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,QVWLWXW 5XyHU % R&alSR YO000 Zégteld HQLPND FH

Nudix-dipeptidilpeptidaza 1l je biljnienzim sGYRMQRP KLGURODJiQeRtBiIFDNWLY Q
peptidazom (DPP III) i fosfataznom (Nudix). iBkemijski su okarakterizirani homoloz
mahovine(Physcomitrella patens X U R p @AvaDitbpsis thaliany C-terminalna domena

RED KRPRORJD SUHGVWDYOMD DWLSLpQX '33 ,,, V RE]JLURP
XPMHVWR KHNVDSHSWLGD +(;;*+ X WLSLpQLP '33 ,,, WH M
VXSVWUDWLPD X XVSRUBMGEMW VD HRNLPHIE IGR UG GRPHQD
nadporodice Nudix proteina8 W'Y U y HI@NRidi #bmena ima fosfataznu aktivhgesema
supstratimaizopententdifosfau i dimetilalil-difosfatu, prekursonma u sintezi izoprenoida

)X QNFLRQDO Qjinfa naviitantaéna Ynar@virke patenskoje ne eksprimiraju ovaj

enzim pokazano je da on sudjeluje u metabolizntjnih hormonacitokinina. Preliminarni

rezultati analize ekspresije gena u mahovini u prisutnosti stresora sugerieajaiaNudix-

DPP Il SUIGMHOXMH X RGJRYRUX ELOMDNGEjskp &ireS) ' WONO MXKEBOR \
SUHGORAHQ MH qlibsfayl RYRBKIQGVWHRILMID |JD QRYRSURQDYHQX |
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ABSTRACT

Biochemical characterization of a dual enzymatic activity hydrolase from moss
Physcomitrella patens

=ULQND .DUDpLU
5XyHU %RaNRYLU ,QVWLWXWH %LMHQLpND FHVWD

Nudix-dipeptidyl peptidase Il is a plant enzyme with dual hydrolase actidipeptidyt
peptidase 1l (DPP 1) and phosphatase (Nudkpmologues from mos&hyscomitrella
pateng and angiosperrfArabidopsis thalianpwere biochemically characterize@-terminal
doman of both homologues represents an atypical DPP Ill consgleéhe active site
(pentapeptide HEXXH instead of hexapeptide HEXXGH in typical DPPs lll), aisdlass
active towards synthetic supstrathan typical, formerly characterized DPPs Nkterminal
domain is a ramber of Nudix superfamyl It was estabihed thait has phosphatase activity
towards isopentenydiphosphate and dimethylgl-diphosphate precursors in isoprenoid
sythesis Functional research on moBs patensknock-out mutants showed that this enzyme
is involved in cytokinin metabolisnPrdiminary analysis of gene expression in the presence
of stressors suggesthat NudixDPP Il enzyme is involved in plant response to stress
(drought, salt and oxidative stresskinally, the name isopentenyl diphosphate
phosphohydrolase is suggested far hewly identified enzyme activity.
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Thesis deposited in Central Chemical Librabyprvatovac 102A, Zagreb, Croatia and
National and University Library, Hrvatske bratsk¢egmice 4, Zagreb, Croatia.

Keywords: Nudix hydrolase/dipeptidytpeptidase [ll/Physcomitrella paterisisopenteny
diphosphate

Supervisor: DrBranka Salopek Sondgenior Scientist
Thesis acceptedune &' 2018
Reviewers

Dr. Jasmina Rokov PlaveAssistant Professor

Dr. ,YDQD /H apRarach@ssbLiate
Dr. aHO M ND 9CitkdR,AssoclateProfessor

=ULQND .DUDbDpLU Doctoral disertation






8§ 1 Uvod 1

§ 1. UVOD

Nudix-dipeptiditpeptidaza Ill je enzim prvi putapisan 2013. godine uaboratoriju za

celularnu biokeniju InstitutaR Xy H U % R BaaR €/ ikpitana peptidazna aktivnost proteina

iz mahovinePhyscomitrella patens WH MH SRND]DQR G DBpeytidadliL,LNakbp R GLS
D WL S.LigarieMiako VO L p Q RV \&eliriBke Lsgrénte i biokemijske karakteristike
VPMHAaAWDMX RY DddroticQ pediidaxa,0to jest porodicudipeptidil-peptidaza I

(DPP 1) RYDM HQ]LP LPD DWLSLpQL PRWLY DNWLYQRJ PMHVW
dodatne domene na-Raju proteina tzv. Nudix domer, koju se klasificira tnadporodicu

Nudix proteina Kao samostalni proteini,t HQ]JLPL VX QDM gojeadi¢luju R& IDW D ]
derivate nukleozidénukleozid-difosfate vezane na neku skup)f. Enzimska aktivnost ove

domene nije bila poata niti ispitivana do izrade ove doktorske disertacjee RJ DWLSLPpQRV
aminokiselinske sekvence, nijgilo P R JX U etpoStaviti PRIJXUL VXSVWUDW RYRJ
LVNOMXpPLYR ELRLQIR PRR2iwWNUliXBFP N QOHOIQRRQDGQIRU SURQDY
drugim biljnim genomima, na primjeX X U R p @QrsbiRidpXis thaliang DOL QLMH QDYHC
organizmima izvan grupkopnenih biljaka(Embryophyth yYLQMHQLFH GD MH ULMHD
VSHFLIISJUHPD DUKLWHNWXUL GRPHQD GD VX L VDPH GRPH
RJUDQLpPHQ VDPR QD NRSQHQH EIRONNH. P PIMYLHY LRPY DAR \BW R W H
da enzim ima ulogu u biljlrd/ SHFLIL p Q R nulPtEl dd [ B 1a] rast i razvoj biljaka

NDR L SULODJRGEX SURPMHQMLYLP HNRORANLP XYMHWLPD

Cilj ovog rada bila je biokemijska i funkcionalna karakterizacija proteina Nudi
dipeptidilpeptidaza 11l z mahovinePhyscomitrella paten@. patensNudix-DPP Ill, PpND)
Prethodnoje napravljenaanalizz aminokiselinske sekvence proteinaL] pHJD MH L]YHG|
nekoliko hipoteza.Prva hipotezaglasi da je Nudix domenau ovom proteinunositelj
fosfatazne aktivnosti prema novom, dosad nepoznatom supdfratusvrhu pripremljen je
heterologno eksprimiran protein u bakteriischerichia coi  RELOMHA&HQ KLV WL(
SULYMHVNRP ]D RODNADQR SURpL&UDY Ddyedeto je\uSlradhjiy DQMH
s grupom prof. dr. sc. Stevena E. Brennera u Berkeleyu, Kalifornija (S¥ddplie, LVWUDaHQD

je i peptidazna aktivnost enzima. Kako bi se pokazala relevantnost zalaza homologe iz

=ULQND .DUDbDpLU Doktorska disertacija



2 8§ 1 Uvod

biljnih organizama, biokemijski je okarakteridiDQ L KRPRORJQL SURWHLQ
(Arabidopsis thalian@Nudix-DPP IlI, AtND).

Druga hipotezaglasila je GD VX SHSWLGD]QD L IRVIDWr2p@gsne.DNWLY C
,DNR MH RYD KLSRWH]D SRVWDYOMHQD QD SRpHdyeNX UDGD
LVWUDALYDQMD MH SRG PRMLP QHSRVUHGQLP YRGVWYRP U
rada za Rektorovu nagratiu 5H] X O W D WitLsamédighitirRadiD

.RQDpPQR WUHUD KLSRW Hipiu udguMIMIjnGrD rast@i] taBvitkuPt® u
prilagodbi na okala Q H X ¥aVispNiwahje te hipoteze provedena je analiza ekspresije gena
koji kodira za enzim NudbDPP Il u mahoviniP. patens XVOLMHG GMHORYDQMLEL
PLPEHQLND VWUHVD L Eie®tbq k¥atitdtivdog ®ORY RUMDQPDYW DI HDNF
polimeraze, englpolymerase chain reactipiPCR) 7DNRYHU SUliSkKddtio@ M H Q
mutane mahovire, u kojima nema ekspresije proteina NuDRP Ill. Naime, mahuina
P. patensima iznimnu sposobnost homologne rekandzije DNA, aWR VH NRULVWL X
pripreme mutanti s izijenjenim slijedom nukleotida, ili zamjenom dijela genarkeromza
antibiotsku selekciit NDR &AWR MH QDS U D YépkemaxiocRouRmar®nel D G X
provedena je u laboratoriju prof. dr. sc. Ralfa RaskiFrreiburgX 1 M H P. N iduDantama
MH ELOR P RJXuldgu prot&inaly tastD Warvou organizmaSUDUHQMHP ITHQRWL
usporedbi s divljim tipomkao i funkciju enziman vivo mjerenjem razinemetabolita od

interesa.
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§ 2 Literaturni pregled 3

8§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Dipeptidil -peptidaza Il
Dipeptidil-peptidaza IlI(DPP IIlI) je cink-ovisnaPHWDORSHSWLGD]D SUHSR]QDV
enzim60LK JRGLQD ° kavaéEienkfieirame prvep H VBRR)Dipeptidil-peptidaze
odcjepljuju dipeptide & slobodno]N\-NUDMD SHSWLGD '33 ,,, MH MHGLQD P
nima (Q]JLP MH SURpLAUHQ L] UD]J]QLK WNLYD &LYRWLQMD L
drugih organizanfa5LMHp MH R PRQRPHUQRP SURWHLYRMHOUPLQH
75 kDa u bakterija® 8 YHULQL VOXpDMHYD MH WRBdpbatnhFLWR SO
peptich za unos u organel& SHFLILp QD U KkiNAIPHK DI jéhidé®kzs/umj@mog
supstrad® diarginil-2-naftilamida Arg>-2NA) ili diarginil-4-metilkumarin7-amida & WsR
preferirani supstrat] D Y H U L Q X Ljud3ka DPP Il kao sup¢/ UDWH SULKYDUD SHSW
4-10 aminokiselina.2SWLPDOQL S+ ]D SHSWLGD]QXS® WkdéBOFEMX MH
obzirom da su metalopeptidaze, DPP Ill su inhibirane.tké¢ DM XUGLP DJHQVLPD D VYFh
mijeri aktiviraju u prisutnosti kobaltovih iohaCo?* (Q]JLP WDNRYHU LQKLELUDMX
VUHGVWYD SRSXW GLWPRIWWNESEWRGD D G ROW HildWR 48/ H REM
VORERGQL WLROL=DHAXMBAOHEOQ MhiHicijsV uKhRIFIHEO RNLUDMX U LF
spojevima NDR & WpRnerkuxXibenzoat,N-etilmaleimid i jodacetamid Na primjeru
AW D NR UNYWNDHELp kLgdRe'? '33 ,,, LVWUDALYDQD MH PROHNXODUQD
QR QLMH ELOR PRJXUH LGHQWLILFLUDWL VDPR MHGIDQ FLVW
X VYDNRP KRPRORJX QDMYHUL GRSULQRYVY LQDNWLYDFLML (
DPPIIIneSRVWRML QLMHGDQ X SRWSXQRVWL RpXYDQ &\V

'33 ,,, VX X HQJLPVNRM QRPHQNO DWKethiju D Mglek@diuRGQH >
biologiju svrstane u hidrolaze koje djeluju na peptidne veze (peptil&& HSRUXpHQL QD]L
proteaze i proteinazé L SUL G U X4&H Q DEQ R4.MH URMERDR®D hijerarhijskom
VXVWDYX NODVLILNDF L¥kKkdji SibRW ENRiDarékhh siddnkn sekvEhdaima
u porodice i prema srodnim strukturama u klanov8@3 ,,, pLQH ]J]DVHEQX SRL
metalopeptidaza M49. Porodica M49 je grupirana u klash MVSHFLILPpQLMH X SRGNO
]JERJ VWUXNWXUQH VOLPpQRVWL ENGEHACORII BIhIRIIWD V WH L
hijerarhijskiklasificiraju metalopeptidazes UHPD DUKLWHNWXUL DWW IQYDDR D B M
smatanjgengl.fold) u plemena, klange i porodiceU plemenwzincina, V R S U Hh@tvwahi. P
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HEXXH, 1 klanu gluzincina s motivonHEXXH + E/HXXZ '33 ,,, VX VPpbseBWHQH X

porodicu zbog SUR &L UH Q RIEXKRWEFRIKXAE/D + JHOHQR R]Q@BpHQL R
NRPSOHNVLUDMX FLQN UXAaLpDVWL SUHGVWDYOMDMX RSUX
a X je bilo koja aminokiselinaluzincini su tak nazvai zbogtoJD aWR MH WUHUL OLJI
najpHaiUH JOXWDPDW

2.1.1. Mehanizam peptidazne reakcije

U bazi poditaka Protein Data Bank(PDB X R aXM N Xostoji 17 kristalografskih
VWUXNWXUD U DOeukarimaBacchar®myces cerevistdegHomo sapiend8i

Armillariella tabesens®, te prokariotaBacteroides thetaiotaomicnd i Caldithrix abyss.

'33 ,,, NULVWDOL]JLUD X GYLMH IRUPH RWYRUHQRM V YHO
GRPHQD L ]JDWYRUHQRM JGMH VX GRPHQé&mMm XhBiOiaWMINRP NRC

supstrata vezanom u supstratnom mjésiika 1)

57°

vezanje
peptida

Slika 1. Prilikom vezanja molekule u ptdd HS L]PHYX GYLMX VWUXNWXUQLFE
dolazi do zatvaranja strukture i nastajanja aktivhog oblika enzima, prikazano na primjeru
ljudskag homologd'.

Ljudska DPP,,, MH QDM E RGMp4 j& WoNstInD Bad @idnjer za opis mehanizma

reakcije 6lika 2, DPLQRNLVHOLQVNL RVWDFL R]QDpHQL VX NDR
QINY33).Prema prikazu na slici 1, aktivno mjesto nalazi se na donjem dijelu gornje domene.
(Tajje SULND] eXYDL®MHE,, LDNR MH SUHGORAHQD REUQXWLI

standardni prikaz svih metalopeptid&2aveznomjestocinkagrade dva motiva, HELLGH i

Doktorska disertacija =ULQND .DUDbDpLU
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((&5%$( NRML pLQH Gijul CRPXIY B N WHYQRP PMHVWX '33 ,,,
SULVXWQRVW LRQD FL QN ME®INGHY.TDK jé/kopriiftran JroXkaldnP D W D
vode, dvama histidinima i glutamatom“PELLGH*>® i EE°®CRAE). Drugu koordinacijsku

sferu cinkD pLQH MRAa GYD 3taray bdliRoveDvezBl R Miktidinima iz prve
koordinacijske sfere ' ECRAP!?).

Glu512

Glu507

Asn391 11e390
Ala388

Asn394

[

A
Glu316
Tyr31s His568

Slika2 $NWLYQR PMHVWR OMXGVNH '33 ,,, $ .RRUGLQLUDN
YH]DQMH WLQRUIL QZhakeé érvedjo Préu¢z¥toRiz izmjene od Bezerra i Sur.

=ULQND .DUDbDpLU Doktorska disertacija
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Nasuprot aktivnog mjestaX GRQMRM VWUXNWXU QRWVRIGEDIDRFHQD @O B H
antiparalelnih niti D SHSWLGQL VXSVWUD W- S/YGIRY WaadjuNbidi®y RG X aH
N-kraja supstrata sudjeluju glutamat na poziciji 316 i asparagin na poziciji 394, iz 1. i 2.
R p XY Bdjed rddom. Okosnica peptidnog lanca 2. re(hgGI*%) te tirozin na poziciji
318 (1. regija) i histidin na poziciji 568 (5. regija) intecgama s okosnicom liganda
sudjeluju u pozicioniranju peptidne veze za cijepanje.

OHKDQL]DP U H D Ndharivtdrmol@inds, aQ@leddiciran je iz strikra kompleksa
proteina i ligandd'*® i kvantne P H K D Q Lspmdlakulske P H K D Q L(¢gniylL fuantum
mechanics+molecular mechanicsQM/MM) U D p?X@lika 3) .DWDOLWLpNI51JOXWDP
GMHOXMH NDR RSUD ED]D L RNwiedfibiohDhapaBonthdl Ketb®nilf RGH N
ugljik druge peptidne veze gstrata stvara € vezu. Tada dolazi do inverzije konfiguracije
QD GXALNRYRP DWRPX SHSWLGQH YjedijHanj BMnd. VOLMHGL SUF

H
R /N R2 H Rz
(0] L /
/—s / o R,
/\\\@ H ,/O o) )' —_— )!\ ) ,,/o O@
0 4 . H568 _H % *~H568
E451 ~f H -, E451 0 H

H455° | "H450
E508

Slika 3. Prikaz nukleofilnog napada iastanka prvog prijelaznog stanjavn RVWDFLPD R]QDp
kao u ludskoj DPP II{2.

21.2. )LILRORAND XORJD

JLILRORAND XORJD '3&a. ,RretpQdiavijd s& Ri¢p@j enzim sudjeluje u

XQXWDUVWDQLpPpQRP NDWDEROL]PX SHSWLGD QDNRQ UD]JJUI

LPD ALURNX VXSVWUDWQX VSHFLILPQRVW WHGDBDVMHQEOWDH

UDVSURVWUDQ M Hi Qrisxitad lu'YaRrim Kiibnsd eHioxza ljudsku DPP I, koja je

L QODMEROMH LVWUDAHQD SRVWRMH SUHWS PokazBOfeNH R VS

daovaj enzim cijepa endomorfine, hemorfine i egzodin&i nalazi sugeriraju da je DPP I

XNOMXpHQD X WddaQ Bugérivade BI6y® DPP Il u metabolizmu angiotenzina

N WH VH UD]PDWUD NDR WHHB.DSLMD X VOXpDMX KLSHUWHQ
Povrh peptidazne aktivnosti, ljudska DPP Ill povezana je s reakcijom stanice na

oksidaijski stre$®?’” 7DNYR GMHORYDQMH RJUDQLPHQR MH VDPR QI

Doktorska disertacija =ULQND .DUDbDpLU
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motiv ETGE u petlfi LIPHV X L R p XY D Q HrditekhlealllH ko8 @repozna
taj vezni motv.: WDNRVHU MH SURQDYVH.Q8 WIDP® DAVCSKIBONENMESEEEDQ M D N |
]D E L O M Hjand§DR® HI Bjkrbu stanicé®, zasad nepoznatimehanizmom.

2.2. Nudix-hidrolaze

S$NURQLP 1XGL[ GR ouéddzidRibsBtSeMDnaeku skupinuX = &aWiko M H

S U H G GéhédriAp4dni naziv za supstrdetT-VOLPp QLK IRVIDWD]D JRGLQH
Nudix-hidrolaame®®>. 6 DP DNURQLP PRaH VH RGQRVLWL QD YL&H UD]
WRPpQR SUHFL]L U D Waka Nbdig-idrolaz&naXrgvantd ke izinMkoji djeluju kao
fosfatazeili pirofosfohidrolazé (slika 4) lako je Nudix prvotnouveden kaol DMHGQLpPpNL QD]
za supstravH GDQDV MH SR]QDWR GD MH RYDM QD]LY |]DYDUI
karakteristika svih supstrata Nueidrolaza difosfatna ili pirofosfatna skupiiaNudix-
hidrolazamaVOLpQH SURWHLQH N D DipNs@dtadja Jnakién Nudhwsldd MHW Q L
(SCOP€v2.07, nadporodica d.113.4¥ve proteine sSWD N Y L P Qriapehj@Rdava se u

Nudix nadporodicuno nemajuwsvi fosfataznu aktivnost. R Q D p Q R Nu@i® hoxédnosi se

na RpXYDQL DPLQR N Ipnstit&aniu QNddikthidkolazaMaiGXsEX7REUXEEXGU,

gdje je X bilo koja aminokiselina, a U izoléncleucin ili valin®.
wo I
O O 0 0
[ I I .5 s I
R—O—P—0—h—0—X R-0—P—0° + ©0—P—0-X

Os © O Os

(]
0
: o
O@
n

Slika 4. Reakcija ko kataliziraju Nudixhidrolaze. R mogu biti razne skupine, no kanonski
VX WR QXNOHR]JLGL V MHGQRP GR pHWLUL IRVIDWQH VNXSL
IRVIDWQL LRQ naR,InuMébXidkfgl.0Pria2 Jepnodificiran prema Srouiji i str.

y O D& Rudix nadporodice kojinisu Nudix-hidrolaz2 PRaAHPR SRGLMHOLWL X
skupiné® izopentenildifosfatizomeraze, MutYV O L pd@hin/gvaninV SHFLILpQH DGHQ
glikozilaze,te neenzimske domesn Ove posliednjezmey X R V VihBjWfénkcie regulacije

aktivnosti drugih proteinanpr. vezanjemnukleotidnih kofaktor#), ADP-ribozaovisne
regulacijetranskripcijé* ili otvaranja kalcif VSHFLILpQLK P HPaEWARAGeviNADR NDQDO

=ULQND .DUDbDpLU Doktorska disertacija
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riboze®. No, reki autori koriste naziv Nudix nadporodica samo za Ninilikolaze, dok drugi
WX XY Usw Budie WAL p Q He. K&KR W Belighjegle zabune, najnoviji je prijedlog
koristiti naziv Nudix klarza sve proteine/ 1 X G L[ QdnataqR P

Nudix-hidrolaze stiznimno raznoliki proteini, prisutni u svim organizmifiaa postog i
262 UL M HsEwkiQe (pristup baziPDB 9.3.2018) 9HULQD MH SUHPD HQ]LPVNI
svrstana kategoriju EC %.1. +hidrolaze koje djeluju na fosfoanhidridnu véZIRiMHp MH R
PDOLP SURWHLQi3PKkDa. OH atdlde@zini mogu imati jedan do hivalentna
kationa Q D M p H#lil Mn®,u aktivnom mjestu. Pri tome je magnezij vierojatno] LR OR &N L
najrelevantniji katio®® .DWDOEBDpMWMM XJODYQRP JOXWDPDW NRML
motivuNudix box DO L P Rdrthdelu\sekvent,

U genomuE. coli SUR Q Dy HRDNudiMHitrolazd’, 18 u loviekuw®®, D pR:Nu
X U Rk, Prema prototipu porodice proteinu MutT iz bakterijeE. coli bilo je
SUHWSRVWDYOMHQR GD RYL HQ]JLPL LPDMX XORJX RGUa
metabolita (englhousecleaning enzymé&$ ali QRYLMD V D] Q DaQimubiy fiXrBeije X M X
UD]QLP DVSHNWLPD PHWDRDER & WWH WMDIXI@B FRAMIHKRYH IXQNF
nekima, npr. proteinu YfcD izE. colf’, XQDWRp WRje poZaaRi struktura, nisu

identificirani supstrati.

