encimom Sacl.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (2) Nativni plazmid P1061 (3) Plazmid P1061 rezan z encimom
Sacl — produkt sta dva fragmenta velikosti 5776 bp in 3933 bp (4) Nativni protismiselni rekombinatni
plazmid gena CAGLOAO00517g (5) Protismiselni rekombinatni plazmid gena CAGLOAO00517g rezan z
encimom Sacl — produkt so trije fragmenti velikosti 5776 bp, 4054 bp in 1547 bp (6) Nativni lasni¢ni
rekombinantni plazmid gena CAGLOAO00517g (7) Lasni¢ni rekombinatni plazmid gena CAGLOA00517g
rezan z encimom Sacl - produkt so trije fragmenti velikosti 5776 bp, 4386 bp in 1547 bp

Preglednica 7 prikazuje uspeSno klonirane nove rekombinantne plazmide, ki smo jih

shranili v laboratorijsko zbirko. UspeSno smo ustvarili sedem protismiselnih konstruktov

ter dva lasni¢na.

Preglednica 7: Novi rekombinantni plazmidi s protismiselnim in zankastim konstruktom.

St.  Ime lzvor Vsebuje konstrukt Vrsta Velikost
za gen konstrukta rekombinantnega

plazmida

1 P1112 P1061  CAGLOA00517g  Protismiselni 11 350 bp
2 P1114 P1061  CAGLOAO00517g Lasni¢ni 11737 bp
3 Pl1ll6 P1061 CAGLOF00495g  Protismiselni 11372 bp
4 P1122 P1061  CAGLOMO5049g  Protismiselni 11 377 bp
5 P1123 P1061 CAGLOMO05049g Lasni¢ni 11 808 bp
6 P1124 P1061 CAGLOM11748g  Protismiselni 11372 bp
7 P1125 P1061 CAGLOM12947g  Protismiselni 11372 bp
8 P1126 P1061  CAGLOLO05434g  Protismiselni 11 369 bp
9 P1127 P1061 CAGL0C00363g  Protismiselni 11 370 bp

Rekombinantne plazmide smo nato linearizirali z restrikcijskim encimom Sacll, ki ima le

eno prepoznavno mesto, in sicer znotraj 18S rDNA. Razrezan plazmid smo preverili na
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agaroznem gelu, kjer je potoval kot en fragment. Tako je bil plazmid pripravljen za
homologno rekombinacijo na odseku 18S rDNA v C. glabrata po transformaciji. Na sliki
17 je prikazan primer restrikcije lasni¢nega in protismiselnega konstrukta gena
CAGLOA00517g.

Slika 17: Rezanje rekombinantnih plazmidov z encimom Sacll.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (2) Nativni lasni¢ni rekombinantni plazmid gena
CAGLOA00517g (7) P1114 — Lasniéni rekombinatni plazmid gena CAGLOA00517g rezan z encimom Sacll
— produkt je en fragment (4) P1112 — Protismiselni rekombinantni plazmid gena CAGLOA00517g rezan z
encimom Sacll — produkt je en fragment

Rekombinantne plazmide smo transformirali v seva Y1662 (klini¢ni izolat z DCR1 in
AGO1) in Y1699 (divji tip z DCR1 in AGO1), nato pa celice nagojili na trdnem
selektivnem gojis¢u YNB, ki je omogocilo rast kvasovkam, ki so prejele rekombinantni
plazmid, saj so tako pridobile selektivni marker LYS2. Transformirane kvasovke so za rast
na minimalnem gojis¢u potrebovale 3-5 dni. Opazili smo, da je bilo Stevilo kolonij s
protismiselnimi konstrukti vedno veéje od Stevila kolonij z lasniénimi Kkonstrukti. 1z
selektivnega gojisca smo prenesli okoli dvajset posameznih kolonij na bogato gojis¢e YPD
in ploSce inkubirali dva dni, nato pa spet prenesli posamezne kolonije na nov YPD. Ta
postopek je omogodil selekcijo stabilnih integriranih plazmidov, saj celice z nestabilno
integriranimi plazmidi niso rasle. Med kolonijami, ki so zrasle, smo osem najboljSih
prenesli na novo gojis¢e YPD in ga inkubirali dva dni. Nato smo to gojisc¢e s pomocjo

zameta odtisnili na selektivno gojis¢e YNB (slika 18).
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Slika 18: Preverjanje stabilnosti transformiranih kvasovk na minimalnem in bogatem gojis¢u.

Legenda: (1) Zrasle transformante s protismiselnim konstruktom gena CAGLOAO00517g na minimalnem
gojiséu YNB (2) Posamezne kolonije, prenesene na bogato gojis¢e YPD (dvakrat ponovljeno) (3) Osem
stabilnih posameznih kolonij, prenesenih na bogato gojis¢e YPD (4) Odtis bogatega gojis¢éa YPD na

minimalno gojis¢e YND z Zametom

Iz kolonij, ki so po selekciji na minimalnem in ve¢ generacijah na bogatem gojiScu zrasle,
smo izolirali celotno kvasno DNA in izvedli kontrolni PCR za prisotnost Zelenih
imele protismiselni ali lasni¢ni konstrukt, smo smatrali za stabilne ter jih shranili na -80 °C

v laboratorijski zbirki.
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Preglednica 8 prikazuje nove seve C. glabrata z RNAiI mehanizmom in protismiselnimi ter

lasni¢nimi konstrukti, ki smo jih shranili v laboratorijsko zbirko.

Preglednica 8: Novi sevi kvasovk C. glabrata z RNAi mehanizmom in protismiselnimi ter lasni¢nimi

konstrukti.
Stevilo Novsev  Osnovni sev za Tarcni gen Vrsta konstrukta
transformacijo

1 Y1834 Y1662 CAGLOAO00517g Protismiselni
2 Y1832 Y1699 CAGLOAO00517g Protismiselni
3 Y1831 Y1662 CAGLOAO00517g Lasni¢ni

4 Y1830 Y1699 CAGLOAO00517g Lasni¢ni

5} Y1839 Y1662 CAGLOF00495¢g Protismiselni
6 Y1840 Y1699 CAGLOF00495¢ Protismiselni
7 Y1835 Y1662 CAGLOMO05049g Protismiselni
8 Y1836 Y1699 CAGLOMO05049¢g Protismiselni
9 Y1837 Y1662 CAGLOMO05049g Lasni¢ni

10 Y1838 Y1699 CAGLOMO05049¢g Lasni¢ni

11 Y1841 Y1662 CAGLOM11748¢g Protismiselni
12 Y1842 Y1699 CAGLOM11748g Protismiselni
13 Y1849 Y1662 CAGLO0C00363g Protismiselni
14 Y1850 Y1699 CAGL0C00363g Protismiselni
15 Y1843 Y1662 CAGLOM12947g Protismiselni
16 Y1844 Y1699 CAGLOM12947¢g Protismiselni
17 Y1845 Y1662 CAGLOL05434g Protismiselni
18 Y1846 Y1699 CAGLO0L05434g Protismiselni

Slika 19 prikazuje kontrolni PCR za prisotnost lasni¢nih in protismiselnih vkljuckov v
genomu kvasovk C. glabrata. S tem smo potrdili stabilno integracijo rekombinantnih

plazmidov.
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Slika 19: Kontrolni PCR za prisotnost lasni¢nih in protismiselnih vklju¢kov v genomu kvasovk C. glabrata.