2.2.1. Mehanizam fosfatazne reakcije
Nudix-hidrolaze imaju arhitekturu -hvat#? (engl. -grasp, ponekad nazivanog i/ /.
sedYLPR®pXYDQL NeddMbbxyp LQL VW U XN W XUzgijnida-petja @ngs HW O M
loop-helix-loop, slika 5A° NRML YHA&H MHG hQatio@ KatichibrileilyD O Q L
difosfatnu skupinu u aktinom mjestu.

Protein MutT iz E. coli (UniProt: P08337)je prvotno identificiran kao Q Xa D Q
s MHPpDYDQMX L QageHagU Ddildodtid  8-8kXo2'-deoksigvanozirb-trifodata
(8-0x0-dGTP) u DNA?® WDNR AWR-IRVMRIBEKLGULGQX YH]X VXSVWwU
produkte difosfat 8-oxoodGMP.TLPH VH VSUMHDpDY DREWHHW B Q HL € /]HHJI X DIFH
L SRVOMHGLPpQH SNRuiXEo€skm Rao\ViridrifeLnivhbnizma djelovaajNudix-
hidrolaza (slika 5B) Mehanizamje postuliran na swowv struktura proteinas analogom
supstrata wtopini*2,

Doktorska disertacija =ULQND .DUDbDpLU
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Slika 5. Nudix-hidrolaze: struktura i mehanizam djelovanja. A) Primjer Nusiimatanja

(Nudx fold), s cUYHQR LVWDNQXWLP RpXY DNpdiP bdXxR W LRY|RD pHHLGE PR
krajevima proteina, modificirano prema Srouji i $UB) Mehanizam reakcije na primjeru

E. coli MutT, modificirano prema Mildvan i s, tako da su aminokiselinski ostaci obojani

crveno, a pojedini su dimotivaNudix box G*®XsEX7R>?EUX E*E>'XGU.

MutT za aktivnost &ba dvabivalentna kationa+jedan je direktno koordinirafosfanim
skupinamasupstrataa GUXJL MH N R R U&nirQkisgliDsReostatdd WitindinG*® s

S R p HWitNdNudix boxi s dva posljednja glutamata iz motiREUXE®E®’, te dodatno ili
guWDPDWRP Mots/&REFPPFUXEDIli glutamatom na poziciji 98, ovisno o tome da li je

supstrat vezan ili n&lu53 i Glu98 reverzibilno ulaze u koordinacijsku sferu kationgbja

reakcije. Osim toga, i dvijanolekule vode koordiniraju drugi kation. di@ od njih

S U H Rije énterakciju kationa i supstrata, te djeluje kao nukleofil. Glutamat na poziciji 53
GMHOXMH baPeRnaRmBd XOX YRGH pLQHUL MH QXNOHRILOQLI
aminokiselina za fosfataznu aktivnost. Razni argininski i lizirestaci mogu sudjelovati u
pozicioniranju di ili tri- fosftata. . DW D O L W L p N Ra/KM)Ld\dD) \eqrRndWeakciji s

8-0x0-dGTP iznosi 10mol L1s! AWR MH Y U O R-kir@ralifaheGdakjELNd, R\Ryj

HQJLP NDR VXSVW U BRWhuRlebliKd@ TPy Iz 16 bDLO & Efikasnost reakcije.

7R VH VPDWUD QXaQRP NRODWHUDOQRP AWHWRP ]JERJ QF
razlikuje ova dva supstréfa S8MHGQR WR SRND]XM bvail prave siyigdteW H A N R
Nudix-hidrolaza odsupstrataporednih reakcija.

=ULQND .DUDbDpLU Doktorska disertacija
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2.2.2. Supstrati Nudiphidrolaza

Nudix-KLGUROD]H SR]QDWH VX SR YUOR &aLUR&R MekihXSVWUD
VOXpDMHY L §oRoi BRI X XIS VW U DW Q R MoreRaié Qd badrré \Wal pravi
VXSVWUDWL HQ]JLPD MR §DEL\DM B SpHEVBIN YRHRIpPPH VSRUHGQFG
aktivnostt”. 1HNL VXSVWUDWL VX pkeadGHP)WddR/Y Hriudd K nedadhb

otkriveni (npr. dihidroneoptertWWULIRVIDW '+173 L QLVX XtoveMHN XN
potencijalnih supstrata ispitivanin Nuedrolazd®#°. Naravno, kako bi se utvrdio stvarni,
ILJLRORANL VXSVWUDW HQ]JLPD X] NLQHWLpNH SDUDPHWUH
SRSXW JHQHWLpPNLK GRND]D LOL¥JHQRPVNLK LQGLNDFLMD R

Supstrate NudihidrolazamodHPR SR GLGHIOM AV M N X S L3 $lik&@) HPD JUDVL
nukleotidni supstrati:

X (deoksi)nukleozierifosfati tkanonski i oksidirani derivatnpr. 8oxo-dGTP)

X nukleoW LG QL &H U H(hpb. ADEriOddaR &iRGDP-manoza, koju na ugljikovom

atomu cijepa GDfnanozamanozitglikozil-hidrolazate nastaju manoza i GDRa
razliku odreakcijedrugih nukleotidnh @aHUHUD NRML VH FHh kBdegslanM X Q X N
na atomfosfaJ D L GDMX IRVIRULOLUDQH @8HUHUH NDR SURGXN

x diadenozinrpolifosfati, ApnA (npr. diadenozirtetrafosfatApsA)

x nukleotidni koenzim{npr. nikotinamidadenindinukleotid, NAD))

X ]DAWLUHQH P51%
nenukleotidni supsati:

x difosfoinozitol-polifosfati, DIPP (npr. 5-difosfoinozitolpentakisfosfats-PRInsk)

x 5-fosforibozil-1-pirofosfat PRPP

X tiamin-pirofosfat TPP

x dihidroneopterirtrifosfat, DHNTP.

SUHGYLYDQMH VXSVWUDWQH V Z& rdkéLjrseRNOBKIdralazady H M H G
poput ADP-ribozadifosfataze,NADH-difosfataze i ApA-hidrolaze poznate su odrednice
VSHFLILPQRVWL X REOLNX DIPR QR iR QudiQ Wdax R H &HO VDR B D
difosfatnu skupinu, dok je X skupina supsiraezana na druge dijelove proteina (slika
Tek je nedavno prepaoato da bi regija protein RMD pLQL VSHFX sdu@bimNR QWD N
supstrata mogla biti definirana tzv-pétljon® (engl. X-loop). Sroujii sur. locirali su tu petlju
na oko 17 aminokiselinskih ostataka prembr@ju pioteina odmotivaNudix box SUHGORaHQR

je da bi izmjene u ovoj regiji proteina mogle dozvoliti neofunkcionalizaciju enzima.
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Slika 6. Neki od supstrata Nudhidrolaza: 8oksc2-deoksigvanozirb-trifodat, 8-oxo-
dGTP; adenozhdifosfatriboza, ADRriboza; diadenozitetrafosfat, ApsA; nikotinamid
adenindinukleotid, NAD'; 5-difosfoinozitolpentakisfosfat, #PInsk; 5-fosforibozil1-
pirofosfat, PRPP; tiamipirofosfat, TPP; dihidroneopterimifosfat, DHNTP.

Nudix-hidrolaze djelovanjem na razne supstralé XGMHOXMX X LBPU RMW@ICAL pYQDPC
procesima. Osim antimutatorske aktivnosti prema oksidiranim ili modificiranim nukleotidima,
tu je i uloga u metabolizmu RNA. ADRboza ima ulogu u remodeliranju kromatina i

brojnim procesima koji su ovisni o AD#bozilaciji; diadenozirpolifosfati sudjeluju u

=ULQND .DUDbDpLU Doktorska disertacija
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RGJRYRUX QD LQIHNFLMX SD W &dsftbpdzioFpolfdsfad WuDe@kiriQ L VW U
VWDQLpPQH ¥LIQDOL]DFLMH

Slika 7. Vezno mjesto MutT Nudbhidrolaze.Magnezijev ion(zeleno)i motiv Nudix box

(crveno) SUHSR]QDMX L YH&X VDPR GLIRVIDWQX VNXSLQX
monofosfatnog produkta reakcije hidrolizeo8o-dGTP (PDB: 1ppx). Prikaz pripremljen u
programu PyMol.

2.2.3.Nudx-KLGUROD]H XURPQMDND
BURPQMDN MH YUOR SRSXODUD@ ufedno M{jka PKejq) suOngholi@ UJD QL
opisane Nudixhidrolazé®*44¢, Barem jedan supstrat identificiran jeiruvitro reakcijama s
rekombinantnim proteinima za 17 od 28 NudxL GUR OD]D ] Prow¢iRime su Dan®
oznake AtNUD7 V SULGUXAaHQLP UHGQLP EURMH®Rnaltke AMUDXMH YULI
s rednim brojem, kako bi se naglasilo da Ndldiictrolazes istim brojevima (oznake NUDT )
L] XURPQMDND L pR¥. MNBOX1Q1954 ARDCR2RBO dRdolni, AINUDXI2
18 mitohondrijski, a AINUDX1®4, -26 i -27 kloroplastni proteini % LRLQIRUPDWLpN|
analizomSURWHLQL VX VYUVWDQL X QHNROLNR JUX®%1 SUHPD V
x AtNUDX2, -5, -6, -7, -8 i -10: grupa 1 XG L[ H Q]L P faktdr@agt& fibkoblasta,
(FGFTNE, englFibroblast growth factor type Nudix Enzyjne aktivnostima prema
ADP-ribozi i NADH
x AINUDX4, -12, -13, -16, -17, -18 i -21: grupa HQ]LP D \difosfioizitok
polifosfatfosfatazama, DIPPsaktivnostima prema DIPP, ali i Ap
x AINUDX11, -15i-22: grupekoenzim Afosfataza, CoA
X AINUDX25, -26,-27: grupadiadenozirpolifosfatfosfataza, ApA.
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Za AtNUDX24 i - SURQDYHQD MH DNWLYQRVW SUHPD WRNVLpPQ
tiamin-difosfata. Duge Nudixhidrolaze nisu svrstane u grupe: AtDCP2 uklanja modifikacije

na >NUDMX JO DAV@righ MRNAS decapping AtNUDX1 cijepa DHNTP i 8oxo-

dGTP; AtNUDX9 je GDPmanozamanozithidrolaza; AtNUDX14 cijepa ADRibozu i
ADP-glukozu; a AtNUDX19 i -23 pokazuju aktivnost s kofaktorima NADH i FAD. Za
AtNUDX3, Nudix-DPP Il protein(u ovom radu AtND) nema dostupnihqulataka. Ima vrlo

PDOX VOLPQRVW V GUXJLP 1XOGAH S"HRWRHDLWQUPDDW LSWUBRQ M DK
bez pretpostavljene supstradn VS HF B{#pZMRWWWRJID SURWHLQ MH SXQR
Nudix-hidrolaza, oko 87 kDa, zbog prisutnosti DPP Ill donién@ WRP SURWHLQX RpX
motiv Nudix box QR JERJ \telakpi&® dowiene izopententdifosfatizomerazama
pretpostavljeno jeda bi AIND mogao imati izomeraznu aktivndst U potrazi za drugim

podacima o AMD SURQDYHQR MH proieMdi AMUBDTRIIIDgema At1g79690
spomenuta u raznim studijama visoke propusnosti (emggh-throughpuj, popu
proteomskif’®? i transkriptomskif*®8, no bez dodatnih karakterizacija ovog proteina.

Nisam uspjela pRQDUL ]DMHGQLpPpNX NDUDNWHULVWLNX NRMD EL
$W1'" X SRMHGLQL PHWDEROLpPNL JBdnWV &6 E L phaBEDRY X UHJ.
SRW Y Uy HQD* IAQDY B protdifomMARR7(A-tip regulator odgovora, engh-type

response regulatdy koji sudjeluje u regulaciji citokininskog signalnog putagativhom

povratnom spregom.

2.3. lzopentenil-difosfat-izomeraza

Izopentenidifosfat L]RPHUDI]D ,', MH HQ]JLP SURQDYHQ X SULURGL
SUHPD Qmdtdnfasyrstava uproteire nadporodiceNudix, i tip I, oligomerni oblik s
flavin-monaukleotichim kofaktorom (FMN) bez srodnosti s tipom® 5LMHp MH R
nehomolognim izofunkcionalnim enzimima,uaovom radu je bitariip . IDI katalizira

reakciju izomerizacije izopentenilifosfata (IPP) u dimetilalil-difosfat (DMAPP), koji je
nukleacijska molekula pri sintezi sviboprenoid®®. 5SHDNFLMD MH R]QDpHQD EURM
(slika 8)

Slika 8. Reakcija koju katalizira izopentedifosfat L|RPHUD]D SUHRMé¢NE¥DQMH G°
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'y NRQWUROLUD GRVWXSQRVW RED L]RPHUIﬁO(bngl.th&DN MH N
limiting step. 8 OLWHUDWXUL MMV ]LDEJFOWH HHDQIRPGDRYLVL R SULVX)
metalrih bivalentrih kationg° Q D M¢fa WH* ili Zn2*, 0DQJDQ MH QDMpHAEUH GF
testove aktivnosti, nou n&iQRP SURWHLQ*%QDYyHQ MH FLQN

2.3.1. Mehanizam izomerazne reakcije
,DNR ,', QHP D mBtiv NvdxQdox arhitektura pet§uzvojnica SHWOMD MH RpXY
SRYUAQRDWDOL]LUDQD UHDNFLMD VH pLQL-hRtdlEza, bV WLPNL
PHyX QMLPH |PRWHEERMICONMNWHULVWLNH 2EMH YUVWH HQ]JLPD
supstrata ligacijom prekbLYDOHWQRJ NDWLRQD D NDWDOL]D XNO
SRVUHGRYDQR iRshisRoBtr&Dils RBlekule vod?.

Mehanizam reakt H GHWDOMQR MH LVWUD & H&#* iQBkteSili*P MHU X |
E. coli. Ovdje koristimIDI iz E. coli (Uniprot: Q46822kao primjer. Za katalizu s X ad@aD
aminokiselinska ostatka®” cistein iz motiva NXXE’XHP, i drugi glutamat iz motiva
EXEY1® 7D NR ySWH B BuRg§atitbBina na poziciji 104 kao dongpeotond™8 Osim
toga, d¥ D NDWLRQD VX Y &b kation, MGWDYHJM GLIRVIDWQX VI
supstraté’, a kompleksiran je dvije molekule vode i ostacim@ys67 i Glu87. Drugi kation,
Mn?* ili Zn?* Y D &£ sivatanjeproteind’. Cink je kompleksiran oktaedarski, s tri
histidina (na pozicijama 25, 32 i 69), te s dva glutamigéalinim bidentatno (Glu114), drugim
monodentatno (Glul116)3 U H G OnfeBati@aimtzv. antarafacijaln{slika 9), kao prvikorak
VDGUAL DGLFIOWX SUBMWRQD NRML VX VPMHaAWHNIiL V MHC
XWYUYyHQR NRMD WRpQR V NE®ftE Kas RMHDSWHSGIBMEVORERI\GY RN
tercijarni karbokation NRML MH VWDELOL]LUDQESRAWHUDARLMRPND W
Eliminaciju protona s druge strane stiata provodi Cys67 mé nastaje DMAPP.

Slika 9. Mehanizam rdecije izopentenidifosfatizomaaze na primjeruE. coli IDI,
prLODJRYHQR SUHPD PKLERGHDX[ L /LX
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Protein ima vrlo usku selektivnost prema IPP. Za razlikuMatT VXSVWUDW VH YH
]DAWLUHQX aXSOMLQX QH QD SRYUALQRBIHQUWR RE8SRWRE
kompleksa Nudixhidrolaza u bazi podataka PDB, samo ljuelskiTH1, NUDT9 i NUDT22i

bakterijske GDPRmanozamanozithidrolaza i ADPribozapirofosfataza iz E. coli YHaX
VXSVWUDWH X GAHS D QH QD SRYU&LQL HQJLPD

Slika 10. Vezno mjesto izopentenilifosfata uk. coli IDI (PDB: 1ppv)nalaziVH X |DaAWLUHQR
AXSOMLQL HQ]JLPD OLMHYR VH SUBVMHONDN KRG RHSR TR &H0HWH)
metla u veznom mjestu& U Y HQ R M ko ]NMudbpbdxzelenom sferom ion magzija,

a O M X E L jorwang@rigPrikaz pripremljen u programaPyMol i Chimera

2.3.2. Putevi biosintezezoprenoida

Izoprenoidi su spojevi koji nastakondenzacijonosnovnih C5gdinica, IPP i DMAPP, kao

AWR RSLVXMH 5XALpNLOR7/R]RISIUGIDNM WNW BWIWD. QRQDMYHUD NC
nazivanih i terpenoidintd 3SRVWRMH G Y D! ti@s|rtezgiRPglika ITX: WuURariotski

put, otkriven 195@h, nazvan putem sintezeevalonata (engmevalonate pathwayVA), i

prokariotski, otkriven 199¢h, nazvanputem metileritritolfosfata (engl. methylerythritol

phosphate pathwa/, MEP) ili putem 21deoksiD-ksiluloza5-fosfata (engl. iddeoxyD-
xylulose5-phosphate pathway, DOXP). Dodatno, ustanovljeno je kako u arheja postoji
alternativni kraj MVA puta biosinteZé (slika 11). MVA put nalazimo u eukariotima,

arhejama i nekim bakterjama; MEP pupDOD]JLPR X YHULQL EDNWHULM

eukariotimd! (Apicomplexi
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Slika 11. Putevi biosinteze izopenterdifosfata preko metileritritolfosfata (MEP) i
mevalonata (MVA) izvorni prikaZ! prL O D J Rrgma@irugim izvorima’®¥®, Dva enzima
alternativnog argskog 09$% SXWD VX X XQXWazmakeQpdi&a/ Ryt pilibx J D
GAP D-gliceraldehid3-fosfat DXP 1-deoksiD-ksiluloza5-fosfat, MEP 2C-meil-D-eritritol -
4-fodat, CDP-ME 4-difododtidil-2C-meil-D-eritritol, CDPR-MEP 4-difodocitidil -2C-metil-
D-eiritritol-2-fodfat, MEcPP 2C-meti-D-eiitritol-2,4-ciklodifodat HMBPP 1-hidroksi-2-
meil-2-(E)-butenl-4-difodat, AcCoA acetdlkoenzimA, AcAc-CoA acetilacetikoenzimA,
HMG-CoA 3-hidroksi3metilglutaritkoenzim A, MVA mevalonat MP mevalonat-fodat,
MPP mevalonats-difodat, IP izopentend5-fosfat IPP izopentenid5-difosfat DMAPP
dimetilalil-5-difosfat 2]QDNH HQ]JLPD : DXsXBARdnaYd RDXR DXP-
reduktoizomerazaMCT MEP-citidil-transferaza CMK CDP-ME-kinazg MDS MEcCPR
sintaza HDS HMBPP-sintaza HDR HMBPP-reduktaza AACT AcAc-CoA-tiolazag HMGS
HMG-CoA-sintazas HMGR HMG-CoA-reduktaza MK mevalonatkinaza PMK
fodomevalonakinaza MDD mevalonatdifosfatdekarboksilaza PMD fosfomevalonat
dekarboksilazaPK izopentenifosfatkinazg IDI izopentenHdifosfatizomeraza.