Legenda: (1) Standardna 1 kb DNA lestvica (Y1832-Y1850) Novi rekombinantni sevi

Na koncu smo s pomoc¢jo kontrolnega PCR rekombinantne seve preverili za prisotnost
genov za Dicer in Argonaut, da smo se prepricali, da kvasovke teh genov med
transformacijo in selekcijo niso izgubile. Vsi sevi so imeli prisotne gene za Dicer in

Argonaut integrirane v svojem genomu.
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5 RAZPRAVA

V raziskavi smo s pomocjo molekularnih metod poskusSali ustvariti RNAi orodje za
raziskovanje funkcij posameznih genov kvasovke C. glabrata. V ta namen smo izbrali
sedem genov, za katere menimo, da so udelezeni pri virulenci te kvasovke. Za vzpostavitev
delujoega RNAI orodja v kvasovki S. cerevisiae je Drinnenberg s sod. (2009) uporabil
zgolj gena DCR1 in AGOL iz S. castellii ter protismiselne in lasni¢ne konstrukte taré¢nih
genov. Na podoben nacin smo se lotili tudi vzpostavitve RNAi orodja C. glabrata. V
naSem laboratoriju sta bila predhodno razvita seva Y1662 in Y1699, ki imata vstavljena
gena za encima Dicer ter Argonaut iz kvasovke S. castellii in sta pod konstitutivnimi
promotorji, ki imajo visoko aktivnost na mediju z glukozo. Delovanje RNAI mehanizma z
vstavljenima genoma so v naSem laboratoriju dokazali z vstavitvijo protismiselnih in
lasni¢nih konstruktov, ki so zmanjsali izrazanje dveh poroc¢evalskih genov ADE2 in URAS,
kar se je pokazalo v zelo jasno spremenjenem fenotipu (Ishchuk, 2013; Se neobjavljeni
rezultati). ADE2 kodira AlIR-karbokilazo, ki je pomembna pri biosintezi purinov. Ce je
izraZzanje gena ADE2 na minimalnem gojiS§¢u brez adenina nizko, se v celicah nakopici
roza pigment. URA3 kodira orotidin-5-fosfatno dekarboksilazo (ODCaza), ki je vpletena v
biosintezo pirimidinov. Mutante ura3” so sposobne rasti na minimalnem gojis¢u z
dodatkom analoga 5-FOA (Stearns in sod., 1991). Transformante C. glabrata s
protismiselnimi konstrukti genov ADE2 in URA3 so na minimalnem goji$¢u rasle slabse
zaradi zmanjSanega izrazanja tarénih genov. V primeru lasni¢nih konstruktov pa so
transformante C. glabrata postale avksotrofne zaradi moc¢ne inhibicije izrazanja tarénih
genov. Pri lasni¢nih konstruktih za ADE2 so opazili pojav roza kolonij, pri URA3 pa so
transformante bile sposobne rasti na 5-FOA (Ishchuk, 2013; Se neobjavljeni rezultati). V
tej raziskavi smo poskusSali ustvariti protismiselne in lasni¢ne konstrukte dolo¢enih tar¢nih
genov, za katere sumimo, da so povezani z virulenco kvasovke C. glabrata, in jih vnesti v
seva Y1662 in Y1699.

V raziskavi smo preverili, ali vstavljen RNAi mehanizem deluje tudi v primeru izbranih
tarcnih genov, s ¢imer bi lahko v prihodnje raziskovali njihovo funkcijo, ki je do sedaj Se

neznana. V ta namen smo ustvarili specificne oligonukleotidne zacetnike (prikazani v
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prilogi A), s katerimi smo pomnozili vse potrebne elemente: promotorje PGK1,
terminatorje  CYC1 ter smiselne in protismiselne dele vseh genov v interesu.
Oligonukleotidni zac¢etniki so bili premisljeno sintetizirani z vstavljenimi restrikcijskimi
mesti za encime, ki smo jih uporabili v procesu kloniranja. Tako je bilo na zacetku
promotorskih sekvenc in na koncu terminatorskih na ta nain vstavljeno restrikcijsko
mesto za encim Sphl, na koncih smiselnega in protismiselnega dela za lasni¢ni konstrukt
pa restrikcijsko mesto za encim Bglll. Ta restrikcijska mesta smo uporabili za nastanek

Strlecih koncev, ki so se zlepili med ligacijo.

Na ta nacin smo uspesno pomnozili vse potrebne elemente z uporabo matricne DNA, ki
smo jo izolirali iz divjega tipa C. glabrata (slika 5). S pomocjo agarozne gelske
elektroforeze smo preverili PCR pomnozke, ki so bili pravilnih velikosti in zadostnih
koncentracij za nadaljnje delo in tako potrdili specifi¢nost oligonukleotidnih zacetnikov
(slika 8). Koncentracije PCR pomnozkov smo preverili tudi po uporabi kompleta za
oc¢is¢enje pomnozkov, kjer smo ugotovili, da se je tekom procesa koncentracija zmanjSala,
kar smo tudi pri¢akovali (slika 9). Kljub temu sta bili kvaliteta in koncentracija zadovoljivi
za nadaljevanje. PCR za prekrivanje fragmentov je bil prav tako zelo uspeSen, produkti so
bili pravilnih velikosti in dobrih koncentracij tudi po o¢iSéenju reaktantov PCR reakcije
(slika 10). Pojavili so se manjSi problemi pri dolofevanju koncentracij z opremo

Nanodrop, saj se rezultati niso ujemali z ocenjenimi koncentracijami na agaroznem gelu,

zato smo za izrac¢une ve¢inoma uporabljali ocenjene koncentracije na gelu.

Pri pripravi vektorja P1061 po izolaciji je bilo pomembno, da smo pri rezanju z
restrikcijskim encimom Sphl zaceli z visoko koncentracijo plazmida, saj smo tekom
oc¢isCevanja s kompletom in tretiranja s fenol/kloroform/izoamil alkoholom vedno izgubili
nekaj DNA tekom postopkov. Isto je bilo pomembno tudi pri ostalih delih kloniranja, kjer

smo uporabili te postopke.

Postopek ligacije protismiselnih fragmentov z vektorjem je bil uspeSen za vseh sedem
genov, prav tako je bila transformacija v E. coli XL-1 blue z elektroporacijo visoko

ucinkovita, saj je vedno zraslo veliko Stevilo transformant. Kontrolni PCR za prisotnost
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zelenih fragmentov smo izvedli na nekaterih zraslih kolonijah (8-12 kolonij) ter ugotovili,
da so v vecini vse kolonije vsebovale zeljen fragment. Ugotovili smo, da so bila
restrikcijska mesta v PCR reakciji z oligonukleotidnimi zacetniki vstavljena pravilno in

uspesno, saj so se protismiselni vkljucki v procesu ligacije uspesno zlepili z vektorjem.