Doktorska disertacija =ULQND .DUDbDpLU
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Bilike, zbog endosimbiotskog porijekla kloroplasta od cijanobakterija, imaju oba puta sinteze,
kompartmentalizirana tako da je MEP u kloroplastu, a MVA put u citosolu. Osim toga,
pokazano je da u citoplazmi imaju i izopentdo#fatkinazu izarhejskogalternativnog MVA
putd® (QJLP ,', NRML UHJXOLUD RPMHU ,33 L '0$33 QDOD]LF
odjeljicima u kojima se odvija sinteza izoprenoida: citoplazmi, kloroplastima, mitohondrijima
i peroksisomim&. Dok u organizmima koji imaju MEP put biosinteze IDI nije esencijalan
protein® MHU QD NUDMX VLQWH]H QDVWDMX L ,33 L '0$33 NRG
QX aQD MNost IDINdhAStanak DMAPP

SUHWSRVWDYOMD VH GD ,33 LOL QHNL GUXJL L]JRSU
QHLGHQWLILFLUDQRJ WUDQVSRUWHUD LOL GLIX]JLMRP ¢
odjeljakd®>™®%., 7TDNR GROD]L GR NRPXQLNDFLMH L3IR&EX UD]OLpLW

Slika 12. Sintea izoprenoida u biljnoj stanici iz IPP i DMAPP kao osnovnih prekursora,

prema izvorim&®™ 1D PHPEUDQDPD RUJDQHOD FUQRP ERMRP MH R
izoprenoiddifosfata, uglavnom se pretpostavlja da se prenosi IPP. GPP giifasiat, FPP
farnezitdifosfat, GGPP geranilgerardifosfat. Uokvireni su biljni regulatori rastaPune
SWUHOLFH R]QDpDYDMX UHDNFLMH X NRMLPD VXGMHOXMH \
reakcija.

Prenittransferaze kataliziraju adiciju IPP na molekulu DMAPRIiligpgDOLOD QDMpHaUF
QH LVNOMXpPLYR X REOLNoddemrxcijot® Udkdriastaliesait (GPP,

C10), farnezd (FPP, C15) i geranilgeranil(GGPP, C20) difosfatisu prekursori za
kompleksnije izoprenoidejpr. karotenoide i klorofile, neophodne za proces fotosinteze,

biline regulatore rasta gibereline, strigolaktone, citokinine, apscizinsku kiselinu i

=ULQND .DUDbDpLU Doktorska disertacija
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EUDVLQRVWHURLGH NRML LPDMX ELWQH XORJH X ELOMOQF

uvjete.

2.3.3. Biosintezazoprenoidnihcitokinina
Dok se ostali biljni regulatorrasta sintetiziraju iz kompleksnijih izoprenoidnih jedinica
(giberelini iz C20, brasinosteroidi iz C30, strigolaktoni i apscizinska kiselina iz C40 spojeva
izoprenoidni citokinini nastajyrijenosom C5 jedinice naN® atom molekule adenifia
(Postoje i aromatski citokinini, koje ovdje ne razmatram.) Aktivne forme su citokininske baze,
N°- &-izopentenil)adenin ili izopenterildenin (iP), trans-zeatin (tZ), cis-zeatin (cZ) i
dihidrozeatin (DHZJ®. No, citokinini u stanicamaosim u aktivnoj formi,postoje i kao
nukleozidi i nukleotidiNRML SUHGVWDYOMDOX ELRVLQWHWVNH SUHN>
L DPLQRNLVHOLQDPD NRML VX VNOD®%Ca @edinite hojd WAyE RO Lp N
VXGMHORYDWL X VLQWH]L FLWRNLQLQD tVRDOGYD LOBDPUGB
djelovanjem adenoziosfatizopenteniltransferaze (IPT) na ATP, ADRi AMP, ili
djelovanjem tRNAizopenteniltransferaze (tRNFPT) i naknadnom degradacijom tRIPA
(slika 13).lzoprenoidni lanci iP i tZ uglavRP SRWMHpX aL] GORB ERWQL ODQFL
imaju porijeklo u MVA putusintezeizoprenoid®. L3 L W= SRND]XMX J]QDWQR YL4&
cZ, no cZ je dominatni tip citokinina u tkivima pod abiotskim ili biotskim stré&o®HZ je
X QDMYLALP NRQFHQWWMHPLHIIDNPIDP [ Oy Y@ aX@ WHR  S/XXS RNULII) L
SRKUDQX SD YMHURMDWQR LPD YUOR VSHFLILPpQX XORJX
2YH PDOH PROHNXOH YH&X VH QD VSHFLILPQH UHFHSWR
dovode do regulacije rasta i kaika. Citokinini u biljkama djeluju u sprezi s auksinima, i
XWMHpX QD GLMHOMHQNRHK PAWDQIVRD ERPW RN LRJHIXQDND DS
diferencijaciju provodnih elemenata, starenje i dipigeesé?.
=DQLPOMLYR MH GD GRN MH X XURpPQMDNX JODF.QL L]JYR!
patensQLVX LGHQWLILFLUDQL VURGQL HQ]JLPL SD MH SUHWS
putem tRNAIPT®®, No, analizeknockout mutanti mahovine ukazuje da u ovom organizmu
SRVWRML MR& QHSUHSR]QDWES ®©DPpNQ NRLRVRAD WM ]HA HN WSRN
nepoznanica po pitanju enzima koji sudjeluju u sintezi, transformaciji i degradaciji raznih

formi citokinina®,

Doktorska disertacija =ULQND .DUDbDpLU
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Slika 13.Pojednostavljeni prikaay LQWH]H FLW R N L AktivQfoXneX titekm@IMeD N X
baze, istaknute su drugom bojom pozadilzeori izopentenilne jedinice, MVA ili MEP
SXWHYL VLQWH]H R]@kirpriaGu o MXD fj H Q H QHRD Jddenozifosfat
izopenteniltransferaza, tRNPT tRNA-izopenteniltransferaza, CYP7358itokrom P450
monooksigenazaAK adenozirkinazg APRT adeninfosforiboziltransferazaLOG LONELY

GUY citokinin-ribozid-mondodatfosoribohidrolaza Ostale oznake: iP izopenteditienin,

tZ transzeatin, DHZ dihidrozeatin, cZcis-zeatin, -R -ribozid, -RMP, -RDP, -RTP,
-ribonukleotidi.Preuzetaz izmjere®s.

2.4. Biljni modelni organizmi

2.4.1. 8UR p QAvabidvpsis thaliang

Arabidopsis thalianaLOL XU RBHQ MO@QFHRN X S XBra@ditérpge RLMHp MH R
malenoj cvjenici, korovu bez eBnomske VAQRVWL N RODMI}{ D 3HPWMAU D &I DALY I
bilini modelni organizafl. Cvjetovi su G X J D2 i, sjeme 0,5 mm, a cijela potpuno
razvijena billkka 120 cm. Korijenje je jednostavno i ne stvara simbiotske odnose s
EDNWHULMDPD N RVEKotidoX @dlumbidi X ai@ixb@igSu standardi zag@hL p N H

i molekularne studiie% LOMNDL BIBIREHALYRWQL FLNOXV X VDPR WMH
sjemena formiranje listova u obliku rozeterazvoj cvjetne stapkecvijetang i sazrijevang

prvog sjemerfd.
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Zbog nedavne radijacije cvjetnicR G |DMHGQLpNRJ SUHWND SULMH
XURDp@BIBKN srodanV QHNROLNR VWRWLQD W Lle\sxatd izisdmi QLK YL
ELRORANLP PR G HYRe bijjjbe bidogp®i SURPQMDN MH SUHYODGDR |
glavnih modelau ranim 886LPD V REMDYRP JHQHWLpPpNH NDUWH L EURMN
QDJODVLOH YULMHGQRVW RYH YUVWH X LVWEHDEOYPOQOIX EL
biljke i jednostawi uvjeti rastD RPRJXUDYDMX ODERUDWRU{opModNL X]JRN
GLSORLG NRML SURL]JYRGL WLVXUH VMHPHQD RG SRMHGLC
potomstva iz mutanti ili transgepiQL K Ei OlyD HND®QRJI PRGHOD S&®ESMHAEALO
]OQODpDMQD @@inBdijel WNRWRNROD ]D WUDQVIRUPDFLMX JHQRP
bakterije Agrobacterium tumefaciens pLQMHEDLRDD ELOMND LPD PDOL JHC
detaljnoj molekularnoj anali#l. Vizija o razvoju ovog biljnog modal 1990. godine
XNOMXpLYDOD MH SODQ |]DVLUHQMD JHQRPD PXWDFLMDPD
VHNYHQFLUDQMD JHQR PD K&Rpri seRverdirai Holjri gé M, Hgemom
XURPQMDND V QHAWR YLAH RGO00. gadin®XuD JHQD REMDYOMHQ

Funkcionalna anotacija gena zaostaje za sekvenciranjem genoma. Jedan projekt na
A.thalianaje imao za cilj identificirati funE LM H VYLK JHQD GR JRGLQH Q
pretpostavljenih enzima i transporterskih proteina je imalo nejasnu ili nepoznatu fefkciju
$NR VH NDR GHILQLFLMD IXQNFLMH WUD&H SR]QDWD ELRN
VWDQLFL L ELRORAND XORJD |DVQRYDQD QD HNVSHULPHQW
NDUDNWHUL]JLUDQR .D Ru BaRa pbdatskddima/[biRpe thka\Wd@ND.
SRPHWNRP L]UD G Hhish [gadtofalentandedV. En&lianhslinsercijom TDNA (engl.
transferDNA) u eksonimagera za protein NudixDPP 11

2.4.2. Mahovina Physcomitrella patens
Physcomitrella patenge nevaskularna kopnena biljka, nahoi organizam za evolucijsku i
funkcionalnu genomiki}. Evolucijski gledanostara je oko 450 milijuna godirta se nahzi
QD SROD SXWD cygtRied).X, DNRIIMH SUYRWQR NRUdadixdrdi @ D NDR
ED]JLPQRP LVWUDALYDQMX UD]YRM QILKEHY R FNRUID &¢1VEID Q M X NI X
gend”i biotehnologijf*.

Mahovine prolaze heteronfau izmjenu generacija, u kojoj se smjenjujupluédni
gametofit idiploidni sporofit (slika 14). 8 JO DY Q RdjifadiLnYaRdnna je haploid, po
pPHPX MH VOLPpQLM@mMSDDWLPD QH Y™ HzP khQditDeh Bp@ieraste
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protonemalno tkivo kojese sastoji od dva tipa stanicdofonemalne stanice nastaju prve i
NDUDNWHULVWLPQR VX SXQH YHOLNLK NORURSODVWD D L]
NRMH GDMH ILODPHQWH L OLVWLUDYH VWDEOMLNH JDPHW
biljci. Zigota daje sporofit kojUDVWH QD JDPHWRIRUL PDMPLQVNH VWDQ
u sporofitu. Rad sPhyscomitrellomje zahvalan zbog jednostavnosti samog orgarizma
SRVWRML VDPR QHNROLNR WLSRYD VWDQLFD WNLYD VX UH
1HPD YDVNXODUQR WNLYR SUDYR NRULMHQMH VWDEOMLN
SiJQDOQLK SXWRYD NRMH SURQDOD]JLPR X FYMHankBW XuULK EL
citokinini, abscizinska kiselinaetilen, dok se za jasmonate i gibereline ne zna jesu li aktivni
O9HULQD WNLYD PDKRYLQH VDVWRML®V AW RRD RNGE IMYHIG GRIW
vizualizaciju promjena u fenotipu.

Slika 14. Izmjena generacija u mahoviRi paten$ Iz proklijane haploidne spore rastu

filamenti protonemalnih stanica. Iz trostrane apikalne stanice nastaje pupoljak, a zatim lisnati
odrasli gametofit, tetUL]RLGL WNLYR VOLpPpQR NRULMHQX 2ED VSROC
istaknuti krugom QDOD]H VH QD LVWRM ELOMFL 2SORGQMD VH (
(istaknut pravokutnikom) raste iz embrija na arhegoniju. U kapsuli dolazi do mejozeagtani
nastanka novih, haploidnih spora.

PhyscomitrellaMH IRWRDXWRWURI D NDNR YHULQX ALYRWQRJ FLI
PRJXuD MH SULPMHQD HNVSHULPHQWDOQLK WHKQLND VOLF
]D EDNWHULMH L EMmDUeEEX]IJIROWM EHO®MQMK WNLYD SUL DNVHC(

anorganskphranjivoj podlozj bez fitohormona ili vitamir. Koristi se anorganskknopova
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podlogd* EH] A&HUHUD LOL GUXJLK RUJDQVNLK L]HRAji@E D QLW
podlogemogu biti krue L O L &\(3ikd X5). Ostali uvjetiuzgojaVX L]PMHQD GDQD L C
UHALPX GXIR0Es&iBweia i8 sati mraka), a optimalna temperatura za rast je 25°C.
Physcomitrellaima visok kapacitet za regeneraéfju+ gametofitno ili sporofitno tkivo

obnavlja se i daje protonemaQR WNLYR NRMH VH UD]JYLMD VOIMpQR NDR
usitnjavanemSURWRQHPDOQRJ WNLYD KRPRJHQL]DWRURP PRaH
SRWSXQR GLIHUHQFLUDQLK SURWRQHPDOQLK VWDQLFD D I
]D L G X iuXr*N2é @zliku od ostalih biljnih kultura tkiva, gdje se ktgisiediferencirane
VWDQLFH WHNXiD PNpat@ngs4ddiop s€& ddKkdierdnQranih stanica, gdje nema
VRPDNORQDOQH YDULMDFLMH 7R RPRJXUXMH GXJRWUDMQ
pozadin® .UDWNRURPQR NXOWXUD VH PR&H RGUADYDWL L UH:
QHNROLNR PMHVHFL =D GXJRWUDMQX SRKUDQX WNLYR VH

Slika 15. In vitro kultivacija mahovineP. paten§®. A) mlado filamentozngprotonemalno)

tkivo, idealno za kulture u spenziji; B) odrasla lisnata biljka, gametofit; C) protoplasti,
VWDQLFH NRadifikatfeHXHHQ RIPD ' PDOD WHNXUD NXOWRUD PDKE
bioreaktoa |D X]JR M X] P Lt bicidakpod 24 uzgoj uz ljuljanje.
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Najbitnija odlika ove mahovine je njena izuzetna sposobnost homologne rekombinacije.
Prema efikasnosti homologne rekandxije, P. patensMH VOLpQD NYDVFX L GDOH
ostale billk€®® 7D RVRELQD PR&H VH LVNRULVWLWL ]D L]QLPQR
mahoviné i proizvodnju mutanti s prekinutim genimanpckout) ili s ekspresijom
heterolognih genakfockin). Zbog dominantnosti EORLGD X ALYRWQRP FLNC(
RUJDQL]DP MH LGHDODQ |]D JHQHWLpPpNH VWXGLMH MHU MH |
SURSDIJDFLMD KDSORLGQRJ WNLYD RPRJXUDYD GRELYDQM
blokirani u ranom razvoju. Stabilne transf@ante dobiva se integracijom kopija transgena s
markerom za antibiotsku selekciju u genomsku DNA jednostavnim postupkom unosa
OLQHDUL]JLUDQH '"1$ X SURWRS O D Wlikdtons. RNAKe1ii MvaswuprieW P D Q D
VHOHNFLMH DQWLELRWLNRP AaHGWMUYYOMH HDHRPHN\N Dp NLRPM B¢
transformanata. Zbog dominacije gametofita u izmjeni generacija, izolacija mutanata i
JHQHWLpPpND DQDOL]D VX MHGQRVWDYQLMH QHJR M YUVWD
PRGLILFLUDQMX JHQRPD QH WUHED SURYR%IO4&M tdgal LAD QML
2008. godine objavljena je genomska sekv&hca 2017. konstruane su sekvence 27
kromosom& &AWR RODNADYD FlgendnmaQX PRGLILNDFLMX
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

agar, agaroza, akrilamigisakrilamid smjesa (30:1), ampicilin, amonijev persulfaPs),
geneticin G418, higromicin B, imidazol, izopropil -D-1-tiogalaktopiranozid (IPTG),
kloramfenikol, LB podloga (Lennox), lizozim, Dmanitol, 2-(N-morfolino)-etansulfoska
kiselina MES), mlijeko u prahu, octena kiselingolietilen-glikol PEG 4000, natrijev
dodecilsulfat (SDS, N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin(TEMED), Tris baza (Carl Roth)
aceton, CuS©5H-.0, HsBO3, ZnSQ-7H20, ZnCh, glicin, D-glukoza, heksan, KH#PQs, K,
KCI, Ca(NG)2-4H20, CoCh-6H.0, MgChk-6H20, MgSQ-7H20, MnSQ-4H20, NacCl,
NaEDTA, NakbPQy, Na(HRO4)2-H20, NaMo04-2H20, D-sorbitol, HO,, FeSQ-7H-0,
(Kemika) etanol, glicerol, metanol (GramMolkozje antikuni e antitijelo IgG konjugirano
s hrenovom peroksidazom, amonijev tartardR YHYyL DOEXP L @SA)] DM&&al X P D
driselaza, Fast Blue BN sakoprenoidfosfati: IPP, IP, DMAPP, HMBPP, MVAPP, GPP,
FPP, G5PP; -P HUN D S W RidftNaini@, RRDIAzol, Tween 20, Tween 80 (Sigma)Ni-
NTA punilo (Qiagen) Coomassie boja R250, 2-[4-(2-hidroksietil)piperazinrl-il]-
etansulfoska kiselina HEPES, polivinil-polipirolidon (PVPB, bromfenolplavilo, amide
crnilo (Serva) dipeptidil2-naftilamidni supstrati: ArgArg-, Ala-Arg-, Ala-Ala-, Gly-Arg-,
Pro-Arg-, PheArg- (Bachem) Asp-Arg-, Gly-Pro, Gly-Phe, Lys-Ala- (Serva) PVDF
membrana, ECL Prime reagens za kemoluminiscencijsku detekciju (Thermo Scjentific)
transzeatin (tZ), indol3-octena kiselinglAA), salicilnakiselina (SA), apscizinska kiselina
(ABA), citokininskistandardi QIChemIn)

3.1.2. Enzimi i drugi reagensi za molekularnu biologiju

Restrikcijski enzimiEcad8l, Hindlll ; FastDigesBanHI, Pst, Xba (Thermo Scientific);
DNA-polimeraze Phusion, Phire, Dream@gThermo Scientific), Q5 (NEBpeqGOLD Taq
(Peglab) T4 DNA-ligaza, reverzna transkriptaza RevertAid (Thermo ScientiiJaza A
(Peqglab)
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3.1.3. Komercijalni setovi

Setovi za molekularnu biologiju: QuikChange 1l XL (Agilen§loneJET PCR Cloning Kit,
aLICabr LIC Cloning and Expression Kit #3, GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup
Micro Kit, GeneJET Plasmid MiniPrep Kit, DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo
Scientificy Wizard SV Gel and PCR Cledyp System, PureYield Plasmid Miniprep i
Maxiprep System (Pmega) Power Sybr Green PCRit (Applied Biosystems)

Setovi za kristalizaciju: Index, Crystal Screen, SaltRX (Hampton Research), JCSG+ (Qiagen),
Morpheus HT96, Clear Strategy | i Il, MIDAS (Molecular Dimensions)

Set za detekciju fosfata: Malachite Grédmosphate Detection Kit (R&D Research)

3.1.4. Bakterijski sojevi
"+, L ;/ %0OXH 06) , QY L W-ORIONPIQs(DEIRIL  (Stratagene),
Lemo21(DE3) (NEB) i Rosetta 2(DE3) pLacl (Novagen)

3.1.5. Biljni materijal

Kao polazni materijal z&nockout PXW D QW H N RdhaviAPHY@dmitidia patens

(Hedw.) B.S.ekotip py*UDQVGHQVWLT VRM NRML MH NRULAWHQ ]D \
PDKRYLQH 7DM GLYOML WLS NRUL&AWHQ MH X VYLP GUXJLP

3.1.6. Instrumenti i aparature

aparature za elektroforeziini Protean Tetra Cell Mini TransBlot sustav (BieRad),

PhastSystem (Pharmacia); spektrofotometri: NanoDrop 1000 (Thermo ScigBi@Drop

Duo (BioDrop); fluorimetri: Cary Eclipse Fluorescence (Agilent Technologies), Fluoreax

(Horiba Scientific), GENios (ENios); spektopolarimetar B15 (JASCO); kristalizacijski

roboti Oryx8 (Douglas Instruments) i Mosquit&€P (TTP Labtech); sustav za kromatografiju

SURWHLQD )3/& c¢cNWD SKDUPDFLD PDVHQL VSHNWURF

kromatografijom: 1290 Infinity LC System arddjilent Technologies 6460 Triple Quadropole
$IJILOHQW V NRORQRP (OLSVH 30XV & 55+' S$FIMEW)\ 83/&

(Waters); termomikser Eppendorf Thermomixer R (Thermo Scientific); centrifuge Sorvall

RC-5B (Sorvall), Eppendorf 5415 R (EppenderHettich Universal 320 R (Hettich)

VRQLNDWRU /DEVRQLF 0 % %UDXQ %LRWHFK ,QWHUQDWLF

400 (Retsch); sustav za vizualizaciju kemiluminiscencije i fluorescencije UviTecvfZlea
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Scientificy koncentratori Vivaspin 1l (S&orius) i Amicon Ultra 15 (Merk Millipore Ltd.);
ILOWUL ]2 idg3umHEarlRoth) PD-10 kolona(Pharmacia)

3.1.7. Programi

PyMol [www.pymol.orq Schrodinger)UCSF Chimer® (http://www.rbvi.ucsf.edu/chimeja
SnapGene, Graph Pad Prism 5.0, P%pmp:llwww.sbq.bio.ic.ac.uk/phvn MEGAY.