Drugace pa je bilo z lasni¢nimi konstrukti. V' procesu ligacije smo Zeleli zdruziti dva
fragmenta z vektorjem, kar je zmanjSalo u¢inkovitost, saj smo uspeli na ta naCin pridobiti
le dva rekombinantna plazmida. Za ligacijo je pomembno, da se sre€ajo pravi Strleci konci
in v tej reakciji sta bila dva razli¢na (nastala z encimoma Bglll in Sphl), zato je bila ligacija
manj uspesna. Za reSevanje te tezave smo uporabili razli¢na razmerja med fragmenti in
vektorjem ter ligacijsko meSanico inkubirali na sobni temperaturi od Stirih ur do preko
noCi. Za uspesnejSo ligacijo lasni¢nih konstruktov bi lahko poleg razli¢nih razmerij med
fragmenti in vektorjem ter razli¢no dolgo inkubacijo preizkusili tudi ligacijo na razli¢nih
temperaturah. V literaturi veckrat zasledimo priporocanje ligacije na 16 °C ali celo na 4 °C
(Aslanidis in Jong, 1990). Na ta nacin se delci gibajo poc¢asneje, kar bi lahko povecalo
ucinkovitost reakcije ter preprecilo nastajanje sekundarnih struktur med fragmenti. Pri
pridobljenih dveh rekombinantnih plazmidih z lasni¢no strukturo smo po transformaciji v
E. coli XL-1 blue z elektroporacijo opazili tudi mnogo manjSe Stevilo transformiranih
kolonij, za en konstrukt enajst, za drugega pa le Stiri. Tako je o€itno, da je ligacija treh
elementov zahtevnej$a in manj ucinkovita, prav tako pa so bakterijske celice tezje sprejele
vecje plazmide, ki so se tudi manj u€inkovito podvajali v njih. V¢asih smo zavrgli zrasle
kolonije po transformaciji, saj je bil kontrolni PCR na osnovi kolonij negativen za
prisotnost Zelenega vkljucka. TakSne kolonije so verjetno sprejele le plazmid brez Zelenih
vkljuckov, ki jim je omogocil prezivetje na gojis¢u z ampicilinom. Morda se je pojavil
problem tudi pri rezanju z encimom Bglll, saj je ta korak locil fragmente protismiselnih in
lasni¢nih konstruktov. V literaturi zasledimo tudi problemati¢nost odstranitve fosfata iz
linearnih koncev vektorja, saj je to lahko le deloma uspesno in se vektor lahko zlepi nazaj

brez vstavljenega vkljucka (Aslanidis in Jong, 1990).

Transformacija rekombinantnih plazmidov v kvasovke C. glabrata je bila zelo uspesna, saj

je na minimalnem gojiS¢u zraslo ogromno kolonij, ki so za rast potrebovale povprecno pet
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dni. V literaturi obstaja mnogo razli¢nih protokolov in nasvetov za transformacijo kvasovk
in tako smo v nasi raziskavi uporabili monovalentne katione Li* (litijev acetat), ki povecajo
uspesnost transformacije. Prav tako smo tekom procesa celice izpostavili PEG3350 in 15-
minutnemu temperaturnemu Soku na 42 °C (Kawai in sod., 2010). Ugotovili smo, da je
izbran protokol optimalen za transformacijo kvasovk C. glabrata.

.....

integracije rekombinantnega plazmida v genom kvasovke. Homologna rekombinacija je
bila ciljana, in sicer v 18S rDNA. Zapis za 18S rDNA je v genomu pomnozen mnogokrat
(Magee in sod., 1987), tako da disrupcija kak3nega zapisa celici ne 3kodi. Zeljen
rekombinantni plazmid se je v genom lahko vgradil ne le v eni, ampak v ve¢ kopijah, kar
lahko poveéa moznost delovanja RNAi orodja. V procesu preverjanja stabilnosti
integracije je kakSna kolonija izgubila plazmid, ampak ve€ina ga je ohranila stabilnega
tekom mnogih generacij. Po prenosu nazaj na selektivno gojis¢e YNB je prav tako kaksna
kolonija propadla zaradi nestabilnosti plazmida. Kolonije, ki so preZivele selekcijo med

.....

smatrali za stabilne transformante in jih shranili v laboratorijski zbirki.

Po ustvarjanju transformiranih sevov z vsem, kar predvidevamo, da je potrebno za
delovanje RNAI orodja v C. glabrata, pa je potrebno preveriti, ali smo dosegli Zeljen
ucinek, torej zmanjSanje izrazanja tarénih genov. Ker funkcije izbranih genov v raziskavi
Se niso karakterizirane, je preverjanje spremenjenega fenotipa v tem primeru otezeno.
Naslednji korak je zato za raziskavo reverzna transkripcija s sledeCo verizno reakcijo s
polimerazo (angl. reverse transcription polymerase chain reaction ali RT-PCR). To je
metoda, s katero pomnozimo tar¢ni odsek, zaznavanje produkta pa temelji na zaznavanju
fluorescence, ki naras¢a z nastankom novih dvovija¢nih molekul DNA. Na ta nacin lahko
preverimo nivo izrazanja posameznih genov preko prisotne mRNA tar¢nega gena, zato je
potrebno najprej izolirati skupno RNA in iz nje sintetizirati cDNA, ki jo uporabimo za
reakcijo (Erlich in sod., 1991). Kot rezultat RT-PCR pric¢akujemo signifikantno zmanjsanje
koncentracije mRNA tarénih genov pri vsaj kak$Snem od rekombinantnih sevov.

Pricakujemo tudi vecje utiSanje tarénih genov pri rekombinantnih sevih z lasni¢nim
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konstruktom v primerjavi s protismiselnim, saj je to opazil ze Drinnenberg s sod. (2009)
pri S. cerevisiae, prav tako pa je bilo isto opazeno pri predhodnih testin RNAI orodja v C.
glabrata v naSem laboratoriju s poro¢evalskima genoma ADE2 in URA3 (Ishchuk, 2013; Se

neobjavljeni rezultati).

Ko bomo odkrili rekombinantne seve, kjer bo RNAI orodje z vstavljenim konstruktom
signifikantno zmanjsalo izraZzanje tarCnega gena, je v nacrtu, da se z njimi izvedejo testi
prezivetja ¢loveSkih makrofagov in interakcij z ostalimi celicami imunskega sistema v
laboratoriju prof. Bernhard-a Hube-a na Hans Knoell Institute v Jeni v Nemc¢iji. Kasneje pa
se seve, ki bodo pokazali zmanjSano virulenco, lahko testira tudi na Zivalskih modelih v
miSih ali se z njimi izvede razli¢ne fenotipske teste, s katerimi bomo lahko ugotovili

virulen¢ni potencial izbranih genov C. glabrata ter funkcije le-teh.
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6 SKLEPI

Iz rezultatov te raziskave lahko sklepamo naslednje:

e |z izolirane genomske DNA kvasovke C. glabrata smo uspeSno pomnoZili vse
potrebne elemente (promotorji, smiselni in protismiselni deli ter terminatorji)

genov, ki smo jih potrebovali za ustvarjanje rekombinantnih plazmidov.

e Ligacija protismiselnih rekombinantnih plazmidov je uspeSnejSa od ligacije
lasni¢nih rekombinantnih plazmidov, saj sta v prvem primeru v reakcijo vkljucena

le en fragment in vektor, v drugem pa vektor ter dva fragmenta.

e Povprecna dolZina novonastalih rekombinantnih plazmidov je 11 459 bp.

e Novonastali rekombinantni sevi vsebujejo DCR1 in AGOL1 iz S. castellii ter stabilno
integrirane protismiselne ter lasni¢ne konstrukte, ki so potrebni za delovanje RNAi

orodja.

¢ Novi rekombinantni sevi morajo biti nadaljnjo testirani z g°PCR, da ugotovimo, ali

RNAI orodje deluje v primeru izbranih genov.
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7 POVZETEK

Candida glabrata je kvasovka, ki je vse do nedavnega bila znana kot relativno nepatogen
saprofit normalne c¢loveske mikrobne flore, v zadnjih tridesetih letih pa pogostost
kandidoz, povzroc¢enih z C. glabrata, narasc¢a. C. glabrata je bliznji sorodnik pekovske
kvasovke S. cerevisiae in oddaljeni sorodnik patogene kvasovke C. albicans, prav tako se
od njiju razlikuje v tem, da je C. glabrata haploidna, tako da znanih dejstev raziskav na
omenjenih kvasovkah ne moremo preprosto prenesti na C. glabrata. Kljub naras¢anju
incidence in visoki smrtnosti pa je znanih precej malo genov in mehanizmov, ki so
povezani z virulenco te kvasovke. V ta namen je v laboratoriju prof. Piskur Jureta v
procesu razvoj RNAI orodje, s katerim bomo lahko dobili vpogled v virulen¢ni potencial
C. glabrata. V tej raziskavi smo izbrali sedem genov, katerih funkcije Se niso znane, a
obstaja velika verjetnost, da so povezni z virulenco. Od njih smo izbrali dva gena, ki sta
imela signifikantno povecano izrazanje pri sevih, ki so bili odporni na visoke koncentracije
flukonazola, ter pet genov iz delecijskih eksperimentov, ki jih v C. glabrata niso mogli

izbrisati, v S. cerevisiae pa ti geni niso esencialni.