3.2. WLRLQIRYMddEL b N
3.21. BUHWUDALYDQMH ED]D SRGDWDND
U pretragama za unaprijed generiranim podagi®av OXaLOD VDP VH ED]DPD NRM
proteire prema homologiji s Y Hapisanim domenamaConsewved Domain Databa$@
www.ncbi.nlm.nih.gov/cdpli InterPrd® (www.ebi.ac.uk/interprp .DR XQRV NRULAWH
aminokiselinske sekvence proteina PpND i AtND (UotPA9TLP4, Q8L831).

8 SRWUD]L ]D GUXJLP KRPRORJQLP VHNYHQFDPD SUHW
blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.dgiUniProtkB |6/vww.uni|orot.orc i 1IKP db.cnqb.orq/onel‘])p
%»D]DPD MH SRVOMHGQL SXW SULRWDASVOHINDH&RprograhWwe W D p H
BLAST!% (engl.Basic Local Alignment Search ToopcijaBLASTP za usporedbu proteina
Za homologeenzimaNudix-DPP Il kriterij za ukOM X p LY D Q MiedModt £ Q.RZa(
SURQDODAHQMH KRPRORJD '33 ,,, GRPHQH NRUL&AWHQD MH
772), algoritam PSBLAST (engl. PositionSpecific Iterated BLASbez promjene osnovnih
SDUDPHWDUD D ]D XNOMBFRO®MHUDEINORR WIMLAMAR® V SRpHW
guery coverage> +RPROR]JL 1XGL[] GRPHQD SUHWUDALYDQL V:
AtND (ostaci 2200), uz kriterije Evrijednost < 0,001 i > 50% duljine sravnjenih sekvenci.

3.2.2. Filogenetska analiza

Sve filogeretske analize provedene su u programu ME®ABravnjivanja su provedena

algoritmom MUSCLE, a stablaX NRQVWUXLUDQD SRPRUX PHWRGD VS

NeighborJoining L Q D physSkhiohije(engl. Maximum Parsimor)y Prikazano je samo

jedno stablo, asamoakosW YD VWDEOD SRGUADYDOD JODYQH ]DNOMX]|
Za filogeniju Nudix'33 ,,, NRULAaWH @Hz haXe MECBN @dthBaFRk i sekvence

SDURALQD L] ED]JH .3 6HNYHQFH VX VUDYQMHQH L RQH NF

HOLPLQLUDQH QSU SDUFLMDOQD VHNYHQFD LOL YLaAHVW

VHNYHQFL NRMH VX QD 2\ tostiypHo ¢ Kad DloddtakQ.H X DQDOL

Doktorska disertacija =ULQND .DUDbDpLU



§ 3. Eksperimentalni dio 27

=D LGHQWLILNDFLMX RpXYDQLK RVWDWDNDDRRIUILIZAWHQR |
svih triju baza podataka. Eliminirane su pozicije koje su bile prisutne samo u nekolicini
VHNYHQFL L VNUDUHQL Vadt NKUPWIRUHNGEMLVVHELQRRGX6 UDY (
kao Dodatak 2.

Za filogeniju DPP 1l odabrano je 88 sekvenci. Odabrane su sekvence tako da
SUHGVWDYOMDMX VYH YHUH WDNVRQRPVNH VNXSLQH 'RGD
NDUDNWHULJUUDRQRUDNRYHDOPD X BMDMWRBDV 3R D,y HQMJAWHQH
sekvence. Sravnjenje je dostupno kao Dodatak 3.

Za filogeniju Nudix proteina izA. thaliana sekvence su preuzete iz baze InterPro,
postavljanjem filtra za domemdudix hydrolase domaifPR000086 i organizam, s tim da su

u obzir uzete samo sekvence iz SwissProt baze.

3.2.3. Kreiranje modela strukture

Modeliranje strukture prema homologiji sa poznatim proteinskim strukturama izvedeno je
pristupom alatu Phyfe{http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyr¢2 =D NUHLUDQMH VWUXNW
MH LQWHQ]JLYQL &DpMIQUPRIG UQ MIHPORMBURWHLQX V YLAH GRF
aminokiselinske sekvence proteina PpND i AtND. Prikazi struktura kreiranS$®P R U X

programa PyMol Chimera.

3.3. Biokemijske metode
3.3.1. Kloniranje gena u ekspresijske vektore i ekspresija proteina
Plazmid za ekspresiju PpNPET21la, QDUXpHQ MH RG WYUWNH *HQH$UW
Slijed nukleotida optimiziran je za ekspresijieucoli. Aminokiselinski slijed eksprimiranog
proteina odgovara onom u UniProt bazi podataka (A9TLP4), uz dodatakriesska
HHHHHH na Ckraju.

Gen zaAtIND XPQRAH G RPRUX SRpHWQ ltdblizi DiD kom@Bdmentaa X
DNA (cDNA klon U16680 Q D U X b Argbidesis Biological Resource Centéhio State
University) i kloniran u plazmid pLATE31 Kloniranje je izvedeno komercijalnirmetom
aLICator #3 (Thermo Scientific)a eksprimirani protein imao je aminokiselinski slijed
LGHQWLPpDQ UHIHUHQOBIBRLPSs MishrivjéskosnQEHBIHHRHHG na raju.

Za potrebe validacije antiserumidRML VSHFLILPpQR ,Klonir&RéQdgeM+a 3S 1
rubiskeaktivazuP. patengPpRCA), iz komplementarne DA divljeg tipa pripremljene kao
awR MH RpgavpmprR352% i 3.5.3 .ORQLUDQMH MH WDNRVYHU L]JYHG
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sebm aLlCator #3, tako da je GHHHHHHG Hsivjesak slijedio sekvencu koja odgovara
ostacimab9 #445 UniProt unosaA9TBPO Tako je eliminirarN-terminalni signalni peptid za
unos u kloroplast,te #(INVSULPLUDQD VDPR NRQDpPQD ]JUHOD IRUPD S
Za usporedbu aktivnosti enzima prema IPP, klanjeaprotein NudB iz bakterij&. coli.
Kloniranje je izvedeno setom aLlCator #3, tako da je GHHHHHHGgdigesak slijedio
sekvencu UniProt unos20AFCQ
ZD XPRaADYDQMH L RGUADYDQMH EQ®I]PLGD NRULAWHQ MH

Tablical 3RpHWOQLFH NRULAWHQH SULOLNRP NORQLUDQMD X H

oznaka VOLMHG SRpHWQLFH

AIND_F AGAAGGAGATATAACTATGGCGGAGGAGCACTTCGACG

AIND_R GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGTTCATCATGCTTCTGCTAATGGAAATGTCGG
PpRCA_LICF AGAAGGAGATATAACTATGGAGGCTGAGGGCGAG
PpRCA _LICR GTGGTGGTGATGGTGATGGCCCTGGGACGCTGGAGC
EcNudB_LICF AGAAGGAGATATAACTATGAAGGATAAAGTGTATAAGCGTCC
EcNudB_LICR GTGGTGGTGATGGTGATGGCCGGCAGCGTTAATTACAAACTGTTC

PpND i AtND eksgimirani su u BL21CodonPlus(DE3RIL soju E. coli (Stratagene).
30D]PLG MH X NRPSHWHQWQH VWDQLFH XQHVHQ HOHNWUR
stanicau LBWHN X iR MV SRFGGOIRWINRP DPSLFLOLQD NRQD)W@H NRQFI
37°C i 250 okretaja u minuti rpm) WH MH DOLNYRW N R bpresiygkd Quitbie . QRN X O
UD]JUMHYy Hupbtzi LVWRJI VDVWDYD L SUL LVWLP XYMHWLPD I
RSWLPpNX IJXVWRUX QD YDOQRM GXOMLQL QP NXOWX
kulturi je zatim dodan koktel Zf i Mg?* u obliku KORULGQLK VROL WDNR GD
koncentracija u kulturi iznosild0 pmol L? Zn?* i 1 mmol L! Mg?". Nakon 15 minuta,

ekspresija proteina je inducirat®TG-RP X NRQDpPQRM NRQFH®WIliuDeF L M L

su zatim uzgajane 20 saii 18°C i 130 rpmBakterijske stanice su oborene centrifugiranjem

pri 5000 g. Stanice su pohranjene-8@°C doizolacije proteina.

U sklopu radioniceASURWHLQ H[SUHVVLRQ SXULILFDWLRQ DQG F
u Hamburgutestirana je ekspresija u alternativnsustavima. PpND i AtND klonirani su u
nove vektore s namjerom ekspresije proteirsaC-terminalnm His-privieskom (plazmid
POPINE®) i N-terminalnm His-SUMO-privjeskom na koji se nastavlja slijed koji
prepoznaje HRV 3C proteaza, kako bi se afinitetrivjpsak mogao ukloniti plazmid
POPINSZ%). Ekspresijaje provedenas sojevima Lemo21(DE3) (NEB) i Rosetta 2(DE3)
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pLacl (Novagen)na GYD QDpPLQD HNVSUHYV EkdvhHi Pov@EGBit padwR P ,37*
(AthenaES) komercijaing SR MD pwQdzi za ekspresiju, te autoindukcijom u
komercijalroj podlozi Overnight Express Instant TB medium (Novagéupno je testirano

16 (2 UD]OLPLWLK NRPELQDFLMD X NRML PA&ciybakiéskilstj DQL SU
L QDpLQ HNVSUHVLMH

3.32.PURpLaAUDYDQMH SURWHLQD

BURpLaAaUDYDQMH SURWHLQD MH |DSRpHWR OL]J]RP EDNWHU
hladnom puferu za lizu (50 mmol!LTris-HCI, pH = 8,0, 300 mmol £ NaCl, 10 mmol t?
imidazol), WH OL]LUDQH NRPELQLUDQLP GMHORYDQMHP,OL]R]LP
inkubirano PLQ QD OHGX L XOWUD]Y Xip @3®4d adiifubd) i D VR QL |
pauzom svake 2 s). DN MH UD]JUDYyHQD NSIMHORYDRMBIFPQH NRQFHC
5ug mL?) tijekom 20 minuta. Lizat je razbistren ceifiigiranjem 45 min pri 14500 g, te
profiltriran preko 0,45 pm filtra, pa nanesen na-Nir$ NRORQX 9HOLPLQD NF
SULODJRYHINWHOHYLRAVNH NXOWXUH ]D / NX-QMXXUH NRI
punla. Za manje ekspresije, npr. 0,5 L za izolaciju vatjanNRULaAWHQD MH NRORQD
Lizat je nanesen na kolorakvilibriranu u puferu za lizuyz protok 0,5 mL mid. Kolona je
zatim uz protok 1,0 mL mihisprana puferom za ispiranjgufer za lzu uz dodatak
20mmol Lt imidazok), pa je vezani protein eluiran puferom za eludjpufer za lizu uz
dodatak300mmol Lt imidazoa )J)UDNFLMH V QDMYHURP NRQFHQWUDFLN
XIJXaUHQH QD $PLRNRQ BHOQWWDDWRULPD 8 LGXUHP NRUDNX
gekHfiltracijom na HiPrep 16/60 Sephacry®-200 High ResolutionNRORQL SRPROX VXV
FPLC Akta (Pharmacia)2 GDEUDQH |IUDN F havisti Y Xp K QX & DHRYGIV-FOOMHQH ¢
koloni. Uzorci u puferu sastava 50 mmot Tris-HCI pH = 7,5 su alikvotirani i pohranjeni na
- f& GR NRUL&AWHQMD

YyLVWRUD IUDNFLMD SpolRkfilridhony Elabtipfokézbtf (BDSPAGE)
na 10% geluzvedenom na sustavu Mini Prote@eatra Cell.Nativna elektroforezarovedena
je na PhasBystem sustavu za elektroforezu, na gradijentnim gelovima -45%
poliakrilamidom. Gelovi 8 bojaniCoomassie bojorR-250

Cirkularni dikroizammijeren je na uzorcima koncentracije 0,35 mg’mni 10 mnol L?
natrijevom fosfatnom puferu pH = 7,4 i pri duljini putarin. . R U L & Whst@mbhHJasco
J-815.
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PPRCA i EcNudB su eksprimiram L S U@ V8 L ka@Q RpND i AtND, uz manje

preinake: nisu dodavane kloridne soli Mg i, &oncentracija IPTG za indukciju ekspresije

iznosila je 0,5 mmol &, a ekspresija je trajala 3 sata pri 37°C i 220 rpm. Priogin

S U R p iLsameéafhitetnom komatografijom na NNTA koloni i odsoljen na PD10 koloni.
.RQFHQWUDFLMD SURWHLQD RGUHYHQD MH PNthathHQMHP L

spektrofotometru BioDrap

3.3.3. Ciljana mutageneza

=D FLOMDQX PXWDJHQH]X NRUL&AWHQ IMAgilKR)PSipieioktlD OQL VH
SURYHGHQL VX SUHPD XSXW RRhavedbi RUW|§ R HBHRDY L@ B @ QR LF L
SULPMHQMHQH QD HNVSUHVLMVNLP SOD]PLIPENIMMS595GLGL SR.
NRULAWHQH VX ]D LQVHUFLMRMHMMWDQ X VWR P RKWRMD DRIE QL
HECCGH. Na tpvarijarti L]YHGHQD MH GRGDWQD P RWD JB®H]DWR SRpF
je dalo varijatu R ] Q DUpHHEQLGH. Svim varijjant®# D MH XVSMHaAQRVW PXWDJHQ
VHNYHQFLUDQMHP FLMHORIeX &llzezemskd)QD ODFURJHQ

Tablica2 3RpHWQLFH NRULAWHQH ]D FLOMDQX PXWDJHQH]X ]l

oznaka VOLMHG SRpHWQLFH

PpNDins595GF CATCTGCCATGAATGCTGTGGCOCATGGTATTGGTCCGC
PpNDins595GR GCGGACCAATACCATGGCCACAGCATTCATGGCAGATG
PpND_C594L_F CCATGAATGCCTGGGCCATGGTATTGG
PpND_C594L_R CCAATACCATGGCQCAGGCATTCATGG
PpND_R613D_F CGTGCAAGCACCGTIGATCTGGAACTGCAAGAGG
PpND_R613D_R CCTCTTGCAGTTCCARTCAACGGTGCTTGCACG
PpND_E592A F CCATACCATCTGCCATGCGTGCTGTCATGGTATTGG
PpND_E592A R CCAATACCATGACAGCACGCATGGCAGATGGTATGG
AtND_E594A F CTCACACCATTTGCCATGCGTGTTGCCATGGCATTGG
AtND_E594A R CCAATGCCATGGCAACACGCATGGCAAATGGTGTGAG
PpND_E92A F GACCGCACGTCGTGCGCTGCAAGAAGAACTG
PpND_E92A_R CAGTTCTTCTTGCAGCGCACGACGTGCGGTC
PpND_A76C_F GGGATATTAGCAGCTGCGGTCATATTAGTGCC
PpND_A76C_R GGCACTAATATGACCGCAGCTGCTAATATCCC
PpND_Y123A F GCGTGATCAACGGTGGCAAAGCGATCAACAACGAGTATAACGATG
PpND_Y123A R CATCGTTATACTCGTTGTTGATCGCTITTGCCACCGTTGATCACGC

3.3.4. Kristalizacija proteina
8 VYLP HNVSHULPHQWLPD NRULAWH®HDIM HH'EEWRGD GLIX]LMI
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8 SUYRP SRNXabMX SRVWDYOMHQD MH NULVWDOL]DFLMD
koncentracija proteina: 5, 10, i 15 mg thu puferu sastava0 mmol L? Tris-HCI, pH = 7,5.
Kapi su postavljane kristalizacijskim robotom Oryx8R XJODV ,QVWUXPHQWV QD
rezervoara i tri kapi uz svaki rezervoagfD UD]OLpPpLWH NRQF WKW RFLMH S
SLSHWLUDQR —/ X]JRUND SURWHKNRSQL YROKXKPDQ IPHQN ERHQ |
.RULAWHQL VX NRPHtaka MistalzadyjuMhtex RRampiory Research), Crystal
Screen (Hampton Research) i JCSG+ (Qiagen)

8 GUXJRP SRRN&EBWMKMQL VX UHVXUVL SRJRQD ]D SULSUHP:
uzoraka, SPC Facilit)y’ (EMBL Hamburg 1 M H P DJadidk proteind®pND koncentracije
10 mg mk! u puferu sastava 5@mol L Tris-+& O S+ NRULAWHINM MH V NI
setovimaJCSG+(Qiagen)i Morpheus HF96 (Molecular Dimensions)Uzorci koncentracija
8i12mgm! NRULAWHQL VX V NRP Bledr ISvaegyq Li M(MoldoMdr Y L P D
Dimensions) =D SRVWDYOMDQMH NDSL NIKBL@AWH@bteékhHja URERW
SLSHWLUDQR MH —/ X]JRUND SURWHLQD L (s5ULPDWLDPQ
P D W L j oljédHommkapi.

8 WUHUHP SRNX3DDVK IINakiivné VirijaQtePpND E592A i AtIND E594A
koncentracijel5 mg mL! u puferu sastava 108mol L'* NaCl, 50mmol L Tris-HCI, pH =
75. 2ED SURWHL® 8 N Riher&ijMhin® setovimaCSG+ (Qiagen) MIDAS
(Molecular Dimensions) BaltRX (Hampton ResearchKapi od 0,5 pL proteina i0,5 pL
PDWLpQLFH —/ PDWLpPpQLFH pketithht] Burob&a ®ryx8 (Douglas
Instruments)QD SORpH V UHJHUYRDUD L WUL NDSL X] VYDNL UH

3.3.5. Priprema poliklorskogantitijela
Poliklonsko DQWLWLMHOR NRMH VSHFLILPQR SUHSR]QROQHIKBURW
seum 8]J]RUDN SURPpLAE&UHQIg Jrdieihd RIND L4 & Qurtki Abcore za
imunizaciju N X Q lpieha njihovom standardnom protokoluWH MH NDR NRQDpPpQL
SULPOMHQ VHUXP LPXQQILUMOXK NRYRWMN QW DdipréitdjaSURpL A
u imunodetekcijskim metodama.

Zavalidaciju antitijela, ispgana je imunodetekcija rekombinantnih PpND, AtND i ljudske
DPP IIl, kao i proteinskiekstrakti izE. colii P. patens Ispostavilo se da protein rubisko
DNWLYD]D L] PDKRYLQH 3S5&% WDNRYyHU UHADpddvetbnay D VHU)
MH X /DERUDWRULMX ]D VSHNWUR P K WiidjLpxbdinHeDoDiramQ VW L W X
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HNVSULPLUDQ L SUR pitana.Zgedd®INkRradlastimadidoliranim iz mahovine
(poglavlje3.4.3,pra HLQ 3S5&% NRULAWHeMHa. X YDOLGDFLML DQ

3.3.6. Testpeptidazne aktivnosti

BHSWLGD]QD DNWLYQRVW RGUH yH @upstiatWARQIZNAMG QL P WH
Kolorimetrijska metod®® za mjerenje VSHFLILPQH DNWLYQRVWL HQ]JLPD
reakcijskoj smjesi od 1 mL uz 40 pmol*Lsupstrat i 75 umol £ CoCk pri 37°C. Za
LVSLWLYDQMH VXSVWU D WQdipeptiiiz-FILDLWQ R DWILGXR UV X B/\HQ U D
dipeptidilnim skupinama:Arg-Arg-, Lys-Ala-, Ala-Arg-, Ala-Ala-, Gly-Arg-, ProcArg-,

PheArg-, Asp-Arg-, Gly-Pro-, Gly-Phe. =D LVSLWLYDQMH S+ RSWHEXPD NRI
puferi u rasponu pH od 7 do 9 atnijevi fosfatni puferi u rasponu pH od 6 do 8. Svi puferi

imali su ionsku jakost | = 0,016 YL LGXuUL WHVWRY EHCl|putIG HH+ 7M. X X 7UL
. L Q H&Vrjprdnja izvedenau fluorimetrijskin!® testomu 3 mL reakcijske smjesaa
spektrofluorimetruCary Eclipse e QP ALUIMHSBUR®RP QP aLuLQbD
prodjepa 5 nm) tijekom 1 minte reakcijgori 25°C, uz raspon koncentracija supstrata od 0,25

do 100 pumol [X. Za bD & G D U Q LN B U D & \BtBpd-2-naftilamina (2NA). Parametri su
RGUHYHQL QHOLQHDUQRP UHJUHVLMRP X SURJUDPVNRP SDI

3.3.7. Testfosfatazne aktivnosti

Fosfatazna aktivnosprvotno je R G U H idthih@iranim fluorescentnim testom NRULVWHUOL
IOXRUHVFHQW Q R-v&zEi [ptsiniz 8H €@lLkaloRfasfdininsenzor, kako je prethodno

opisand. Vezanjemfosfal GROD]L GR SRY H ii D QeMzDraPe/X&Estu-kujéntj® F L M H
ispitana aktivnost u pmustvu 73 potencijalna psgrata Nudixhidrolaza, proveden je u

Berkeleyu, SAD, u suradnji s prof. BrenneroBHDNFLMVND VP MHWMMAID'GUADY D
Tris-HCI pH = 7,6, 10 mmol £ MgCl; i 5-10umol L? fosfatni senzor.8 VOXpDMX GD N
PLURIRVIDW ELR RPHNLYDQL SURGXNW UHDNa&bngadskeV PMHV L
pirofosfataze; ekvivalentno, ako j& p H N LpwoBuRtLbio nukleozidmonofosfat, dodano je

1 U mL* alkalne fosfataze. Koncentracije supstrata su izadsjimol L%, a enzimgPpND i

AtND) 50 nmol I! 6 XSVWUDWL VX ELOL JUXSLUDQL X (tdlcdSLQH S
3). Negrupirani supstrasu testUDQL LQGLYLGXDOQR JERJ YLVRNMH NROLD
MH ELOD ULMHp RIPRMRFPHMXBWIMIMNUMALWKX SUDUHQ MH QD *(1LR
SORpP&FD  QPem=465nm, 100 ciklusa) tijekom 25 minuta Bii°C.
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Tablica 3.Popis svih testiranih supstrata s kraticama. Kao dodatni enzimi u reakcijskoj smjesi
N R UL aW H qalfosfataza (AR)D @norganska pirofosfataza (PP). Ako su pojedini supstrati
testirani kao skupina, to je navedeno u prvom stupcu.

Skupina Kratica Ime supstrata Deondz?::'
1 ADP-riboza adenozir5'-difosforiboza AP
1 FLNOL pNiwzg'3 FLN OL p Nib5BEliBsf@iBoya AP
1 GDP-glukoza gvanozin5*-difosfoglukoza AP
1 GDP-manoza gvanozin5-difosfo-D-manoza AP
2 CDP-kolin citidin-5"-difosfokolin AP
2 CDP-glicerol citidin-5'-difosfoglicerol AP
2 TDP-glukoza timidin-5*-difosfo- .-D-glukoza AP
2 UDP-acetilgalaktozamin uridin-5'-difosfo-N-acetitgalaktozamin AP
2 UDP-acetitglukozamin uridin-5'-difosfo-N-acetitglukozamin AP
2 UDP-glukoza uridin-5-difosfoglukoza AP
3 Ap3A PL,P3-di(adenozirs')-trifosfat AP
3 Ap4A PL,P*-di(adenozins')-tetrafosfat AP
3 Ap5A PLP>-di(adenozirs')-pentafosfat AP
3 Ap4G Pl(-5-adenozil)P*-(5'-gvanozil}tetrafosfat AP
4 Ap4U P(-5-adenozil)P*-(5"-uridil) -tetrafosfat AP
4 Ap5dT P(-5-adenozil)P°-[5'-(2-deoksitimidil)] -pentafosfat AP
4 Ap5G P(-5-adenozil)P°>-(5'-gvanozil} pentafosfat AP
4 Ap5U P(-5-adenozil)P°-(5"uridil) -pentafosfat AP
5 Gp2G P(-5-gvanozil}P*-(5-gvanozil}difosfat AP
5 Gp3G PY(-5-gvanozil}P*-(5'-gvanozil}trifosfat AP
5 Gp4G P(-5-gvanozil}P*-(5-gvanozil}tetrafosfat AP
5 Gp5G P(-5-gvanozil}P*-(5-gvanozil}tetrafosfat AP
5 m7Gp3C PL-(5-7-metil-gvanozil}P3-(5-citidil) -trifosfat AP
6 FAD flavin-adenindinukleotid AP
6 DeamineNAD+ nikotinamid-hipoksantindinukleotid AP
6 NAD+ nikotinamidadenindinukleotid AP
6 NADH reducirani nikotinamieadenindinukleotid AP
7 ADP adenozirb*-difosfat PP
7 ATP adenozir5-trifosfat PP
7 dADP 2'-deoksiadenozib-difosfat PP
7 dATP 2-deoksiadenozib-trifosfat PP
7 8-0x0-dATP 8-okso-2'-deoksiadenozid-trifosfat PP
7 2-O-Me-ATP 2-O-metiladenozirb*-trifosfat PP
7 N1-Me-ATP N*-metiladenozirb -trifosfat PP
7 N6-Me-ATP N®-metiladenozirb -trifosfat PP
8 CDP citidin-5-difosfat PP
8 5-Me-dCTP 5-metil-2-deoksicitidin5-trifosfat PP
8 5-MeOH-dCTP 5-hidroksimetil2'-deolsicitidin-5*-trifosfat PP
8 5-OH-dCTP 5-hidroksi2-deoksicitidin5*-trifosfat PP
8 N4-Me-dCTP N“-metil-2'-deoksicitidin5"-trifosfat PP
8 2-0O-Me-CTP 2-O-metilcitidin-5*-trifosfat PP

=ULQND .DUDpLU
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9 dGDP 2'-deoksigvanozifb'-difosfat PP
9 dGTP 2-deoksigvanozitb'-trifosfat PP
9 GDP gvanozin5*-difosfat PP
9 GTP gvanozin5*-trifosfat PP
9 p4G gvanozinb*-tetrafosfat PP
9 3-dGTP 3-deoksigvanozitb -trifosfat PP
9 8-0x0-dGTP 8-okso-2'-deoksigvanozifb-trifosfat PP
9 2-O-Me-GTP 2'-O-metilgvanozin5*-trifosfat PP
9 8-0xo-GTP 8-oksogvanozirb*-trifosfat PP
9 N1-Me-GTP N*-metilgvanozin5-trifosfat PP
10 UDP uridin-5-difosfat PP
10 UTP uridin-5*-trifosfat PP
10 5-MeOH-dUTP 5-hidroksimetil2'-deoksiuridir5*-trifosfat PP
10 2-0O-Me-UTP 2-O-metiluridin-5*-trifosfat PP
10 5-Me-UTP 5-metiluridin-5*-trifosfat PP
11 dITP 2'-deoksiinozin5*-trifosfat PP
11 ITP inozin-5"-trifosfat PP
11 TDP timidin-5*-difosfat PP
11 TTP timidin-5*-trifosfat PP
11 XTP ksantozir5'-trifosfat PP
ADP-glukoza adenozirs-difosfoglukoza AP
GDP-fukoza gvanozin5*-difosfo- -L-fukoza AP
UDP-galaktoza uridin-5*-difosfogalakoza AP
UDP-glukuronat uridin-5-difosfoglukuronat AP
m7GP5G PL-(5-7-metil-gvanozil}P*-(5-gvanozil}pentafosfat AP
Ap6A PY{(-5-adenoziljP5-(5-adenail)-heksafosfat AP
CTP citidin-5*-trifosfat PP
dCDP 2'-deoksicitidin5-difosfat PP
dCTP 2-deoksicitidin5-trifosfat PP
duTP 2'-deoksiuridin5*-trifosfat PP
H2UTP 5,6-dihidrouridin-5*-trifosfat PP

IPP izopentenddifosfat -

Inicijalni rezuOWDWL NRULAWHQL VX | R INEIQUH &R MEIE PQILHGD G D SN
PpND je dodatno ispitan UPP,ADP, ATP, dADP, dATP, &xo- G $ 7 3-O-Me-ATP, N1-
Me-ATP, N6Me-$73 G*'3 G*73 *'3 *73dGBP¥ 8oxe-G*73 -O-Me-
GTP, 80oxo-GTP, i N*Me-GTP (puna imena supstrata dana sublidia3). Kinetika reakcije
RGUHYHQD MH P MH U H¢stdthbg se@rirRdJFHLGrBMaciFspdktrbfluorimetru
ex QP aLUiepaddt SUR Pen QP &L UiieRadt5snthRtekom 5
minuta reakcije pri 37C. Koncentracije enzimaznosile su 2844 nmol L%, a mjerenaje
S R b HhkigaBeakcije. MichaehkOHQWHQLQD MHGQDGAED SRMHGQRVWDY
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j—??L%%?
iz kojeg je parametdcalKm RGUHYHQ OLQHDUQRP UHJUHVLMRP
Naknadni testovi, u=DJUHEX SURYHGHQL VX NRUL&AWHQMHP NRF
*UHHQ 3KRVSKDWH '"HWHFWLRQ .LW 6HW MH NRUL&AWHQ SUH
Kako bi se potvrdilo da je izopentetfidsfat (IP) produkt reakcijenzimaNudix-DPP Il i
IPP, koristila se metodaek XULQVNH NURPDWR JUdnhdermskbmViBddehdr) XWH
spektrometrijom é€ngl. liqguid chromatographytandemmass spectrometryLC-MS/MS).
Metodaje provedena kao servisna usluga u BIOCentru u Zagfealizirane su reakcije u
kojima je 50 pmol L} IPP inkubiran 10 minuta pri 37T s 60 i 600 nmol 1 PpND ili bez
enzima Reakcije su prekinute dodatkonmBnol L EDTA. Reakcijske smjese analizirane su
na instrumentul 290 Infinity LC System and Agilent Technologi@460 Tripe Quadropole
mass spectrometer (Agitt) s kolonom Elipse Plus C18 RRHBO mm duljine, 2,1 mm
unutarnji promjei 1, PYHOLpLQD6 pNWWRIVFL UHDNFLMVNH VPMHVH V
sa smjesom faze A (20mol L' NHsHCO; s 0,1% trietlaming) i faze B (80%acetonitril
vIv, s 0,1% trieilamina) u omjeru 70:30 uz protok 0,2 mL minMaseni spektri su snimljeni
NHIDWLYQRP LRQL]JDFLMRP HeketridsprayRdoiBatidhBES)HQ Melddhu HQ J O
kapilare 3500 V, temperatut RQL]DFLMH f& X VWUYXIMNRNG geagL N D @)

multiple reaction monitoringopciji.

3.3.8. Test izomerazne aktivnosti

IzopentenHdifosfatizomerazna aktivnost ispitana je funkcionalnim testom komplementacije

boje u bakterijiE. coli 7THVW VH ED]JLUD QD SR YHKdroter@RMkatWURL]YRC
ekspresije IDI.Plazmidi pAGBETA (nosi otpornost na kloramfelnikol) pTrcAtIDI (nosi

otpornost na ampiciinELOL VX YHOLNRGXabQ GDU SURI )UDQFLVD
pripremljen plazmid pfrc bezJHQD NRML MH VOXAaLR NDR QHJDWLYQD N
UD]J]JUDYHQ MH G M HAIR YebirulitiziPanADQDNAgazom kako bi se dobio

prazan plazmid pTrcU tako dobivenplazmid djelovanjem restrikcijskin enzimBanHl i

Xba uklonirani su geni za PpND i ANDXPQRAHQL SRpHWQUFDPMRILX WDE
Phusion DM\ polimeraze 1DNQDGQR MH XVWDQRYOMHQR GD ]JERJ JU
GROD]L GR SRPDND pLWDMXuUuHJ RNYLUD 6WRJD MH L]JYHG
pTrcPpND i pTrFF$W1' V SRpHWQLFDPBDPB7NMH23H OanPriuk)dotitlDQ MHG

=ULQND .DUDbDpLU Doktorska disertacija
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Eksprimirani proteini na Mkraju imali su dodatnu sekvencu MSRSAAGGS. Sveplali su
VHNYHQFLUDQL X SXQRM GXA&LQL JHQD ODFURJHQ (XURSH

Tablica4 3RPpHWOQLFH NRULAWH@EKoiD NORQLUDQMH X S7UF

oznaka VOLMHG SRpHWQLFH
pTrc PpND_F GCCGGATCCATGGAAGGCTTTCAAGAGG
pTrcPpND_R GCCTCTAGATTACAGTTTGATGTCGTCCAGCAG
pTrcAtND_F GCCGGATCCATGGCGGAGGAGCACTTC
pTrcAtND_R GCCTCTAGATTAGTTCATCAATGCTTCTGCTAATGG
pTrcORF_F ATGTCGAGATCTGCAGCCGGGGGATCATG
pTrcORF_R CATGGATCCCCCGGCTGCAGATCTCGACAT

Kompetentne stanice XL1Blue MSF' s&acoli transformirane su dvama plazmidima: pAC

%(7$ L MHGQLP RG S7UF S7UF$W,', S7UF3S1' L S7TUF$W1'
kolonije odabrane su selekcijom kloranfkolom (50 pg mL?Y) i amplicilinom (100 pg mL?)

QD S ORp DdrBpollbgEriawWzgojenesu WHN X UGH N X O W2XUuhH potNdgeds R GD Mt
antibioticima inokulirano 6 sati na 37°C,a zatim 16 satna 30°Cu mraku. Stanice su
centifugirane u alikvotima od 2 mL Za ekstrakciju i kvantifikaciftf® -karotena, dlozi

stanica su liofiliziranii resusgndirani u 1 mL otopine heksana i acetona (v:v=6z4}im

vorteksirani V. KRPRJHQL]JLUDQL PLQ SUL USP QD POLQX
XOWUD]Y Xp @Rivh. Nak@Heemitrifugiranja 10 min ne4000 g, supernatantu je
izmjerena apsorpcijari 453 nm, 505 nm, 645 nm i 663 nm. MasadN D U R W HQ &raxu J
suhetvariL]lUDpXQDWD MH SUHPD IRUPXOL

‘rdsxH xxuFsdtH xvwFrairvH wirvEr&wtH vwg HsrA %o

| >eef "' —%kb ofef o—St —"f"¢ :%o;

gdje je maa suhe tvari masa liofiliziranog taloga stanica.

3.4. Metode rada s mahovinomP. patens

3.4.1. Uzgoj mahovine

Mahovina P. patensuzgajana je u standardnim uvjetina@isanima u literaturfi®23 U

komori za uzgoj temperatu D MH R GUaDQ,DR DterRifet svjetla iznasi je
55umolm?2s! X] UHALP GXJRJ GDQD WM L]JPMHQX R$Bona VDWL V
Knopovapodloga(KNOP) VDG UAL SHW VROL L BWGD W(D NDP 1IN $ R MQHHREHH
rastapodlozi se nogu dodati amonije tartarat (AT NRQDpPQH NRQFHQWUDFLMH

Doktorska disertacija =ULQND .DUDbDpLU



§ 3. Eksperimentalni dio 37

glukoza (G1% w/v). IDNRQ RWDSDQMD VYLK VDVWRMDND S+ RWRS
KOH (1 mol LY. Podlogesu autoklaviraa 20 min na 121°CSastav je dan u tabli&. Za
krute pdloge, WHNXURMMIRGRRBIRLQ DJDU ZY .UXWH SRGOR
SODVWLpQLP 3HWULMHYLP SRVXGLFDPD SURPMHUD PP
NLUXUGNRP OMHSOMLYR®D YRGERPYOIQAWHR SRUWH MD SURWRQ
postoMHUH NR OR QL MJHD SWMNNRHHAX BIRONRE pbdHogusvakih tjedan dana, ili je
preneseno gametofitno tkivo nakon dva mjeseca rasta.

UtekXiLP NXOWXUDPD PDKRYLQD VH XJODYQRP VDVWRML I
WHNXUOH NXOW XU Htk¢md $kivdp d W@ pddtbgén FEGedmeyerovutikvicu od
100mL s 30 mLpodloge te je tkivo perturbirano Ultedurrax homogenizatoromi min pri
18000 rpmTHNXUH NXOWXUH X]JDMDQH VX SUL VWD&@ERMUGQLP X
=D RGUADYDQMMXWHIN XK WXOEDFLMD WNLYD MH YU3AHQD
YROXPHQD SRVWR MikutieDprék& @0fux Uilra, M Hkivid_ @éNeseno u novu
tikvicu, npr. od 250 mL s 80 mIW H N X 01 H , 8 Rd&5500RdLHs 180 mlpodloge Sav rad s
PDKRYLOQRPMH XENQELQHWX V ODPLQDUQLP SURWRNRP JUDN
DNVHQUu@LK NX

Tablicab. Sastayodlogeza uzgoj mahovine, pH = 5,8likroelementi su pripremljeni kao

]IDMHGQLpPND NFROQFBi{gMAU L U D Q D

komponenta koncentracija
KHPO 0,25g L
KCI 0,25¢gL!
MgSQy- 7H0 0,25¢g Lt
Ca(NQ)2-4H,0 1,0gL?t
FeSQ-7H,0 12,5 mg L

mikroelementi:

HsBO;  0,7725mg L!
MnSQy-4H,0 2,788mg L?
ZnSQ-7H, O  1,0775mg L?

Kl 103,75 g L!
NaMo0Os-2H,0 30,25 g L?
CuSQ-5H:0 3,125 |gL?
CoCb-6H,0 2,985 g Lt

amonijev tartarat 0,92 mg L
glukoza 0,01gLt
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3.4.2. Obrada tkiva prilikom izolacije makromolekula
=D SRWUHEH L]RODFLMH '1$ 51%$ L SURWHLQD SRWUHEQF
SRND]DOR VH GD MH ]|D NYDOLWHWQX LIRODFLMX PDNURPR
tkivo'’> 3ULOLNRP HNVWUDNFLMH L] JDPHWRILWD LOL VWDUR.
tvarima (vjerojatno ugljikohidratima i fenmim kiselinamg, koe QHJDWLYQR XWMHPp
HQJLPVNH UHDNFLMH WH ¥XizdRivdiukaski§ Wiseina. HDBdatibl p Q
kako bi se uklonio dio spojeva koji se-kkstrak LUDMX L] VYMH&aHJ WNLYD WUH
WHN®ULDOHM. YR WUHED VPMHVWLWIS DFPLHKX LG VR DNGFOFRD G D LW DY
Nakon toga tkivo treba premijestiti na suhi dio fHg&pira i ponoviti. Postupak se ponavlja 3

SXWD WR MHVW GRN YLa&H QdpirikR Wakd tbgh RARMeh2 izvagaliDJ QD IL
VPUIQXWL X WHNXUHP GXaAaLNX 7NLYR VH MHGQRVWDYQR K
RKODYHQRP WDULRQLNX +RPRJHQ LideRd M poptimKigeM HA QD |
svijetloo]HOHQRJ SUDaANN MH KODGQRP VSRR XS WHEH F K

centrifugiranje i procesiran prikladnim protokolom.

3.4.3. Izolacija kloroplashih proteina

SURWRNRO ]D LJIRODFLMX NORURSODVW DB® SWwhad®yjjeiQ MH ¢
WHAaANR GRELWL pLVWH NORURSODVWQH IUDNFLMH FLOM MF
SURWHLQD 6YMH&H SURWRQHPDOQWHMNXIIHYRNIX]O W XRJHWM U D W
45 pm filtru uz vakuum. Tkivo je resuspendirano u puferu za izolaciju organela

(1% w/v PVPP, 300 mmol £ D-sorbitol, 50 mmol 2 HEPES, 2 mmol £ Na-EDTA,

1mmol Lt MgCl; i ZY %6%$ L SXWD NUDWNR EAWBHDBENLER
mikserom, zatim filtrirano preko tri sloja komprese kako bi se uklonili krupni ostaci tkiva.
JLOWUDW MH FHQWULIXJLUDAQ PLQ SUL J QDNRQ pHJ

PVPP,kojijH ELR JHOHQR RERMHQ 9NOIRXDMHWRHH WDQ B W/R QRI0O DIV
UHVXVSHQGLUDQL NLVWRP ,JROLUDQL NORURSODVWL VX
RQHPLAUHQMD PEWRKRQRUVMSERDQDWDQWDMM HbiQUEEDPHQF
centrifugiranje, i ponovno centrifugirano. Talogu je dodano 100 pL pufera za izolaciju
proteina (125mmol L Tris-HCI, pH = 6,8, 4% (w/v) SDS, 0,02% (w/Asyomfenotplavilo,

YY JOLFHURCHUNDPYWRHWDQRO WH MH LQNWELUDQ
FHQWULIXJLUDQ .RQDpPQL VX&audoabaiw® QW SRKUDQMHQ MH C
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3.5. Mjerenje razine transkripcije gena

3.5.1. Tretman mahovine

YyHWLUL WMMNXGED NNAYODMWXPOU B URWRQHPDOQLK VWDQLFD WM
je za tretman biljnim regulatorima rasta i stresorima (tablica 6). Eksperiment je proveden u
PLNURWLWDUVNLP SORpLFDPD VD MDALFD V GNgOnSXWD S
dodatka spoja, kulture su inkubirane u standardnim uvjetima 6 sati. Nakon 6 sati tkivo je

odmah homogenizirano kako bi se izolirala RNs&akupljeno jel0-30 mg tkiva za analizu.

Tablica6.. RQFHQWUDFLMH ELOMQLK UHJXOD WhR bdahoudrieVWD L VW]

Spoj NRQDpQD NRQF
NacCl 300 mmol L*
H20; 10 umol L
trans-zeatin tZ 25 pmol L1
indol-3-octena kiselina, IAA 10 pmol L?
salicilna kiselina, SA 2,5 pymol L*
apscizinska kiselinaABA 25 pmol L1

3.5.2. Izolacija RNA

7NLYR MH WUHW L UigaqoRVith.CBM R). Mdinogehéima&se manje od 50 meg

dodano 500 pL RNAzeh, komercijalnog reagensa za izolaciju RNA, te je temeljito

promij H &®okretanjem i vdeksiranjem. Takav uzorak je odmah procesiran ili pohranjen na

-80°C do izolacg RNA. ,GXNRUDFL VX SURYHGHQL SUH®iRolaciuXWD P D
ukupne RNA U smjesu je dodand®,2 mL redestilirane vode, dobro proiHADQR WH
inkubiranol5 min na sobnoj temperatuNakon centrifugiranja 15 min na 12000 g, odvojeno

je 0,5 mL supernatanta movu tubicu. Tome je dodano OrBL izopropanola smjesa je
SURPLMH&D Q D1 minQnbl ¥oBriopten(p&raturis1$ MH LVWDORAHQD FHQW
10 min na 12000 ge je dobiven geghV OLpDQ WDORJ QD VWLMHQFL WXELFH
sa75% (vv. HWDQRORP L FHQWULIXJLUDQ PLQ QD J 7DORJ
30 min dok sav etanol nije ispario. RNA je resuspendirana u 20 pL sterilne redestilirane vode.
KoncentracijaL p L Vig\ihdidhamikrovolumnim spektrofotometrom BioDrop, talda je
PLVWLP VPDWUDQ X]RUDN 5idd® 28/ LJPHR/XR P RIRVGtHRUA je$
pohranjenna f& D RVWDWDN MH NRULAWHQ X LGXUHP SURWRNR
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3.5.3. Reverzna transripcija RNA
. RULAWHQD MH Uptardd B¢@DAIdVEWBHI@YN XSXWDPD (TB&RA]YRYDp
Scientific). . DNR EL VH XNORQLOD NRQWDPLQLUDIMXINazE 1$ —J
Nakon inkubacije 30 min pri 37°C, DNaza | je inaktivirana s EDTA 10 min pri 65°C. U
11—/ WDNR GRELYHQH UHDNFLMVNH VPNHMIMoEGER&GIDOH VX SR
smjesa je inkubirana 5 min na 65°C kako bi se denaturirala RNAQ D pdpdana je
reverzna transkptaza (RTaza) RGJIJRYDUDMXUOL SXIHU ROLJRQXNOHRW
Reakcijska siesa je inkubirana 60 min na 42°Ceakcijazaustavigna inaktivacijom RTaze

PLQ QD f& 7DNR SULSUHP O Més€pdtah Ulaikwtina pbHranjeksH y H Q D
na-80°C.