Za delujoce RNAI orodje v S. cerevisiae sta dovolj encima Dicer (gen DCR1) in Argonaut
(gen AGOL) ter vnos protismiselnih ali lasni¢nih konstruktov tarénih genov, kar povzroci
post-transkripcijsko utiSanje genov. V C. glabrata smo v seve z DCR1 in AGO1 Zeleli
vnesti protismiselne in lasni¢ne konstrukte izbranih genov in v ta namen smo pomnozili
potrebne elemente (promotorji, smiselni in protismiselni deli ter terminatorji) genov, ki
smo jih potrebovali za ustvarjanje rekombinantnih plazmidov. UspeSno smo ustvarili vseh
sedem protismiselnih konstruktov ter dva lasni¢na. Kot tezje premostljiv korak se je
izkazala predvsem ligacija protismiselnih konstruktov. Vseh devet nastalih rekombinantnih
plazmidov smo uspe$no transformirali v klini¢ni izolat in divji tip C. glabrata ter tako
ustvarili osemnajst novih rekombinantnih sevov. Ti sevi so pripravljeni za nadaljnje

raziskave z RT-PCR, kjer bomo preverili, ¢e je utiSanje tar¢nih genov z RNAi uspesno.
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PRILOGE

Priloga A prikazuje uporabljene oligonukleotidne zacetnike za pomnozitev elementov
(promotorji, smiselni in protismiselni deli ter terminatorji) tarnih genov z reakcijo PCR.
Za vsak gen smo za lasni¢ne konstrukte pomnozili vse Stiri elemente, za protismiselne pa

dva, saj imata oba konstrukta istega gena uporabljen isti terminator.

Priloga A: V raziskavi uporabljeni oligonukleotidni zacetniki za pomnozitev promotorjev,

smiselnih in protismiselnih delov tarénih genov ter terminatorjev

Legenda: (For) Levi oligonukleotidni zacetnik (Rev) Desni oligonukleotidni zacetnik (Ty,) Temperatura

taljenja oligonukleotidnih zacetnikov (L) Lasni¢ni konstrukt gena (P) Protismiselni konstukt gena

Oznaka Restrikcijsko | Funkcija in
Y oligonukleo- Sekvenca oligonukleotidnega Tm . inkcl)
Tar¢ni gen . L it o mesto za velikost PCR
tidnega zadetnika (5°-3") (°C) -
o encim produkta
zacetnika
CAGLOAO CACGCATGCCACGATCATGTT
05179 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
GTAGATCACTGTTCTGACATT
S KLZReV | ATCGAATAGATGTATG 61 943 bp
KL3 Eor CATACATCTATTCGATAATGT 61 Smiselni del z
CAGAACAGTGATCTAC zanko
TGGAGATCTCGGAACTTCTTA
KL4 Rev CCTTOATTTITCS 62 Bglll 418 bp
CCCAGATCTGGATAATCTGGA Protismiselni
KLS5 For CAATTGTTTCAAC 62 BOlll | el
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTCA
KL6ReV | +cAGAACAGTGATCTAC 63 348 bp
GTAGATCACTGTTCTGATGAG .
KL7 For CTCCTATGAAAACAAAAG 63 Terminator
CCCGCATGCCTTAGGAGTTTT
KL8 Rev GTAGTATATG 62 Sphi 300 bp
CAGLOAO CACGCATGCCACGATCATGTT
05179 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
CAATTGTCCAGATTATCCCATT
(P) KLOReV | ATCGAATAGATGTATG 61 961 bp
KL10 For CATACATCTATTCGATAATGG 61 Smiselni del z
GATAATCTGGACAATTG zanko
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTCA 381 bp
KLEReV | 1 AGAACAGTGATCTAC 63

(Se nadaljuje...)
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Nadaljevanje priloge A: V raziskavi uporabljeni oligonukleotidni za¢etniki

Oznaka Restrikcijsko Funkcija in
. oligonukleo- Sekvenca oligonukleotidnega Tm . nkcl)
Tar¢ni gen . . s o mesto za velikost PCR
tidnega zacetnika (5°-3") (°C) :
< encim produkta
zaCetnika
CAGLOF00 CACGCATGCCACGATCATGTT
495 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
CAACATAAGGCCGTATATGCA
L) KLILReV | T ATCGAATAGATGTATG 62 962 bp
KLL2 For CATACATCTATTCGATAATGC | 4 Smiselni del z
ATATACGGCCTTATGTTG zanko
GGGAGATCTCATCATTAACAT
KL3 Rev ACAATACCCTTGO 62 Bglll 418 bp
TCTAGATCTTTTACCAACCGT Protismiselni
KLI4For | 1 ATGATGGCAGC 62 Bylll del
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTC
KLISReV | ACATATACGGCCTTATGTTG | o 348 bp
CAACATAAGGCCGTATATGTG )
KL16 For AGCTCCTATGAAAACAAAAG | Terminator
CCCGCATGCCTTAGGAGTTTT
KL8 Rev CTAGTATATG 62 sphl 300 bp
CAGLOF00 CACGCATGCCACGATCATGTT
495 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
CATCATAACGGTTGGTAAACA
(P) KLITReV | T ATCGAATAGATGTATG 61 961 bp
KL18 For CATACATCTATTCGATAATGT | 4 Smiselni del z
TTACCAACCGTTATGATG zanko
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTC 381 bp
KLS Rev ATCAGAACAGTGATCTAC 63
CAGLOMO CACGCATGCCACGATCATGTT
50499 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
GAATTGTAAGACCCCAAACCA
L) KL2TReV | 11 ATCGAATAGATGTATG 62 962 bp
KL28 For CATACATCTATTCGATAATGG | 4, Smiselni del z
TTTGGGGTCTTACAATTC zanko
TATAGATCTACCCACCCAAAA
KL29ReV | CAncAcCoTo 61 Bglll 447 bp
CGGGAGATCTATCATAAACAT Protismiselni
KL30 F 62 Bglll
| TACCTTTCTCAGAC g del
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTC
KL3LReV | A GTTTGGGGTCTTACAATTC | O 369 bp
GAATTGTAAGACCCCAAACTG .
KL32For | AGCTCCTATGAAAACAAAAG | & Terminator
KLE Rev CCCGCATGCCTTAGGAGTTTT | sphl 322 bp

GTAGTATATG

(Se nadaljuje...)
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Nadaljevanje priloge A: V raziskavi uporabljeni oligonukleotidni zadetniki