3.5.4. KvantitativniRT-PCR ((RT-PCR)

.YDQWLWDWLYQD ODQpDQD UHDNFLMD §krQitveRedIDfhe X VWYL
polymerasechain reaction), gqRT-PCR mjerena je na instrumentd300 RealTime PCR
System(Applied Biosystems . RULaAWHQ MH 6\EU *UHHQ UHDJHQV ]D GHYV
3R MHGDQ ELRORANL UHSOLNDW PMHUHQ MH QD MHGQRM P
UHSOLNDWD 8NXSQR VX SULSU HR @dvhialzazijG\NYROU EA\FEBIQ B N\MDX Ut
za .-tubulin 1 (TUA, COSMOSS uno$pi1s341 23v6.1) ASURWHLQ SLIJPHQWDFLNA
(engl. Alower pigmentation proteify LWD, COSMOSS uno®p1s92 5V6.1f* NRULAWHQMHP
SRPpHWQLFD QDY HGHQgdN ekspeihted mjer@ne i promjena ekspresije

gena dehidrina (engl. dehydrin, COSMOSS uRpds442_22V6)1Reakcijske smjese od

ukupQ R —/ VDGUADYDOHSWPHW @FARIOL/ SXWD UDJULMHYH:
NRUL&AWHQ@GH SRCHWORIVAN XPQDAaDQMDLL]QR\VAHID W HY QP HYXO
WUDQVNULSWD JHQD h2tdien polFfafbi X QDWD MH

Tablica7 3RpHWOQLFH NRRCRAWHQH ]D T57

oznaka VOLMHG SRpHWQLFH
gPND_fwd TCCCAAGCCAAGTTCGACTAC
gPMIND_rev CGACCATCGGGTGTCACTATG
gTUA_fwd CGTAGGAGGGACCAGTTTGG
gqTUA_rev TGCATTCATCCCCGAGTCA
gLWD_fwd CACTGCAGGAGCTGAAATCAATC
gqLWD_rev CGTAGTATCTGGAGCTTGGTGGA

gDEHYDRIN_fwd GGCTACGGCTATGATCAACAAACG
DEHYDRIN_rev TGTGCTGTGTTCCGGATTCCAAG
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3.6. Priprema i probir knock-out mutanti mahovine

Knockout PXWDQWH SULSUHPOMHQH VX QD 6YHXpLOLAWX X )UH
vodi prof. Ralf Reski 6HOHNFLMD L SURELU PXW pr@\ bbjalljgndra HQ L V X
protokolut,

3.6.1. Kreiranje genskog konstrukta

Konstrukti za tranf@rmaciju stanica mahovine pripremljeni su tako da se s obje strane kazete

s antibiotskim markerom za selekcii@DOD]H UHJLMH KRPRORJQH JHQRPX
PpND (slika B). Konkretng START kodon i eksoni-12 zamijenjeni su kazetama nptll i

hpt, koje nose gene zatpornost na antibiotike G418nptll) i higromicin B (hpt).
5'homologna regija je netranslatirani dio gena prije START kodonahan3blogna regija
SRGUXpMH Ré&ksona.GR

Slika 6 6 KHPD NRQVWUXNDWD NRULAWHQLK ]D WUDQVIRUPD
GLYOMHP WLSX QLAaH VX NRQVWIbKaxde\Kkb) U ghinD zeiMijédjgie 5HJILM
kazetama duljine 1,5 i 1,6 kb homolognom rekombinacijom preko3homolognih regija

(HR) duljine 0,85 1,0 kb.

.DJHWH L KRPRORJQH UHJLMH NORQLUDQH VX RGYRMHQR 1
.DR NDOXSL NRUL&AWHQL VX SOD]PLGL V ND]HWAD®@ZIa X XSR)
KRPRORJQH WHQMHNRWHERPVND '1$ XVWXSOMHQD OMXED](
SRpHWQLFH 3 L 3 NRULAaW thQrdlogne reDijeIRR), P& DP4 RABVHR, a

QSw,,B) L QSUW,,B5 WR MHVW KSWB) L KSWB5 ]D XPRaD\
fragmenti X LGHQWLILFLUDQL HOHNWURIRUH]RP QD DJDUR]JQRF
komercijalnimsetom ]|D SURpLaAuUDYDQMH '1$ L] JHOD 3URPHJID )U
NRULAWHQL X 3&5 UHD N FripktHempglatey BCR TN PARX ako bHs® di@bio

KRQDpPpQL NRQVAWBNBPMWFIMOD.NMH PRJIJXUD MHU UXEQL IUDJPHQ)
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SUHNODSD VD VOLMHGRP NDJ]HWD &4WR MH SRVOMHGLFD N
VPMHVL SRPLMH&ADQL X PRODUQRP RPMH@Egfnenta 0,1 9MdNR GD N

PCR reakck VX SURYHGHQH NRUL&W HQ MidlimekaRei¢tdE @@ QH 4
SURL]YRYDpPD

/DEOLFD SRPHWQLFH NRttwktAWHQH ]D SULSUHPX NRQ

oznaka VOLMHG SRpHWQLFH

P1_ND TGCAAAGCTTTTAAAAGAGAGTTTT

P4_ND CTGGCTCGGGTGTCACTATG
P2_ND_nptll  TTAAACTATCAGTGTTTGACAGGATCCGATGCAGGGAGAGAGTGGAAGAC
P3_ND_nptll CATCTATGTTACTAGATCGGGCCTCCTGTCTTTTTGCGCGCAGGCTA
P2_ND_hpt GATCCCCTGCGCCATCAGATCCTTGGCGGCGCAGGGAGAGAGTGGAAGAC
P3_ND_npt GCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAGATCGTTTTTGCGCGCAGGCTA

nptll_F ATCGGATCCTGTCAAACACTG

nptll_R GACAGGAGGCCCGATCTAG

hpt_F GCCGCCAAGGATCTG

hpt_R CGATCTAGTAACATAGATGACACCG

Slikal7 6KHPDWVNL SULND] NOR® trilkRIpMTITPCSH AR XalGp5
XPQR&A&HQD-R/KX BR&EFRMHQR WDNR GD UXEQL NDOXSL LPDMX U
NDJHWRP % XVSMH&AQR L]JROLUDQL NDOXSL NRULAWHQL V;
UXEQLP SRPHWQLFDPD & NR &DdignalBskemsdaé@XNW LPD VY

8VSMHEQR NORQLUDQL NRQVWUXNWL SURpPLAGHQL VX L] JHC
S-(7 ]D XPQRA&DYDQMH .ROR &iuk Bu NdffittaneéXPCRRWVNAOH NRC
EDNWHULMVNLP NRORQLMDPD L SRWYUVHQH VHNYHQFLUL
SURPLEAUHQ X YHOLNLP NROLPLQ BRMaXiRref(Rihe@MHP NRPHUF
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DNA konstrukti su za transformaciju pripremljeni tako da je plazmid s konstruktom

lineariziran restrikcijskim enzimimadindill i Eco , 7KHUPR 6FLHQWLILF X SL
razgradnji '1$ MH LVWDORAHQD L UHV XV S HQGHNUCagND) XtakoW HU L O Q
GD MH NRQDpPQD NRQFHQWU D F *MbBncdntratijh@RA inj@ria j8 NeR —J -

mikrovolumnom spektrofotometru (NanoDrop). Linearizirani konstrukt nije odvojen od
YHNWRUD YHUO MH FLMHOD VPMHVD NRUL&WHQD |]D WUDQ
SURWRSODVW D50\ DNAWLBOQR 0 iol £ otopineCa(NG)2.

3.6.2. Transformacija protoplasta i selekcija
Kultura za izolaciju protoplasta uzgajana jfELRUHDNWRUX NDR aW%¥ MH SUH
6YH RWRSLQH VX VWHULOQH D SRMHGLQMPI MK IPIQO@LWR
vrijednosti. Kor &ne su staki@H SLSHWH VD AaLURNLP JUORP NDNR EL
SURWRSODVWH ,JRODFLMD SUR Y8R5 BWwdogdileSifsple?d/lD MH G |
0,5 mol L'* manitolu (pH = 5,65,8, 560 mOsha materijal iz 0,5 L kulture iz bioreaktora
Otopina je shilinim materijabm inkubiranadva satana sobnoj temperaturi uz potresanje i
zadwWLWX RG VYMHWOD 'ULVHOD]D MH NRNWHO HQ]JLPD NRML
daju protoplasteSmjesa tkiva i driselazge filtirirana preko 100 pmi 50 pm sita i
centrifugirana 10 min pri 45 g. Supernatant je uklonjen a protoplasti resuspendirani u 10 mL
0,5 mol ! PDQLWROD ODJDQLP NRWUOMDQMHP WXEH ]D FI
Centrifugiranje i resuspenzija protoplasgta ponovljen dva puta. Na hemd@ometru su
prebrojani protoplasti iz 100 L resuspenzije, a protoplasti su opet centrifugira®,Mad 4 Q R
resuspendirani u 3M puferu (15 mmot IMgClz, 0,1% MES, 0,5 mol i manitol, pH = 5,6,

P2V WDNR GD MH NRQDp Gk INEPEHiRixkdsiE AN Po BLURWR SOD

U staklene tube za centrifugiranje pipetirano je 100 uL DNA za transformaciju i 250 pL

UHVXVSHQ]JLMH SURWRSODVWD WR MHVW50 uyg DNSWRWRSOD
transformaciju. Tome je dodano 350 puL 40% otopimdighilen-glikola PEG 4000 u 3M
pXIHUX L SURPLMHADQR ODJDQLP NRWUOMDQMHP L]JPHYyX
WUDQVIRUPDFLMVNRM VPMHVL PLOQXWD X] RSUH]QR PLMFE
UD]JULMHyH Q Dsvakilss5<nidutieRsR po (redom) 1, 2, 3 i 4 mL. Protoplastibgreni
centrifugiranjem 10 min pri 45 g i resuspendirani u 3 podlogeza regeneracijuKnopova
podloga 5% (w/v) glukoza, 3% (w/v) nmatol, pH = 58, 540 mOs)Po 1,5 mL resuspenzije
SURWRSODVWD LQNXEIMMWDQWRNMHS & R\ REddEaWDAraYBRAS A D
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44 § 3. Eksperimentalni dio

dana u standardnim uvjetimasta uz potresanje. Na kraju, po 1 mL resuspenzije protoplasta

QDQHVHQ MH QBbm SRIPpME pbdiNddd Médslojemm celofanskom folijom

(3253 30ORpH VX LOQNXELUDQH WU4rassteeQD X VWDQGDUGQLP X
6HOHNFLMD MH ]JDSRpHWD SUHPMHAWDQMHP FHORIDQVN

podlogu s antibiotikom za selekciju: G418 (12,5 pghlLza nptll kazetu, higromicin B

(125pg L't 1D KSW ND]JHWX 1DNRQ GYD WMHGQ®HKNGPOMENFLMH

podioguQD GYD WMHGQD D ]DWLP RSHW QD SORpkMij® QWLELF

trebale bi biti trajno transformirane, s AAWVRP ]|D DQWLELRWVNX VHOHNFLMX

bilke. . RORQLMH VX SL @RHWRCE R SobhHEORMEPOdlogomi analizirane

kada je naraslo dovoljno biljnog materijala.

3.6.3. Probir knockout linija na temelju analize DNA

DNA iz biljnog materijala je analizirana takozvanim PGRP QD O L V \eafletPCR Q J O
7LPH VH PLQLPL]LUD NRMHBHQ@DDIDPLRDWHODAMMXD'IS\RWWEU]DY
GHVHWDND ELOMDND 7UL GR SHW JDPHWRILWD MH XEUD
FHQWULIXJLUDQMH V / WRSORJ f& SHRIH&HLCL]D HNVYV
pH=75, 250 mmol L NaCl, 25 mmol ! EDTA, 0,5% (w/v) SDS) i s dvije staklene

kuglice (promjera 2,85 PP 7XELFH VX X RK@DCH poBt&vljedd) azD p X
PLMHaA&DMXuiL POLQ ]D WNLYD L PLMHaADQH GYD SXWD SR \Y
pri 15000 g a supernatant pipetoS UHPMH&aAWHQ X pLVWX WXELFX =D WDC
GRGDQR /| LIRSURSDQROD SURPLMHADQR L RVWDYOMHOQ
centrifugiranja 10 min na 15000 g, talog DNA jeisprans / KODGQRJ Y Y HWDC(
centrifugiran 5 mQ SUL J 6XSHUQDWDQW MH XNORQMHQ D W
WHPSHUDWXUL 7DORJ MH UHVXVSHQGLUDQ™RNaze,/pdJHGHVW
nakon sat vremena inkubiran 2 min na 60°C za inaktivaciju RMaz&zorci DNA su

pohranjeni na20°C.

Kako bi se ustanovilo koje transformirane linije zaista imaju integriran konstrukt na
FLOMDQRP ORNXVX NRULaAaWHQD MR p3&vS Q¢ Bl e\ ¥bicDByHREAHVAN H
a shematski prikaz regija genomske DNA&kdjH XPQRADYDMX X SRMHM@LQRP N
slici 8 .RULAWHQMHP S REFHWOQEMOSY DnasHPP1s7_457V6.1) prvo je
SRWYUYyHQR GD MH '"1$ XVSMHEAQR L]JROLUDQD L GD QHPD P!
8VSMHaEQD MH 3&5 UHDNFLMD X NRMRM MH GRELYHQ SURGXI
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Tablica 3RPHWQLFH NR WhogktudlQild. |D SURELU

oznaka VOLMHG SRpHWQLF
EFla_fwd AGCGTGGTATCACAATTGAC
EFla_rev GATCGCTCGATCATGTTATC
5'HRfwd GATGAAATGGCATGGCGTC
3'HRrev TTGGGTGGCTTCGTCATC
nosP ATAGTGACCTTAGGCGAC
nosT GTTGCCGGTCTTGCGAT
5'fwd GTTTTGATGCAGCTCATGAC
3'rev GGATTGTAAGCAACCATGGC

8 LGXUHP NRUDNX XSRWUHERP R&R [pihVie@iarde duljiral RBNA L +
LIPHKRPRORJQLK UHJLMD 2pHNLYDQL 3&5 SURGXNW MH YH!
]D KSW NDJHWX Q@LMEBXEBBEARGOGR QDUXaDYDQMD VWUXNWX
produkt duljine 4,2 kb, i te linije su eliminirane. Nadalje, provjerena je pravilna integracija 5'
i3-KRPRORJQLK UHJLMD 3ULOLNRP KRPRORJQH UHNRPELQTL
spajanjekrajeva (engl.nonhomologous engbining, NHEJ 3 RpHWOQLFH 1ZG L QR
3&5 SURGXNW Y HOL p :-lHordolognaNdgijdp¥aRilnil idtegrirana, a 3'rev i nosT
GDMX 3&5 SURGXNW Y H Ghombal@yhh regijaNdeavilnd Ritelgrirana. Zadb Q H

su samo linije koje su imale pravilnu integracijujolhomolognih regija.

Slika 18. Shematski prikaz genomske DNAockoutlinije i divljeg tipa.

PCR eakcije su provedene prema sastavu reakcijskih smjesa i protokolu navedenim u
tablicamalOill. . RULAWHQD MH SHTSR/OUPHUD$D 3HTODE RVLP X
MH ELOR SRWUHEQR WHVWLUDWL SULVXWQRVW ORNXVD GL
GXJDpPDN 3&5 SURGXNW  ND G polvherapaRThéeran/$tiorific KretdeH '1$

USXWDPD SURL]YRyDpPD
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Tablica 10. Sastav PCR reakcijske smjese s genomskom DNA transformiranih linija

sastojak pL

10x koncentrirani pufer (NpLSQu 2,5
25 mmol L* MgCl. 3,0
10mmolLl! PMH&EADYLQD ¢ 05
PROSRpHWQLFD 1,0
PROSRpHWQLFD 1,0

5U pL* TagDNA-polimeraza 0,25
3 mmol L* spermidn 2,0
DNA kalup 2,5
redestilirana voda 12,25
7TDEOLFD SURWRNRO |]D XPQDabD QxBNAHQiIR&EADMH '1$ X UHD|
temperatura trajanje broj ciklusa

94°C 3 min 1

94°C 45 s

56°C 45s 35

72°C 1 min

72°C 5 min 1

3.6.4. Probir knockout linija na temelju analize RN

/ILQLMH NRMLPD MH SRWYUYyHQD SUDYLOQD LQWHJUDFLMD
gena za PpND. RNA je izolirana i prevedena u komplementarnu DNAGRADR MH YHUO RSLV
(poglavlja 3.5.2i 3.5.3). PCR reakdiD MH SURYHGHQD NRU L-pWrhre@akéHP 'UHLC
SUHPD XSXWDPD SURL]YRYyDpD 8VSMHaQRPLYRODRDFHWQLEDI B
genEFla WDEOLFD 2PpHNLYDQL 3&5 B URIBXINARNVVMHNRYHQ & pMLHXQHH
VSHFLILPQH ]D JHQ |]D 3S1' T1'BIZG *$&7T&T7T***&7T7T7T*&3$7
77*$$&7*7$*&*&77*7&& NRMH VH YH&AX QD VDPRP NUDMX JHQ

3.6.5. Probir knockout linija na temelju analize proteina

Na kraju, linije su analizirlee imunodetekcijom, to jestestermranalizom, na prisutnost
SURWHLQD 3S1'" 7NLYR MH KRPRJHQL]JLUDQR NDR &aWR MH |
FHQWULIXJLUDQMH VD PJ WNLYD GRGDQR MminolL* / SXIHU
Tris-HCI, pH = 6,8, 4% (w/v) SDS, 0,02% (w/v) bromfenplavilo, 20% (v/v) glicerol,

50 Y Y-PHUNDSWRHWDQRO 6PMHVD MH GREUR SURPLMHAaD
termobloku, zatim centrifugirana 10 min pri 15000 g. Supernatant je odvojen kao ekstrakt

svih proteinD VWDQLFH 3R / X]JRUND QDQHVHQR MH X SRMHG!
gela. Provedena je SBSektroforeza na gelu, a proteini su preneseni na PVDF membranu
SRPRUX 0L GBlot BustagaV(BieRad) u puferu za prijenos (192mol L glicin,
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25mmol L Tris, 10% metandltijekom 65 minuta pri 350 mA. Membrana je isprama

ljuljanje 10 min u TBS puferu (20 mmol™LTris-HCI, pH = 7,5, 150 mmol £ NaCl) pa

bojana 1 min u otopini amidornila (0,1% (w/v) amidearnilo, 10% (v/v) metanol, 2% (v/v)

octena kiselina). Membrana je odlawana dva puta po 30 min u otopini sastava 45% (v/v)
PHWDQRO YY RFWHQD NLVHOLQD =DWLP MH RVX&aHQD
MRa MHGQRP PLQXWD |]DWLP SXWD SR mhb@QTBSTGHVWLOI
puferu (TBS pufer s % (v/v) Tween 20)Membrana je blokirana u puferu za blokiranje

(5% (w/v) mlijeko u prahu u TBS puferu) tijekom sat vremena na 37°C, pa inkubirana s
UDJUMHYHQMHP SU L P DjiadtReluid QaVPhND Lraizi i BR0OND U puferu

]D EORNLUDQMH SUHNR QRUL QD f& 6OMHGHUL GDQ PHPE
puferom, inkubirana sat vremena na sobnoj temperaturi s otopinom sekundarnog antitijela
(kozje antikuni je antitijelo IgG konjugirano s hrenovomeroksidazomyazi MHY HQR

puta u puferu za blokiranje) opet isprana tri puta po 10 min u TBSpuferu. Detekcija je
provedena kemiluminiscencijom s ECL Prime reagensom na UviTec instrumentu uz

ekspoziciju od 30 s do 5 min.

3.7. Analiza knock-out mutanti mahovine

3.7.1. Analiza fenotipa knockut linija

Fenotip mutanti je analiziran u usporedbi s divljim tipom u standardnim uvjetima uzgoja.
KakobissGRELOR WNLYR ERJDWR NORURQHPDOQLP VWDQLFDPI
KNOP ME ATG podlogom a jednomtjedno su protonemalne stanice s ruba kolonije
NRULAWHQH ]D LQRNXBWKISNDX MRYHRORY\D KB BHWLUL SXW
NXOWXUH YHOLpPLQH RNR PP NRULBQNMA JIHQARWNXD DLW
inokulirana je kolongma divljeg tipa i svih osaknockout O L Q L M D e siRKNIO®WIH, Q

KNOP ME AT i KNOP ME ATGpodloge 3ORpH VX LQNXELUDQH X VWDQG
pregledavane svakog tjediigkom 7 tjedana. Eksperiment je ponovljen tri puta.

Dodatno,divlji tip i knodk-out linije #2 i #20ispitani su u uvjetima stresa identificiranim
mjerenjem razine transkripcije gena. Prvo szgajere protonemale kulture X WHNXURM
podlozi. Protonemalne stanice su za tretman inokuliranstaradardnu krutu podlogu, i na
podloge s 1Gnmol L H20,, 300 mmol [ NaCli 25 pmol ! $%$ 5DVW L UD]J]YRM MH
tijekomtjedan dana stereomikroskoporkspgeriment je proveden u triplikatu.
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3.72. $QDOL]D VDGUADMD FLWRNLQLQD
$QDOL]X VDGUADMD FLWRNLQLQDsusddrif ¥ O R QMH HOWHRV ER YYD
X 20RPRXFX Analizd NeD provedena prema objavljenom protoktlu Uzorci
SURWRQHPDOQRJ WNLYD VWDUL WUL WMHGQD VYMH&H PD
1 mL modificiranog Bieleski puferag60% (v/v) metanol 10% (v/v) octena kiseling s
NRNWHORP LQWHUQ ik staimhQizeoinG(D,2Rdrokaidkininskin baza,
ribozida i Nglukozida i 0,5 pmol citokininskih @lukozida po uzorku Ekstrakti su
SURpPLAUHQL QD 2D VhditiodiganoNsRiO R QLL mit&ola i vode, ekvilibriranoj
sekvencijalno s po L 50%(v/v) G X 4L p Q H, WieviH @l Q'tdctene kiselineNakon
QDQRAHQMD X]J]RUND QD NRORQX QHYH]DQL VSRMHYL VX X
octene kiseline i metanola, predkoncentrirani analiti su eluirani u dva koraka s 1 mL
0,35mol L vodene otopine amonijaka i 2 mL 0,35 mot zodene otopine amonijaka u 60%
(v/v) metanolu Eluati su upareni i pohranjeni R20°C.

Uzorci za analizu hormona su otoplieni40 L PRELOQH ID]JH SULMH RG
N R U L 8 WWHHhsKelikiPomatografije visoke éfiasnosti spregnute s tandemskom masenom
spektranetrijom (engl. ultra-high performance liquid chromatograpbigndem mass
spectrometryUHPLGMS/MS). Metaboliti su analizirani na sustavu Acquity UPLC® System
(Waterd VSUHJIQXWLP V PDVHQLP VISFSNWE (WVReeBBW U BRHERBEPHQF
postavké®® NRULVWHILVWQWEDQGH RELOMHAHQH VWDELOQLP L
UDpXQ UDJUMH$B QMWD NLXRWNRSTL Q X KR UeBtReQabisBilQEplikathL UD QR M
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8 4. REZULTATI | RASPRAVA

Rezultatisu grupirani prema eksperimentalnim metodabeskusija rezultatai komentari

relevantnosti neposredno slijeel grupe rezultata Prvo su predstavljene analize

aminokiselinskih sekvenci dobivenih pr&taLYDQMHP ED]D JHQRPNO MK pFR G

VOLPQRVWL 1XGLUgnaGRUdiKMOPR IS R izopentehidifosfatizomeranm

usmjeravali stbiokemijsku analizi rekombinantnih proteina PpND i AtND. U ovom dijelu

istaknut rezultatje pronalazak izopentendifosfatg IPP, kao supstrata fosfatazne reakcije

proteina NudixDPP I, te je diskutiran u kontekstu drugih nedavnihUdd & L YSlijexel D

rezultati ispitivanja ekspresije gena u uvjetima stresa na mahévirpatens i rezultati

usporedbeknockout mutant mahovine s divljim tipom. Na kraju je ocjena ukupnog

GRSULQRVD LVWUDALYDQMD L SURFMHQD SULNODGQRVWL N
Dio biokemijskih podatakaR G enlihy prilikom izrade ove doktorske disertacije

prethodno objavljelt™.

4.1. Identifikacija homolognih proteina

4.1.1. Filogenja biljni h NudixDPP Il proteira

UYL NRUDN X ELRLQIRPDWLDpPN R Mn&apried @éngriraiitufdsaMiH SUR Q
EDJDPD SRGDWDND .DR UHIHUHQWQL VOMHGRYL NRULAWH
AtND. Pretraga uConserved Domain Databad$é(CDD) GDOD MH LQIRUPDFLMH |
domenama i arhitekturi proteina (sliki®). N-terminalna Nudix domena je u ovoj bazi
klasificirana u porodicu NudbKLGUROD]D pLML QLMHGDQ pODQ GR V
koja pripadanadporodici Nudixhidrolaza C-terminalna DPP Il domena prepoznata je kao

bODQ SRURGLFH kike SWDPB M kixsificiranprema MEROPS bazi podatadfka
IDYHGHQD DUKLWHNWXUD RpXYBrOipopkiyth & jof R Saailitzhe® ELOM]
R]QDND RpXYDQH SRURGLFH SURWHLQD 3/1

Slika 19. Rezultat pretrage aminokiselinskim slijedom PpND u CDD bazi podataka.
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U InterPrd® bazi podataka Merminalna domenélasificirana je kao Nudixhidrolaza

, 35 pbODQ LVWRLPHQH QD G SterbniRabha Bdinend8kao DPP Il D &
(IPR0O05317).

Direktnom pretragom baza podataka navedena

DUKLWHNWXUD |DLVWD QLMHRURQDYHQD L]YDQ JUXSH NRS
biljaka. No, zanimDOR PH NDGD evducW RpQR
pojavljuju NudixDPP lll.  Zelene bilike
(Viridiplantae) dijele se na koljeno Chlorophyta i
infracarstvoStreptoplya, koje se sastoji odkoljena
Embryophyta (kopnene biljke) i Charophyta

S D U Rsddtk@uddne algeslika 20).

Slika 20. Podjelazelenih biljaka??

Do JRGLQH M®EMHYEMEBR REMDYOMHQLK ¥HspogPdamL] VN X S
pretUDALYDOD ED]X ELOMQ¥K SWBROHODLSWR KIRPR®RJIH
Klebsormidiumsubtile Chara vulgaris Mesotaeniumendlicherianum, Entransia fimbriat,
Coleochaetescutata Coleochaeteirregularis, Cylindrocystis cushleckaei Cylindrocystis
brebissoni phH MH RpXYD-QFRVW, IXERWHLQD SURA&ICHdAPIytaQD GLR
Nakon objave genomaS D U R Blei®ddmidium flaccidufi® 2014. godine RGJRYDUDMX (i
VHNYHQFX PRJXiiHtha2adrhla @pBaifidka lUniProt i GenBank (sada pod imenom
Klebormidium nitens =QDNRYLWR KR PR O Rredovipna Wigsoigmathaled. X
Chlorokybales 8WR MH X VNODGX V QHGDYQLP VD]@B8NLPD R IL
KRMD QDJOD aDVDddoxi @adje \6xdni kopnenim biljkaa od drugih rodova
Charopyhta(slika 21).

Sve S UR Q BégkieQdd su sravnjer@ D Qdalsu €limmirane one kojimaunedostajh
N O M X p Q Lsekvientép@ptrt Mativa Nudix boxi motiva aktivnog mjesta DPP 11110%
RVWDWDND MH ELO Prote®ibh@®(WkhapRQ)R XHWYXY LEMLPD L SUHWSR
NDWDOLWLpPpNL QXaQL Rwvbdza (giDtabatl WndtiQuERVQEE,1pkednh [
slijedu u PpND) i DPP Il (glutamat u motivuEHAKAD). Vrlo V O L p Q Lci ViXddrlati¥ D
10% pozicija 2VWDFL VX GHILQLUDQL NDR YUOR VOLY@L DNR V
NEQK, NHQK, NDEQ, QHRK, MILV, MILF, HY, FYW aWR RGJRYDUD ERGRYDQN
0,5 prema PAM250 matrici.
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Slika 21. Filogenija zelenih bjhkka S UL O D JR Yy H Q R*SRyva EdxuméitirRuaXpojava
proteina NudixDPP llzQDpHQD MH |JHOHQRP VWUHOLFRP

U modelnim organizmim#. patens A. thaliana Q D @al&@amopo jedna sekvenca za
protein NudixDPP 1ll, no primMHUHQL WXpDMHYL YLAH SURWHLQVNLK
RUJDQL]PD 8 WDNYLP VOXpD NH,Ye je filodeheidkamnMith potvEliRaO L S O R
GD VX YLaAHVWUX-DRP IN RSSlichidd tak¥esriefavne duplikacije ili triplikacije
genoma+YLAHVWUXNH NRSLMH VX ELOH JU XsBkal2®) QHS QIQI RVRV W
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filogenetsko stablo proteindudix-DPP 1l reproducira stablo vrstaonX] OR&X UD]JOXpHQ
PHyX FYMHWQLFDPD 9MHURMDWQR MH X]JURMNP®RIPH SUH?®

proteina.

Slika 22. Sekvenca PpND KR J]QDNDP D R p X:YNDdXLbkxi DPR) L veDije 15. Crno
su ist&nut R p X Ydnipokiselnski ostaci, ssivo RpXYDQHEILBX & LNV NL VOL

svojstava.
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Slika Z3. Filogenetsko stablo proteina NueDPP Ill. Stablo je generirano metom
maksimalngparsimonijea QD JUDQDPD VX YULMHGQR&Wast&chi@UaNH L]
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4.1.2. Homolozi DPP IIL SRMDYQRVW '33 ,,, X aLYRP VYLMHWX
%LOMQH GRPHQH '33 ,,, VX D WdnSrhdiiQrakis/bog Mpsts HEXYH SH S W L
7DNDY PRWLYPRHIXHEDMNWHULMV.DINR 'BR VH XVWDQRYLR RG(
'33 ,,, SUHPD GRVDG RSLVDQLP WLSLpQLPD SULSUHPOMHQF
(slika24 BRpOMLYH VX WUL YHOLNH JUXSH HXNDULRWVNH WI
Il (slika 24A), te D W L PP QIHslika24B). 0 Hy XWDL BLDRP Il bakterijske se nisu
RGYRMHQR JUXSLUDOH &dWR EL PRAGDnRIRy@Hendd@e¢hady DWL C
PHYy X rBdrddnizmima S obzirom na topORJLMX VWDEOD GUAaLP GD VX
SDUDORRKDRMPLIS LSp&akako bi trebalo izbjegavati naziv ortolozi za usporetiu
biline i ljudske DPP llI, ili treba koristiti termin homolozi, NRML REXKYDUD L RUW
paralogé?®*® 3 UHSRUXpDP NODYV L lave@DdhiavhativiBaktiynogXnj&¥ta:Sip |
za proteine s HEXXGH motivom, i tip Il za proteine s HEXXH motivom.

U mom setu sekvenci prijtila sam samo nekolicinu u pstXQRVWL RpXYDQ

aminokiselina, navedenih u tahlit2 8ORJD VYLK RYLK RVWDWDMN®B MH YHI
136

Tablical2z $PLQRNLVHOLQVNL RVWDFL RpXYDQL X SRURGLFL "3¢
R G JR Y Dasrinbkiselirku PEND i AtND

regija DPP 1ll  ljudska DPP 11l PpND AtND
- Trp300 Trp439 Trp441
1 Glu316 Glu454  Glu456
Tyr318 Tyrd56 Tyr458
2. Asn394 Asn536  Asn538
His450 His591 His593
3. Glu451 Glu592  Glu594
His455 His595 His597
4, Glu508 Glue25  Glu627
His568 His673 His675
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Slika 24. Filogenetsko stablo DPP Ill proteina: A) ptaitdo WLSLpQLK '33 ,,, LOL W
HEXXGH PRWLYRP DNWLYQRJ PMHVWD % iliSIiR 5B\ WWHBXEXBIR DWL S
motivom aktivnog mjesta. Taksorstu R]QDpHQL LPHQRP RUJ@RRQNdGD L PR\
PMHVWD %LRNHPLMVNL RNDUDNWH Wi ¢kvisdnG#141213%842 5 R]QDpt
R]JQDNH X ERML SRUHG WDNVRQD R]QDpDYDMX LStaWBP ERMR

je dobiveno metodom maksimalparsimonije a na granama su vrijednasst SRGU&NH L]
replikata u postocima.
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Zanimljivo je da sam u nekoliko organizama identificirala oba tipa DPP Il (2®a
.RQNUHWQR VHNYHQFH RED WLSD '33 ,,, Q Plys@mitrelld X PDKF
patens Klebsormiduim niten)s amebama(Dictyostelium discoideumNaegleria grubel,
zigomicetama Rarasitella parasitica Mucor ambiguus Rhizopus microsporjis te

bakterijama Ignavibacterig Butyricimonas virosh Ovaj pregled nije iscrpan, pogotovo zato

AaWR QLVDP SURQDAAQDYISHAIRLPORUBE®LENL DODW YHUO V
sekvence prema taksonomskoj klasifikacfiLMHG QD '33 ,,, QLMH QDYHQD X YL
DUKHMD PHWDJHQRPVNLP SULVWXSRP VHNYHQFLUDQR VDP
sumnjivo malen broj,V RE]JLURP QD YL&H RG ejskih Bebom&'Y OWIKQ LK DUK
PRIXUQRVW NRQWDPLQDFLMH GUXJLR sekvantirengt PIBkoNRG PH
]DQLPOMLYLP VPDWUDP QDOD] GD PHYyX JHOHQLP DOJDPD C(
NRG SDURALQD 7R RWHAaDYD \WRPD pr@iteH3 BRDE IM HINDO IY LEX
UD]J]OLpLWLK RUJDQL]DPD LPDMX RED WLSD 'd8dlikagijuv XJHULL
JHQD L QDNQDGQL JXELWDN JHQD X EURMQLP OLQLMDPD ]
da je preporuka koristiti izraz homolog za usporedbu bilo kojih dviju DPP lll, pogotovo ako

nije filogenetski ispitan njihov odnos.

413. +RPROR]L Dudixd®mé@H 1

Nudixx- KLGUROD]H L] XURpQMDNDB**4/ Ko 3UBR HA.RE YW 1R S RYD QHH
Nudix-KLGUROD]D $Wi18'; VPDWUD VH DWLSLpQLP L]JPHYyX R
GRPHQH B8QDWRpPp SRVWRMDQMX RpXYDQRJ PRWLYD DNWL"®
analiza sugerirala je da je AtNRopentenildifosfatizomerazé (IDI). Moja filogenetska

analiza (slika25) V MDNRP SRGUANRP UHSURGXFLUD3¥nXWYUVHC
VOLPQRVW V ,', QLMH VQD&RQM, 8k G328 @ DIgrupikankeR0; i -24

VX NRG YHFRO'H XORGRREMHQLP JUDQDPD L Ouerdabvz2¥&®LpQR JU
DUWHIDNWD JUXSLUDQMD GXJLK JUDQD 3%*fiadtatilokejeR L X DQ
objavili Magnard i sut® QH SURQDOD]L VOLpPQRVWL $W18';athsy', ORJIX
GD SULMH DQDOL]H QLMH XNORQMHQD '33 ,,, GRPHQD awil
7TDNRYyHU X VYRP UDGX SULPMHWLOD VDP GD VWDEOR MD
Idealno, svi sravnjeni ostaci bi trebali biti homologni. U mojoj amalzbog indicija
QDYHGHQLK QLaH SRJODYOMH PRWOTCCEHNVhiYy QRJ PN

poravnat s konzerviranim motivom WDISSAGH iz NudP |1l proteina.
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Slika 25. Filogenetsko stablo proteina suélix domenom izA. thaliana.Stabloje dobiveno

metodom magimalneparsimonije D QD JUDQDPD VX YUULO HeBliggRaMUW L SR G
postocima. *UXSH VX R]QDpHQH SUHPD WLSX VXSVNZAIDWD NRE
polifosfati, DIPP, diadenozirpolifosfati, Apr,A) ilL SR XYULMHAHQL®EnteniPHQLPD
difosfat L|[RPHUD]H ,', IDNWRUX UDVWD ILEUREDIBYORthY OLPp QL
factor type Nudix EnzymEGFTNE) kao i drugdje u literatuf§-143

8 SRWUD]L ]D GUXJLP VURGQLP 1XGL[ VIRNWWHNH-DPD YSHUR
spomenute &ejske DWLSLPFOHBH] , NDUDNWHULVWLPQRJI FLVWHLQVNF
zanimljivih sljedova u skupinChlorophyta QHNH DOJH LPDMX LGHQWLpPpQX 1
kopnene biljke, ali bez DPP IGRPHQH GUXJH LPDMX YUORjoxhQLpQX VF

motivu Nudix box Odabranesekvence su prikazanestavnjenjuna slici26 za ilustraciju.
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Slika 26. Sravnjenje iz kojeg se vidi inverzijaotiva Nudix boxkod sekvenciz algi. Iznad
crte nalazeVH SURWHLQL V LIRPHUD]JQRP DNWLYQR&UX LVSRG
DNWLYQRA&UX

, QYHU]LMRP VDP R]QDpLOD J]DPMHQX GYDMX RVWDWDND
GXXXXXEXXXXXXXR EUXEEXGU - uvijek kada je na mjestu prvog glicina glutamat,
glicinom je zamijenjen glutamatQ XaDQ ]D.NDWBOQXAQR GD RYD LQYHU]L
HQ]JLP J]DPLMHQMHQL JOLFLQ L JOXWDPDW QDOD]H VH X QH
nasupro jedan drugom, a uskktHQRVW VXSVWLWXFLMH XND]XKeH QD Q>
Nudix-hidrolaze. E-vrijednost (<10 i bitscore (>70) ukazuju da je rijo vrlo srodnim
sekvencama, vjerojatm homolozimaNudix domene NudbDPP Il proteina

8 EDNWHULMDPD MH QDYHQ L]QLPQRSMHRIQNNETURBD WUHRIGLM
vjerojatnim IDIi Nudix-hidrolazama, nema detaljnijih opida skupiniFirmicutesVX XRpHQH
VHNYHQFH V RpXYWISSRGR,R jetoyalR®@je daimaju enzimsku aktivnost
V O L\p@riinalnoj domenNudix-DPP 1l proteina

4.1.4. Model strukture

Model struktX UH S U L nhHawhbQlosugmo VHUYHUX ]D SUHGYLYD®MH VWU,
Phyre¢ (slika27) OHYyX UD]QLP RSFLMDPD RGDEUDOD VDP RYDM D
NDNR MH NUHLUDQ P&GIHS H FR PLRbJXHI D/YDU X Nviskip tdzmD R PR G
drugim alatima.-HGQD RG SUHGQRVWL MH 4WR VH PRaAH MHGQRVW
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NRMHP MH QDpLQMHQ PRGHO SD VH Wib@hREvriom poetragdny UG L W L
s PpND i AIND kao SRpPHWQRP VHNY HF R HIRVE L Y @GethiddiXa0 W D W L
GRPHQD PRGHOLUDQD MH SUHPD VWUXNWXUDPD OMXGVNH
(Struktura DPP Il tipa I, iz bakterij€aldithrix abyssi ULMHaHQD MH WHN QD NU
disertacig.) N-terminalna domena modelirana je prema strukturanopentenidifosfat

izomeraza i Nudphidrolaza +kao najbolji kalupi odabrane su strukture ljudskih IDI 1 i 2,

dvije strukture IDI izE. coli, i biokemijski neokarakteriziran&ludix-hidrolaza YfcD &

E.coi UHGRP 3'% aLIUH L N SQ\ SSY K]W INE

Slika27. ORGHO VWUXNWXUH 3S1' LPUD VBIQSHDVWNUDRG DO BHARW
jetirkizQR R]QDPHQD 1XGL[ D UX&LpDVWR '33 ,,, GRPHQD % |
VSULMHGD JRUH L RGR]JR GROMH 6WUHOLFH R]QDpDYDM

NesiIXUQRVW SUHGYLYyDQMD X PRGHOX YLGOMLYD MH L] Y
IDMQHSRX]GDQLML GLR PRGHOD MH PHYyXVREQL RGQRV GY
VWUXNWXUD VOLpQH SURWNDQ® VANMHR DN K LSAUH. NM\W Xddhie IR Q@ MY B
SULVXWQH VX X LVWRP SURWHLQX VDPR X ELOMNDPD 'UXJ
SURWHLQD PMHUHQMHP UDVSU&GHQMD UHGIEAQY XayK JUDND
scattering 6%;6 SRND]DQR MH GD RYDM PR ®ihGs dotnPrid kGBAREUR R
proteina u otopirf.