Oznaka Restrikcijsko Funkcija in
. oligonukleo- Sekvenca oligonukleotidnega Tm . inxcl)
Tar¢ni gen A . s o o mesto za velikost PCR
tidnega zacetnika (5°-3") (°C) :
N, encim produkta
zaCetnika
CAGLOMO CACGCATGCCACGATCATGTT
50499 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
GAAAGGTAATGTTTATGATCA
(P) KL33 Rev TTATCGAATAGATGTATGTAT | 61 962 bp
G
CATACATACATCTATTCGATA Smiselni del z
KL34 For ATGATCATAAACATTACCTTT | 61
C zanko
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTC 385 bp
KL3LReV | ATCAGAACAGTGATCTAC 63
CAGLOM1 CACGCATGCCACGATCATGTT
1748g KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
GCAAGTCCGAAATCACACATT
L) KL3SReV | ATCGAATAGATGTATG 62 960 bp
CATACATCTATTCGATAATGT Smiselni del z
KL36 For GTGATTTCGGACTTGC 62 zanko
TTTAGATCTGATGAGCCAATG
KL37 Rev CATCTGCTGOG 63 Bglll 468 bp
CATAGATCTCGGCTCGACAGT Protismiselni
KL38 For CTTGAATOTTTO 63 Bglll del
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTC
KLIIReV | ATGTGATTTCGGACTTGC 64 390 bp
GCAAGTCCGAAATCACATGA .
KLaOFor | certecTaTGAAAACAAAAG | & Terminator
CCCGCATGCCTTAGGAGTTTT
KL8 Rev GTAGTATATG 62 Sphi 320 bp
CAGLOM1 CACGCATGCCACGATCATGTT
1748g KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
GATTCAAGACTGTCGAGCCGC
®) KLALReV | ATTATCGAATAGATGTATG 65 963 bp
KL42 For CATACATCTATTCGATAATGC | Smiselni del z
GGCTCGACAGTCTTGAATC zanko
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTC 381 bp
KL3IReV | ATCAGAACAGTGATCTAC 63
CAGLOCO CACGCATGCCACGATCATGTT
03639 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
CACAGACTGAACAGGTACATT
L) KLASReV | ATCGAATAGATGTATG 62 960 bp
CATACATCTATTCGATAATGT Smiselni del z
KLA4For | A CCTGTTCAGTCTGTG 62 zanko
TGTAGATCTTGCCTGGCTGTT
KL45 Rev GITGOATIGE 63 Bglll 466 bp
CCTAGATCTGTCGAAGCTCTG Protismiselni
KLd6For | rereTTTGTG 63 Bylll del

(Se nadaljuje...)
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Nadaljevanje priloge A: V raziskavi uporabljeni oligonukleotidni zadetniki

Oznaka Restrikcijsko Funkcija in
" oligonukleo- Sekvenca oligonukleotidnega Tm . inxcl)
Tar¢ni gen A . s o o mesto za velikost PCR
tidnega zadetnika (57-3") (°C) :
N encim produkta
zacCetnika
CAGLOCO CTTTTGTTTTCATAGGAGCTCA
0363g KL4TReV |+ ACCTGTTCAGTCTGTG 64 389 bp
CACAGACTGAACAGGTATGAG )
L) KLABFOr | o1CCTATGAAAACAAAAG 64 Terminator
CCCGCATGCCTTAGGAGTTTT
KL8 Rev CTAGTATATG 62 Sphl 320 bp
CAGLOCO CACGCATGCCACGATCATGTT
03639 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
CAAACACACAGAGCTTCGACC
) KLASReV | L TTATCGAATAGATGTATG o4 963 bp
KL50For | CATACATCTATTCGATAATGG | 4, Smiselni del z
TCGAAGCTCTGTGTGTTTG zanko
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTCA 381 bp
KLATReV | T ACCTGTTCAGTCTGTG 64
CAGLOML CACGCATGCCACGATCATGTT
29479 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
GTACCTGTATGCGTAGGCATT
L) KLSLReV | ATCGAATAGATGTATG 63 960 bp
KL52 For | CATACATCTATTCGATAATGC | 44 Smiselni del z
CTACGCATACAGGTAC zanko
GGGAGATCTATTTGGTGCCAA
KLS3Rev | o 2ot o hee 62 Bglll 467 bp
CTCAGATCTGGTCTGGGTTTG Protismiselni
KLSAFOr | GAAACTTTCTG 63 Bylll del
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTCA
KLSSReV | T ACGCATACAGGTAC 65 391 bp
GTACCTGTATGCGTAGGTGAG )
KL56 For CTCCTATGAAAACAAAAG 65 Terminator
CCCGCATGCCTTAGGAGTTTT
KL8 Rev CTAGTATATG 62 Sphl 320 bp
CAGLOML CACGCATGCCACGATCATGTT
20479 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
GTTTCCAAACCCAGACCCATT
(P) KLSTREV | ATCGAATAGATGTATG 63 960 bp
KLsg For | CATACATCTATTCGATAATGG | 44 Smiselni del z
GTCTGGGTTTGGAAAC zanko
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTCA 381 bp
KLSSReV | ccTACGCATACAGGTAC 65
CAGLOLO5 CACGCATGCCACGATCATGTT
434 KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
GGTACCGTCTTTGAAAGCATT
L) KLSOReV | A TCGAATAGATGTATG 62 960 bp
CATACATCTATTCGATAATGCT Smiselni del z
KLBOFor | o AAAGACGGTACC 62 zanko

(Se nadaljuje...)
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Nadaljevanje priloge A: V raziskavi uporabljeni oligonukleotidni zadetniki

Oznaka Restrikcijsko Funkcija in
. oligonukleoti Sekvenca oligonukleotidnega Tm . inxcl)
Tar¢ni gen . s o mesto za velikost PCR
dnega zacetnika (5°-3") (°C) :
e encim produkta
zacetnika
CAGLOLO TTTAGATCTACTGACATAGGC
5434 KL61 Rev TGGCTAGAGE 62 Bglll 466 bp
TCTAGATCTATAGCGCGACAG Protismiselni
KL62 F 62 Bglll
L o | ACTTACCTAG 9 del
CTTTTGTTTTCATAGGAGCTCA
KLB3ReV | c1TTCAAAGACGGTACC 64 389 bp
GGTACCGTCTTTGAAAGTGAG .
KL65 For CTCCTATGAAAACAAAAG 64 Terminator
CCCGCATGCCTTAGGAGTTTT
KL8 Rev GTAGTATATG 62 Sphi 320 bp
CAGLOLO CACGCATGCCACGATCATGTT
5434g KL1 For TGAAATTGTAG 62 Sphi Promotor
GTAAGTCTGTCGCGCTATCATT
(P) KLBBReV | A TCGAATAGATGTATG 64 961 bp
CATACATCTATTCGATAATGA Smiselni del z
KLB7For | 1A GCGCGACAGACTTAC 64 zanko
KL63 Rev CTTTTGTTTTCATAGGAGCTCA | . 381 bp

CCTACGCATACAGGTAC
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V prilogi B so prikazane sekvence protismiselnih in lasni¢nih vkljuckov, ki smo jih Zeleli
ustvarili v tej raziskavi. Protismiselni vkljucki vsebujejo promotor PGK1, protismiselni del
tarénega gena ter terminator CYC1. Lasni¢ni vkljucki vsebujejo promotor PGK1, smiselni
del tar¢nega gena, zanko, protismiselni del tar¢nega gena ter terminator CYC1. Vkljucki, ki

smo jih uspeli ustvariti, so bili vstavljeni v vektor z ligacijo.

Priloga B: Sekvence protismiselnih in lasni¢nih vkljuckov tar¢nih genov

1. Sekvenca za lasni¢ni vkljuc¢ek gena CAGLOA00517¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGTCAGAACA
GTGATCTACGACAACATCGTACTGAACTCCACAGCCTTCGAGAACAAAGACTA
CAAGGACCCCAACAACTACAACTCCATCGATGACTCACAGCCAAGACGCCTGA
TCAGAAGAATTACCCAAACTTTGCAGAAGAAGAAACCAGACGACGAGGAAAA
CCTGCTAGCCCATGCAGCTGAGGGCAGACAGGAACCTTACATCGGCTCAAAGA
CTGAAACAGCACTGCTATCCTTGGCCAGAAAGTCCTTCGGCTTGAAATTTGGC
GCTTTGCAATCCTTCAGAGGACACCCTGAAAAACTACCGACCGTTGAAACAAT
TGTCCAGATTATCCCATTTGAAAGCTCCAGAAAATGGTCCGCTATTGTGGTAA
AACTAAATAGCAACAAGGAAAATGAAGGTAAGAAGTTCCGAGATCTGGATAA
TCTGGACAATTGTTTCAACGGTCGGTAGTTTTTCAGGGTGTCCTCTGAAGGATT
GCAAAGCGCCAAATTTCAAGCCGAAGGACTTTCTGGCCAAGGATAGCAGTGCT
GTTTCAGTCTTTGAGCCGATGTAAGGTTCCTGTCTGCCCTCAGCTGCATGGGCT
AGCAGGTTTTCCTCGTCGTCTGGTTTCTTCTTCTGCAAAGTTTGGGTAATTCTTC
TGATCAGGCGTCTTGGCTGTGAGTCATCGATGGAGTTGTAGTTGTTGGGGTCCT
TGTAGTCTTTGTTCTCGAAGGCTGTGGAGTTCAGTACGATGTTGTCGTAGATCA
CTGTTCTGATGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAGTC
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ATAACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGAG
ACTATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAAAA
CTATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAGAA

ATTTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGGTG
TGAATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

2. Sekvenca za protismiselni vklju¢ek gena CAGLOA00517g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGGGATAATC
TGGACAATTGTTTCAACGGTCGGTAGTTTTTCAGGGTGTCCTCTGAAGGATTGC
AAAGCGCCAAATTTCAAGCCGAAGGACTTTCTGGCCAAGGATAGCAGTGCTGT
TTCAGTCTTTGAGCCGATGTAAGGTTCCTGTCTGCCCTCAGCTGCATGGGCTAG
CAGGTTTTCCTCGTCGTCTGGTTTCTTCTTCTGCAAAGTTTGGGTAATTCTTCTG
ATCAGGCGTCTTGGCTGTGAGTCATCGATGGAGTTGTAGTTGTTGGGGTCCTTG
TAGTCTTTGTTCTCGAAGGCTGTGGAGTTCAGTACGATGTTGTCGTAGATCACT
GTTCTGATGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAGTCAT

AACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGAGAC
TATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAAAACT
ATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAGAAAT

TTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGGTGTG
AATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

3. Sekvenca za lasni¢ni vkljucek gena CAGLOF00495¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC



Bojanovic¢ K. Uporaba RNAIi orodij za odkrivanje virulen¢nih genov kvasovke Candida glabrata.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2013

ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGCATATACG
GCCTTATGTTGACGAAATATATGATGCAATTATTGAGTTTTTTCGATTTGAGAA
CTTACAGGTCACAATATTATCTGTTATAAATTCTCTATGTTATGCACTAAAAGG
TGAGTTTAAAAGATTTATCCCTTTAACTTTAAATTTATTGTTAGGAGTTCTAGA
AAAAGATCGTTCAGCTGGAAGAGAAAACTCAATTAGAGTTCTTCAGTCTTTTG
TGATATTTGACACAAATCTAGAGTTGTATGCTCATACTATATTACCATCAATAT
TAAAACTTACTGAATTTTCTACCGGCCATCTTAGAAAGGCTGCCATCATAACG
GTTGGTAAACTTTCAAAATGTATTAATTTATCAGAGATGGCGTCACGAATAGTT
CACTCATTGGCAAGGGTATTGTATGTTAATGATGAGATCTTTTACCAACCGTTA
TGATGGCAGCCTTTCTAAGATGGCCGGTAGAAAATTCAGTAAGTTTTAATATT
GATGGTAATATAGTATGAGCATACAACTCTAGATTTGTGTCAAATATCACAAA
AGACTGAAGAACTCTAATTGAGTTTTCTCTTCCAGCTGAACGATCTTTTTCTAG
AACTCCTAACAATAAATTTAAAGTTAAAGGGATAAATCTTTTAAACTCACCTTT
TAGTGCATAACATAGAGAATTTATAACAGATAATATTGTGACCTGTAAGTTCT
CAAATCGAAAAAACTCAATAATTGCATCATATATTTCGTCAACATAAGGCCGT
ATATGTGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAGTCATAA

CATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGAGACTA
TAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAAAACTAT
CCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAGAAATTT

TCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGGTGTGAA
TACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

4. Sekvenca za protismiselni vklju¢ek gena CAGLOF00495g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
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AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGTTTACCAA
CCGTTATGATGGCAGCCTTTCTAAGATGGCCGGTAGAAAATTCAGTAAGTTTT
AATATTGATGGTAATATAGTATGAGCATACAACTCTAGATTTGTGTCAAATATC
ACAAAAGACTGAAGAACTCTAATTGAGTTTTCTCTTCCAGCTGAACGATCTTTT
TCTAGAACTCCTAACAATAAATTTAAAGTTAAAGGGATAAATCTTTTAAACTC
ACCTTTTAGTGCATAACATAGAGAATTTATAACAGATAATATTGTGACCTGTA
AGTTCTCAAATCGAAAAAACTCAATAATTGCATCATATATTTCGTCAACATAA
GGCCGTATATGTGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAG

TCATAACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAG
AGACTATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAA
AACTATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAG

AAATTTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGG
TGTGAATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

5. Sekvenca za lasni¢ni vkljucek gena CAGLOMO05049¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGGTTTGGGG
TCTTACAATTCTAGATGCAGTTGAGCGTAACTTCTCCGCTCCAATTGATGGTAA
ACCAGGTTGGTTAGCCATGAGTCAAGGTATCTTTAATACTATGTACGCAAGAT
GGGACATGCAAAGTTGTAATGGTGGTCTAAGATGGCAAATTTTCACTTGGAAT
AGTGGCTACAATTATAAAAACACTATTTCAAATGCATGTCTATTCCAGATCGCT
GCTAGATTGGGTAGGTACACCGGTAACACCACTTATTTAGATGTTGCAGAAAG
AGTCTTTGATTGGCTTGTTGGTGTTGGTTACATTGTATTGTCTGAGAAAGGTAA
TGTTTATGATGGTGCCAAGGTTGAGGATAACTGTACTGACATCACCGCTATTG
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AATGGACTTATAACCACGGTGTTGTTTTGGGTGGGTAGATCTATCATAAACATT
ACCTTTCTCAGACAATACAATGTAACCAACACCAACAAGCCAATCAAAGACTC
TTTCTGCAACATCTAAATAAGTGGTGTTACCGGTGTACCTACCCAATCTAGCAG
CGATCTGGAATAGACATGCATTTGAAATAGTGTTTTTATAATTGTAGCCACTAT
TCCAAGTGAAAATTTGCCATCTTAGACCACCATTACAACTTTGCATGTCCCATC
TTGCGTACATAGTATTAAAGATACCTTGACTCATGGCTAACCAACCTGGTTTAC
CATCAATTGGAGCGGAGAAGTTACGCTCAACTGCATCTAGAATTGTAAGACCC
CAAACTGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAGTCATAA

CATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGAGACTA
TAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAAAACTAT
CCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAGAAATTT

TCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGGTGTGAA
TACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

6. Sekvenca za protismiselni vklju¢ek gena CAGLOMO05049¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGATCATAAA
CATTACCTTTCTCAGACAATACAATGTAACCAACACCAACAAGCCAATCAAAG
ACTCTTTCTGCAACATCTAAATAAGTGGTGTTACCGGTGTACCTACCCAATCTA
GCAGCGATCTGGAATAGACATGCATTTGAAATAGTGTTTTTATAATTGTAGCC
ACTATTCCAAGTGAAAATTTGCCATCTTAGACCACCATTACAACTTTGCATGTC
CCATCTTGCGTACATAGTATTAAAGATACCTTGACTCATGGCTAACCAACCTGG
TTTACCATCAATTGGAGCGGAGAAGTTACGCTCAACTGCATCTAGAATTGTAA
GACCCCAAACTGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAGT

CATAACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGA
GACTATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAAA
ACTATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAGA

AATTTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGGT
GTGAATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG
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7. Sekvenca za lasni¢ni vklju¢ek gena CAGLOM11748¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGTGTGATTTC
GGACTTGCAAGAATCCAGGACCCACAGATGACAGGCTACGTCTCCACAAGATA
CTACAGAGCCCCCGAAATCATGTTAACTTGGCAGAAATACGACGTCGAGGTCG
ACATATGGTCCGCAGGGTGCATCTTTGCCGAGATGATAGAAGGTAAACCTTTG
TTTCCAGGTAAAGACCACGTCCACCAATTCTCCATCATTACTGATCTGTTGGGT
TCTCCTCCAAGTGATGTCATTGACACCATCTGTTCTGAAAACACATTGAAGTTC
GTCACTTCTTTACCACATAGAGACCCTATTCCATTCTCTGAAAGATTCAAGACT
GTCGAGCCGGACGCAGTTGACCTACTGGAAAAAATGCTGGTATTTGATCCAAA
GAAGAGAATTACCGCAGCAGATGCATTGGCTCATCAGATCTCGGCTCGACAGT
CTTGAATCTTTCAGAGAATGGAATAGGGTCTCTATGTGGTAAAGAAGTGACGA
ACTTCAATGTGTTTTCAGAACAGATGGTGTCAATGACATCACTTGGAGGAGAA
CCCAACAGATCAGTAATGATGGAGAATTGGTGGACGTGGTCTTTACCTGGAAA
CAAAGGTTTACCTTCTATCATCTCGGCAAAGATGCACCCTGCGGACCATATGTC
GACCTCGACGTCGTATTTCTGCCAAGTTAACATGATTTCGGGGGCTCTGTAGTA
TCTTGTGGAGACGTAGCCTGTCATCTGTGGGTCCTGGATTCTTGCAAGTCCGAA
ATCACATGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAGTCATA

ACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGAGACT
ATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAAAACTA
TCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAGAAATT

TTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGGTGTGA
ATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

8. Sekvenca za protismiselni vklju¢ek gena CAGLOM11748¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
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ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGCGGCTCGA
CAGTCTTGAATCTTTCAGAGAATGGAATAGGGTCTCTATGTGGTAAAGAAGTG
ACGAACTTCAATGTGTTTTCAGAACAGATGGTGTCAATGACATCACTTGGAGG
AGAACCCAACAGATCAGTAATGATGGAGAATTGGTGGACGTGGTCTTTACCTG
GAAACAAAGGTTTACCTTCTATCATCTCGGCAAAGATGCACCCTGCGGACCAT
ATGTCGACCTCGACGTCGTATTTCTGCCAAGTTAACATGATTTCGGGGGCTCTG
TAGTATCTTGTGGAGACGTAGCCTGTCATCTGTGGGTCCTGGATTCTTGCAAGT
CCGAAATCACATGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAG

TCATAACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAG
AGACTATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAA
AACTATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAG

AAATTTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGG
TGTGAATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

9. Sekvenca za lasni¢ni vkljucek gena CAGLC00363¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
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AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGTACCTGTTC
AGTCTGTGTTACGGTCCCAACACCAAGATCCAGTGTGTGTACAAGCCCGACAC
CAAGATCACCCCGGATGACCTGGACAAGGACGACGCCGGCACGTACTCTTACA
AGTTCGACATCCAGTCCTCGGTGGTCGGATCAGGACAGTTCTACGTGCAAGTG
TTCGCCTGGGTCGACGGCCAGGGTTACACGCTGCACTACACCCCAAGAATCGA
GCTGACCAACATGGGCGGACCAACTACTTTCGAACTGCTGACCTACACCGACA
CCATCCAGCCAGTGCCGCAGACTTCCATCAGAACAGGTACCGACACAAACACA
CAGAGCTTCGACGCAAGCAGTGTCTACAGCTTGCCTTACACTGAGCAAACCTT
GAAGACTAGAGTCGCTCCAATCCAACAACAGCCAGGCAAGATCTGTCGAAGCT
CTGTGTGTTTGTGTCGGTACCTGTTCTGATGGAAGTCTGCGGCACTGGCTGGAT
GGTGTCGGTGTAGGTCAGCAGTTCGAAAGTAGTTGGTCCGCCCATGTTGGTCA
GCTCGATTCTTGGGGTGTAGTGCAGCGTGTAACCCTGGCCGTCGACCCAGGCG
AACACTTGCACGTAGAACTGTCCTGATCCGACCACCGAGGACTGGATGTCGAA
CTTGTAAGAGTACGTGCCGGCGTCGTCCTTGTCCAGGTCATCCGGGGTGATCTT
GGTGTCGGGCTTGTACACACACTGGATCTTGGTGTTGGGACCGTAACACAGAC
TGAACAGGTATGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAGT

CATAACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGA
GACTATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAAA
ACTATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAGA

AATTTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGGT
GTGAATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

10. Sekvenca za protismiselni vkljucek gena CAGLC00363¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGGTCGAAGC
TCTGTGTGTTTGTGTCGGTACCTGTTCTGATGGAAGTCTGCGGCACTGGCTGGA
TGGTGTCGGTGTAGGTCAGCAGTTCGAAAGTAGTTGGTCCGCCCATGTTGGTC
AGCTCGATTCTTGGGGTGTAGTGCAGCGTGTAACCCTGGCCGTCGACCCAGGC
GAACACTTGCACGTAGAACTGTCCTGATCCGACCACCGAGGACTGGATGTCGA
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ACTTGTAAGAGTACGTGCCGGCGTCGTCCTTGTCCAGGTCATCCGGGGTGATCT
TGGTGTCGGGCTTGTACACACACTGGATCTTGGTGTTGGGACCGTAACACAGA
CTGAACAGGTATGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAG

TCATAACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAG
AGACTATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAA
AACTATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAG

AAATTTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGG
TGTGAATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

11. Sekvenca za lasni¢ni vklju¢ek gena CAGLOM12947¢

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGCCTACGCA
TACAGGTACTATACCACTGGTGCGCTGAAAGGTGTTAAACTGCCTAGGACAAT
CTTACTGGGTGTAGTCTCTATGGTTATTATGAGAAATGTTGCGGCAAAGATAG
CCTGGGACAAAGAGTTAAAGAAACTGGATCCTAGCGGTGAATTGAAGCAAAA
CTACAAAAGTGCTCATAAGACAGTTGATGACGTCTCCTTGTCAGACAACAGCA
CTTCTGTTCAAAAGAAATATGGTATGATGAAATTCTTGAAATACAGGACGGCA
CCAAGGTGGGCTATGTATTTTGAAGGTACTTATCAACACCCCGACAGAAAGTT
TCCAAACCCAGACCAGATGGTGCAGGATCTCAAAGGTAGCCGCAGAGCATTTC
CACCGTTTTTCTCAAAGGCTGATAAATTTTGGCACCAAATAGATCTGGTCTGGG
TTTGGAAACTTTCTGTCGGGGTGTTGATAAGTACCTTCAAAATACATAGCCCAC
CTTGGTGCCGTCCTGTATTTCAAGAATTTCATCATACCATATTTCTTTTGAACA
GAAGTGCTGTTGTCTGACAAGGAGACGTCATCAACTGTCTTATGAGCACTTTTG
TAGTTTTGCTTCAATTCACCGCTAGGATCCAGTTTCTTTAACTCTTTGTCCCAGG
CTATCTTTGCCGCAACATTTCTCATAATAACCATAGAGACTACACCCAGTAAG
ATTGTCCTAGGCAGTTTAACACCTTTCAGCGCACCAGTGGTATAGTACCTGTAT
GCGTAGGTGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAGTCAT
AACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGAGAC
TATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAAAACT
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ATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAGAAAT
TTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGGTGTG
AATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

12. Sekvenca za protismiselni vkljucek gena CAGLOM12947¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGGGTCTGGG
TTTGGAAACTTTCTGTCGGGGTGTTGATAAGTACCTTCAAAATACATAGCCCAC
CTTGGTGCCGTCCTGTATTTCAAGAATTTCATCATACCATATTTCTTTTGAACA
GAAGTGCTGTTGTCTGACAAGGAGACGTCATCAACTGTCTTATGAGCACTTTTG
TAGTTTTGCTTCAATTCACCGCTAGGATCCAGTTTCTTTAACTCTTTGTCCCAGG
CTATCTTTGCCGCAACATTTCTCATAATAACCATAGAGACTACACCCAGTAAG
ATTGTCCTAGGCAGTTTAACACCTTTCAGCGCACCAGTGGTATAGTACCTGTAT
GCGTAGGTGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTTAGTCAT

AACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGAGAC
TATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTAAAAACT
ATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTTAGAAAT

TTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTAGGTGTG
AATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

13. Sekvenca za lasni¢ni vklju¢ek gena CAGLOL05434¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
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CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTATGGCAGTGTGGCAATGTGAAG
CAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGATGCTTGCAAAAAGTTGGGAC
CACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAGCGAATGAAGAAAAAAAGGA
AAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCAATTTTTGTAGCGGCATGATT
AGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCTATTCGATAATGCTTTCAAA
GACGGTACCATCCCATGCTCCCAGTTCCCAAACGTGGACAACGTTGTCGCTGT
CGACTGGGTCGGCCTGGGTGGCTGGGCCTCCGTCATGAACTTCGACGGCTCCT
ACGGCCAGTCCTGTTCCGACGGCTTATACTGCTCTTATGCTTGTAAGCCCGGTT
ACTCCAAGACCCAGTGGCCTTCCGAACAACCTTCCGACGGTAAAGCCATCGGT
GGTCTGCTGTGTAAGAACGGTTACTTGTACCGTACCAACACCAACGCTGACTC
CCTATGTCAGCAGGACATCCAATCCGCTAACGCCAAGAACACCCTAGGTAAGT
CTGTCGCGCTATGTAGAACCGACTACCCGGGCTCTGAGAACATGGTCGTCCCA
ACTGTCGTGGACGCCGGCTCTAGCCAGCCTATGTCAGTAGATCTATAGCGCGA
CAGACTTACCTAGGGTGTTCTTGGCGTTAGCGGATTGGATGTCCTGCTGACATA
GGGAGTCAGCGTTGGTGTTGGTACGGTACAAGTAACCGTTCTTACACAGCAGA
CCACCGATGGCTTTACCGTCGGAAGGTTGTTCGGAAGGCCACTGGGTCTTGGA
GTAACCGGGCTTACAAGCATAAGAGCAGTATAAGCCGTCGGAACAGGACTGG
CCGTAGGAGCCGTCGAAGTTCATGACGGAGGCCCAGCCACCCAGGCCGACCC
AGTCGACAGCGACAACGTTGTCCACGTTTGGGAACTGGGAGCATGGGATGGTA
CCGTCTTTGAAAGTGAGCTCCTATGAAAACAAAAGGAAAAATCACGCATTTTT

AGTCATAACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATTTTTTTCTCTTCTAAAGGAATA
AGAGACTATAACCTCTTATCACAAAATTTATCTCAATATTCCATCGGACTACTA
AAAACTATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGACTTCAATTCTTCATGATGATTT

AGAAATTTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTATATATATCTAATACACACCCTA
GGTGTGAATACAAAACTACATGTACATATACTACAAAACTCCTAAG

14. Sekvenca za protismiselni vkljucek gena CAGLOL05434¢g

CACGATCATGTTTGAAATTGTAGTATTCTATTGTTTGTATCGTCTTGTATCGTAG
TATCGTCTTGTATCGTTGTAATTGTTATATCGTACTCTGACAGTTCAAACCCAC
CAGCTAATAATATATATTACAAGCGCCGATAAGGGTAGTAAAGAGGGACAGA
GAGGGGAGGGTAGGGGGTGCAGAGAAATTAGACGGTTAGCCATCATATACGC
ATATACGAATATTTATAGTATTACTTTACACGGCTGTGGTCGTCGTGACGACCA
CAGCCGTGTATAATAACAAAAAGCAGTTAACAAATAATAGCAAACGGTACAC
ATGTGACTACCACGTATTGTATGCTTTACGGGTGACAAGAAAAGGAAACCCCG
CCAAGATACGTGCAAGACGAGAATACCAGCTTTCTGCTTTTCTTTCTTCTTCCT
CGATTTAATGGCTGGGGGGGAACTGTGAGATTACCATGACACCCGTGCACCCC
CGGACTCCACTAGGGGAAGCATCCAGGTCGGGTGGGAGTGAGAGGGGGAATC
GGGCAACTGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCTCTAGGAGAAGCCCTAGG
AGAAGCAAAGGGGAAGCCCAAAGAGGGACAAGCGCAGGCCACTACAGTAAC
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AAAGACAGGAAGCCCAAAAGATCGCACCTTCCAGTCCATCGCCTTCCCCCATT
GTCATATGGCAGTTTATAGCAGTGTGGCAGTAT
GGCAGTGTGGCAATGTGAAGCAGTGTGCAATACTTCCAAAGTGGATAATGTGA
TGCTTGCAAAAAGTTGGGACCACCAATGCTGTAGAGACAATGGGATACCCTAG
CGAATGAAGAAAAAAAGGAAAACGAAAAAAATTTGTATATAAAGCAGAGGCA
ATTTTTGTAGCGGCATGATTAGTTGTCAATTGGCAAGACGGCATACATACATCT
ATTCGATAATGATAGCGCGACAGACTTACCTAGGGTGTTCTTGGCGTTAGCGG
ATTGGATGTCCTGCTGACATAGGGAGTCAGCGTTGGTGTTGGTACGGTACAAG
TAACCGTTCTTACACAGCAGACCACCGATGGCTTTACCGTCGGAAGGTTGTTC
GGAAGGCCACTGGGTCTTGGAGTAACCGGGCTTACAAGCATAAGAGCAGTAT
AAGCCGTCGGAACAGGACTGGCCGTAGGAGCCGTCGAAGTTCATGACGGAGG
CCCAGCCACCCAGGCCGACCCAGTCGACAGCGACAACGTTGTCCACGTTTGGG
AACTGGGAGCATGGGATGGTACCGTCTTTGAAAGTGAGCTCCTATGAAAACAA
AAGGAAAAATCACGCATTTTTAGTCATAACATCCCTCAGTAAGGGCTATTTATT
TTTTTCTCTTCTAAAGGAATAAGAGACTATAACCTCTTATCACAAAATTTATCT
CAATATTCCATCGGACTACTAAAAACTATCCCCCACCCATATTTATTTTTTTGA
CTTCAATTCTTCATGATGATTTAGAAATTTTCAATCTGTTATATCTATTAAGTAT
ATATATCTAATACACACCCTAGGTGTGAATACAAAACTACATGTACATATACT
ACAAAACTCCTAAG
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