=DQLPOMLYR MH GD 1XGL[ GRPHQD PRGHOLUDQD SUHPD
GaHS X NRML EL VH PRJDR YH]DWL VXSVWUDW VOLND

stvarne homologije proteina u Bry L
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Slika 28. Model koji prikazuje samo Nudix domenu NuddPP Il smotivom Nudix boxu
FUYHQRP $ NUDM RpPpXYDQRJ PRVERDDPRIgQDALSIIGIB).GAHS SUL

'"HWDOMQLP SUHJOHGRP VUDYQMLYDQMD XWMDISSAZHR MH GL
NDR KRPRORJDQ PRWLYX DNWLYQRJ PMHVWD ,', :71&&6+ &aW
QXaQRP FLVWHLQX L]JRPHUD]JH &awWRYL&AH WDM $0OD MH W
arhgskim IDI1**6, 7LPH MH SUHFL]QLMH SRND]JDQR JGMH MH WRDPQR
spomenuta u literatfi L NRMX VH PR&H QDiL L3RNDDPD R QD RN
dvaju glutamata izmotiva Nudix box(REUXEE) koji su bitni za hidrolaznu (fosfataznu)
aktivnost te je pretpostavljeno da je vjerojatno da Nud&x3 ,,, SURWHLQL YHaX LRQ |
2VLP WRJD L]JQHQDYXMXDRP llbhd&yl vezet BrDcinkA &b (i IDI, a za
razliku oddrugih Nudixhidrolaza. Ostaci H&4, His40, His78, Asnl25i Glul27 u PpND
homologni su trima histidinima i dvama glutamatima koji koordiniraju cink u izopentenil
difosfatizomerazama6 YL RYL RVWDFL RVLP $VQ VX X SRWSXQRVWL
DPP IIl.

Na krap, jasno je da NudiOPP Il proteini u Nterminalnoj domeni pokazuju zanimljivu
kombinaciju homologije i s izomerazama i s fosfatazamala bi trebalo ispitati ovaj enzim
za obje aktivnostt .DR VDAHWDRN S @QIDNVDLFR MH VUD Y@M H V UL
RYLK GYLMX JUXSD V QD]QDpHQLP ELWQLP RVWDFLPD
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Slika 29. SravnjenjePpND i AtND s IDI i Nudix proteinima.Okvirima u boji VX R]JQDpPHQL
ELWQL RVWDFL aXWL YHXALEDNWILDYWHERX FMNRSILG@HISVHQL YH:
bitni zasttELOL]DFLMX P H y2¢eni R)XG XNNDWID Q'L W L p Nlidr@axé @laviD 1XGL]|
koordinirgu N D W D O L WNugidhidro@2ema .UXaLULPD VX GRGDWQR R]QDp!
QXaQL RVWDFL FUYHQR ]8Q, 3 UR\W HQ RY }HapidkNEN @ 13901,

E. coli IDI Q46822,H. salinarumIDI Q9HP40, P. patensND A9TLP4, A. thalianaND

Q8L831,A. thalianaNUDX1 Q9CA40,E. coliMutT P08337

42. (NVSUHVLMD SURpDpLAaUDYzZ&ambteina VWUXNWXUQD I
Proteini PpND i AtND eksprimirani su u bakterit. coi 3URpLAUDYDQMH SUR\)
SURYHGHQR X GYD NRUDND DILQL W-priweldkak g&filirRdjand $D YD QM H
obzirom da je poznato da DPP IIl u aktivnom mjestu imaju jedan ion cinka, a proteini Nudix
nadporodice mogu u aktivnom mjestuzagi jedan do tri metalnbivalentnaNDWLRQD QDMDpH
magrezija i cinka, prilikom ekspresije su u kulturu dodane kloridne soli cinka i magnezija u
NRQDpPQRM NBQMmd QNINJ'D F nivdl L Mg?*, kako bise S R E R GM&iddj® R

proteina. Eksprega je modificirana VQLADYDQMHP NRQFHQWU®FLMH |
(0,25mmolL™?), kao i produljenom inkubacijomkulture prilikom ekspresijena niskoj
temperaturi(20 sati na 18°C).To je dovelo do boljih rezultata u usporedbi s prethodnim
protokolom: sustavnje dobivana\H i D NROL p Lp@BulEQYMPIDELOQRVWL 1HAWR
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jeipak i dalje zaostajalo u ihkzijskim tijelima. 3aRVW XSDN SURpPL&AUDYDQMD MH E
I rezultirao je prinosom oko 10 npgoteinapo litri ekspresijske kulture.

Slka 30 (OHNWURIRUHWVND DQDOL]D ]D SURFMHQX pLVWI
SURpLaAUDYDQMD $ HOHNWURIRUH]D >PAGEHN @B Waxvod UD M X 0 |
elektroforeza.0 R]QDp DY [ ppdDatiliadad

.RQDPQL X]JRUFL SURWHLQDODRNWRF [PRLQ R R HAJEKRIHF) U RW H L
Ovi podaci pobijaju prethodno objavljene rezultate kako su biljne DPP Ill heterodimerni
proteint“®. Konkretno, navedeno je da je DPP lll lizana iz sjemena zlatnog grahégna

radiata) KHWHURGLPHU SR GA\Bi 27 kQel & BenérAuCzlamb@diaBLASTP
pretragompronad G@&amsamo gerza NudixDPP lll, koji bi trebao imati 87 kDaS obzirom
dasuX]RUFL SURWHLQD NRMH VDP MD NRULVWLOrbDloghegNRPELQ
RUJDQL]PD YUOR NUDWNLP SRVWXSNRP PRJX SUMWSRVWL
GMHORYDQMD SURWHD]D 7R MH WHANR SRVWLidez NDGD V
afinitetnog privieska,NDR aWR MH ELR VO XpD MizXdeQthiRatii&Spiceirdl S XE OL
masenom spektrometrijom u istom radu slijedi da je uz fragment enzima-NB&xIII
SURPLAUHQ L QHNIL8 GUXIIL PS BRI WIHR PV NP SURW DB BODY YQ K
VOXpDMHYH JGMH MH PDVHQRP VSHNWURDBPRW izluvbikk® LGHQW
nagelu,noL] YHOLGHQM LILFLUD Qasno/jeR5ION N HRalbh adNHiBlX proteina.
=DNOMXpXMHP VWRJD GD MH ShbHDPR R & Qlatndg grishidigitveD M R S U

vrijednosti.
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Mjerenjem cirkularnog dikroizma ustanovljeno je da dva ispitivana protel@ND i
AIND, LPDMX VOLp@EKkaBIN BKHNWRRGBRUQD VWUXNW.Xnd@nisap GUAL Y
AWR VOLMHGL L] RMIEPXPWLQD YDQ® GRN MH GUXJL PLQLE
. uzvojnicet*® ovdje izmjeren na 226m, umjesto na 222 nniz prethodno poznatih struktura
Nudix i DPP 1l protein®!"* VOLMHGL GD VWUXNWXUSO Rp@EBithfaH L P D Q
SURFMHQD XGMHOD UD]JOLpLWLK WLSRYD VHNXQGDUQLK
dikroizma u dalekom dijelWV spektra®, to jest barem u rasponu 1200 nm no to nije
ELOR PRJXUH JERJ RJIJUD @BLDBWNRNID WRVW U KIPNHQNDRIP MIN G D VX
SURWHLQL JUDYVHQivojsidaH WHAQQR JRESMVRYMDVODAH V SUHGOR
PRGHORP NUHLUDQLP SRR®#aX7)SURJUDPD 3K\UH

Slika31. Uspaedba spektara cirkularnog dikroizma proteina PpND i AtND.

6YL SRNXaAaDML NULVWDOL]PBBMH, EEDLKRRRPHRIDS WHGQL .U
kapi su postavljane s divljim tipom proteina i DPRiiaktivnim varijantama, PpND E592A i

AtND E594A. 8 VNORSX UDGLRQLFH A3URWHLQ H[SUHVMLRQ SXI
SPC Facility u Hamburgumala sam priilku SRNXaDWL RSWLPL]JLUDWL SULS
kristalizaciju proteinaAlternativni ekspresijski kastrukti (dodatakHis- i SUMO- privjeska

na NNUDM SURWHLQD LGYDp EQPINWNYVEMWNDMWRMDisuGYD QD
S R E R @QiMr&nDOnLtopljivost proteina ekspresijskoj kulturiDodaci puferu nisu dodatno

stabilizirdi protein PpND Pokazano je i da je protein u otopmonodsperzan Sveukupng

ocijenenR MH GD MH NYDOLWHWD X]R U NadopiveNWistMWDOL]DFLMX
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4.3. Peptidazna aktivnost

Prethodnaanaliz® peptidazne aktivnosprve biljine DPP liliz mahovinepokazéa je da jeta

aktivnost znatno manja od drugih prethodno karakteriziranin DPRd|ldruge karakteristike
VODJDOH VX VH V RpHNISYD M LPDOSUIRWRYR !SXWD YH
prisutnosit 50 umol L™ Co?, za kojeg je poznato da aktivisve dosada okarakterizirane

DPP 1IF. Kako bi sedetaljnije karakterizirali enzimi od intergsiapitani su pH optimum i
VXSVWUDWQD VSHFLILpQR(PMWDR AtRDSQbR prizériahi@ Bu SabisviH L Q D
ispitivanom rasponu pHoH optimumoba enzimabio je pri 7,4 uz preferirani supstrgslika

32). Enzimi su se razlikovali prema prefenmrom supstratudok je najbolji supstrat za PpND

bio Arg-2NA, kod AtND je to bio Ala-Arg-2NA (slika 33). Za oba enzimatW UYyHQR MH GD
malsiPDOQX DNWLYQRVW SRVW LAGAXp& sldstakanziniRkewebkcije — PR O
provedene uz dodatak CoCl

Slika 32. pH optimumenzimaNudix-DPP llI: A) PpND u reakciji sArg2>-2NA; B) AtND u
reakcijis Ala-Arg-2NA. Oznake puferax 7 UH® i v IRVIIDW Q
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Slika 33 SXSVWUDWQD RpSBIFLAND Rrgrid dipeptidiR-naftilamidnim
supstratimal00% aktivn RVW RGJRYDUD VS HFQhid ¢ MhinD MaRINDQ RV W L
480 nmol m¢gt mintza AtND.

Za najbolie sup UDWH L]PMHUHQL VX L NLQHWLpPpNL SDUDPHWUL
druge DPP Il uablici 13.

Tablical3 8VSRUHGED N iné€aid\za palkine KPP DIUpD A5, uz najbolji supstrat
za pojedini enzim i pri navedenopH. Podaci za DPP Il iz organizanfahyscomitrella
patens Arabidopsis thalianazmjereni suprilikom izrade ove doktorske disertacije

organizam supstrat " nlfgﬂl {__1 kgf{/ r:](git_/lKLM s/'l pH
Physcomitrella patens Arg-Arg-2NA 11+2 0,21+ 0,001 1,8-1C° 7.4
Arabidopsis thaliana Ala-Arg-2NA 6,4+ 0,3 0,041+ 0,0aL 6,4-10° 74
Caldithrix abyssi Arg-Arg-2NA 30,5 0,2 6,6-1¢ 7,0
Porphyromonas gingivalis Arg-Arg-2NA 1,0 0,75 75-1¢6 8,0
Bacteroides thetataomicrod  Arg-Arg-2NA 0,36 0,38 1,1-1¢ 8,0
Armillariella tabescend?! Arg-Arg-2NA 2,2 54 24-1¢ 8,0
Saccharomycesecevisiaé®’ Arg-Arg-2NA 12,0 0,18 82-10¢ 8,0
Homo sapiens’ Arg-Arg-2NA 2,2 20,5 9,3-10 8,0

Biljne DPP 11l pokazujwa WU L U H GmanjuNDLW DQH W L p KK uLusdorédpR V W
s humanom DPP II2SUHQLWR DWLSLpQH '33 ,,, V SHQWDSHSWLGQ
HEXXH (takav motiv ima i DPP Il iz bakterij€aldithrix abyss), pokazuju manju aktivnost
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RG WLBRPDIQLK +(;;*+ PRWLYRP 1DUDY®RR ERPRXXUIHLRKMRANL V
PMHUHQD DNWLYQRVW ELOD YHuUD 1DabORVW 1D '33,,, QLV

4.3.1. Peptidazna aktivnost varijanprripremljenih ciljanom mutagenezom
6 REJLURP GD DWLSLpQH '33 ,,, PHYyXORPMILIR&U QDO O ISAMR
DNWLYQRVW RG WLSLpQLK SUHWSRVWDYOMHQR MH GD EL
1DLPH GRN MH +(;;+ PRWLY DNWLYQRJ 1R drbtéavamDaddRJIXUH C
nedavno se smatralo kako su DPP Ill jedinstégmema HEXXGHmotivu. Ipak, opisanae
arhejskaproteaz&® koja WDNRYHU LPD +(;;*+ PRWLY DOL @wRD JOXW
tog motivakoji u DPP Il sudjeluje u kompleksiranjiona cinka i QHPD GUXJLK VOLpPQI
DP3 ,,, 9HU MH SRND]DQR GD L]IPMHQD KHNVDSHSWLGQRJ PF
+(;;+ VPDQMXMH N D W Dk:10putaN Rilo\j&Rsioyaz anignijiv vidjeti da li bi
LQVHUFLMD JOLFLQD X +(&&+ PRWLY 3S1' GRYHOD GR SRYH
dvije varijante enzima: prva s insercijom glicina, optdQD +(&&*+ GUXJD V PRW
DNWLYQRJ PMHVWD LGHQWLpQRPBRtE6des 'tBeaigtapmicionE D N W H
HECLGH. No, olje mutane imale VX VSHFLILpQX DNWLYQRVW NRMD MH
vrijednosti neizmijenjenotgv. divljeg tipa enzima PpN[¥ika 34).
Osim toga, sravnjivanjima je pokazano da WMHGQD RG |@bksDMQLMLK

aminokiselinskim ostacima koji grade vezna mjesta supstrata zamjpAd86is ljudske DPP
ll, to jest Asp465z Bacteroides thetaiotaomicrdmakterijske DPP llls Arg napozicijama

X 3S1' WM X $W1' 0 S$EUDPLU XVPHQD NRPXQLNI
podmjesto iQX&ADQ MH ]D VXSVWUDWQX WSSupdtitucijiod RSI3AM X GV N H
(oznaka R613D) uproteinu PpND dobivena je varjaWwD NRMD MH ]DGUADYDOL
aktivnostioriginalnog enzim@pND @lika 34). SupstraVNQ D VSHF LI L¢R6RIADWIjey DULMD
bila promijenjena: najbolja tri supstrata bila su Aug-2NA, Lys-Ala-2NA i Ala-Arg-2NA,
kao i za divlji tip.
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Slika 34. Peptidazna ktivnost varijanti proteina PpND s insercijama u motivu aktivhog
mjesta HECCGH, HECLGH) i izmijenjenom aminokiselinom u S2 podmjesR§13D

9DULMDQWDPD QLMH ELOR PRJXUH 8INBMWNRW LQ INNDAV DX@LYWLY |
]JODWQR QLAH DNWLYQRVWL ELOMQLK '3BR it KDXNOSRXYHGE LG
peptidazna akvnost DPP Il domene nije definirana samo s nekoliko aminokiselinskih

ostataka u aktivnom mgW X LOL 6 SRGPMHVWX YHUO MH UH]XOWDW

domene.

4.4. Testranje izomerazme aktivnosti
S obzirom da jeELRL QIR U PietddarpaN (viBi pogvlja 4.1.3. i 4.1.% ustanovljena
VOLPQRVW 1XGL[ GRRBPRPHII E lizOgdrehillifodfati@dnierazom,bilo je
potrebno eksperimentaR WHVWLUDWL WX PRJXUQRVW .DR a4WR MH Y
osim arhgskih, imaju cisteinski ostatakaW D O IQXIADNL ]D L]RPHUD® QjXeDNWLYQ
]JDPLMHQMHQ DODQLQRP X SU Rk 26D LNbD arhgskéM DI In¥ WU D & X |
homolognom mjestu u slijedu imaju alan#tiako mehanizam djelovanja oi DWLSLpQLK ,',
nije opisan, izomerazna aktivnost je eksperimentatinow y¥Q D

SUHSRUXpHQD PHWRGD |D GHWHNFLMX UHDNFLMH L]RPHU
kromatografiju rakcijskin produkata u sprezi s masenapektrometrijorf’. Kako takav
instrument nije bio dostupan, upigebila sam teskomplementacije bojé? u bakterijiE. coli.
7HVW MH ]DSUDYR SURL]YRG LV WabiAdidd BeQdv ja y@dMoP D ELR
LVWRYUHPHQR XYHOH &¥PEMPHMMIKEH RVWH) NN NROLpL
NRMH SURL]J]YRGL EDNWHULMVND VWDQLFD J]QDpDMQR SRY
LOQWHQI]LYQR QDUDGQY¥DBWRIW @ RAWLY SIROIRRHQOM) V GHWHNFLM
NRULVWL QR X WRP VOXpDdMAzMijeR @ RijeliLnM plaxhtidaEzR tdstraRje) Y HQ R

aktivnosti pojedinih enzima puta biosinteze karotenSfdadrugih terpenoid&®. Princip je
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uvijek isti: za brzu identifikaciju kolonija $unkcionalnom cDNAprati se razvijaje boje
EDNWHULMVNLK NRORQLMD QD pYUVWRM SRGOR]JLIBULOLNR
seiz WHN X 0 H kiartiicieXNJRHO Lkprot@ridida (npr. -karoten. Plazmide sam dobila
NDR YHOLNRGX&aDQ GDU RG GU )UD&3tuLoX1BlugsR @liQJKDPD
unesena su dva plazmida: plazmid pA&(73$ V pHW kcitH,. cdB;] QtDi crtY), koji
RPRJXUDY DM xkakte@WiHdjakterijskoj stanici, i pTrc plazmid s gengmbo ML VH
proteinski produkispituje kao potencijalna izomeza Kao negativnu kontrolu koristila sam
prazan pTrc plazmid, a kao pozitivhu pTrcAtIDI, s kojeg se eksprimira izopexdiérsfat
izomeraza iz biljkéArabidopsis thaliana

.ROLp«k&denaNYDQWLILFLUDQD MH, tXjeVpdakbXaiha B té§pdiiniw X UD P D
kulturamas ekspresijom PpND i AANDQHPD W UD &H Q R (likd [3%) W/ $4@aRIL G D
OLWHUDWXUL QLMH (DEVOWHYMWQ UWDNDYURDXKAINM VR ELOL
IDI152159467 8 VO XpDM ¥ L]JRAMUDQE®H DNWLYQRVWL RpPHNLYDQL U
EL AXWR RBFOMDHEQMH QHJR X NXOWXUDPD V SRIJLWLYQRP 1|
negativnom kontrolomPrimi MHUH QR MH G DpredjosV¥PpNDL MtND W Kdltu/ na
kraju testa imaju maniji broj stanica koje mogu formirati kolonije nadddkt MV NRM SORPpL (
kontrolna reakcija5H] XOWDWL QLVX NYDQLILFLUDQL L] UD]JORJD aw
Nudix-DPP 11l s pTrc plazmidaNaime, do ekspresije u testu dolazi i bez dodatka BTG W R
XND]XMH GD MH ULMHp YMHURMDWQR R QHNRP Wb&X DXWRI
7DNYL eViOXpPIVELOMHAHQL X OLWHWYBDWXUL V GUXJLP SOD]PL

Slika 35. KR O L p-ka@oena u bakterijskim kwramastarim 24sata U kulturama koje su
eksprimiraH 3S1' L $W1' QLMHaGtenWHNWLUDQ
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Kada staniceE. coli VDG UAL SO BEA G g&thda koji izfarnezitdifosfata FPP
VLOQWHWNPLUWROWIKQ WUDA&HQL VSRM VH shermatskiprikdaboD X P DO
naslici36 'RGDWNRP HJJRJHQH ,', XGYRVWUXpXMH VH NROLDPLQ

se da endogena IDI i&. coli nije dovoljno efikasna i da druge, pogotovo eukariotske IDI,
GDMX YL&H '0$33 NRML |&DH LODVANDDD pNHIVRV pFopNpréEkursra W H | X
-karotena, geranilifosfata (GPP). No, apsolutni nedostatak bilo kakebojenja sugerirao

je dau testranim kulturamaGROD]L GR QHRpHNLYDQH UHDNFLMH

Slika 36. Shema putakE L RV L QRatétdridu E. coli s plazmidima pTrc i pAGBETA:
djelovanjem izopentendlifosfatizomeraze iz IPP nastaje DMAPP, a njihovom
kombinacijom nastaje C10 jedinica, gera®@ILIRVIDW *33 8 MRa GYLMH UHD
nastaju farnezitlifosfat (FPP) i geranilgeranriGLIRVIDW **33 -Ra WwigL HQ]JLP
potrebre su za nastanak fitoena, likopena-karotenajedinica s 40 C atoma. GetnitE, crtB,

crtl i crtY nalaze se na plazmidu pABETA, idi na plazmidu pTrc, spAje gen UE. coli

6 RE]JLURP QD VOBBQRVW IXGIRpXYDQRVW DPLQRNLVHOLQYV
IPP, te na prisutnogtinkcionalnog aktivnog motiva Nudiltidrolaza, pretpostavljeno je da

Nudix domena proteina NudiRPP 11l djeluje kao IPHosfataza. Takva reakcija objasnila bi
nedostatak obojenja, s obzirom da bi se iskoristivi oblik C5 jedinice, izopedifersifat,

prevodio u izopentenifosfat (IP) ili RGIJRYDUDMXUNRDOGINRBEROL HQ]JLPL X
-NDURWHQD QH PRJX LVNRULVWLWL 7DNRIHRWHXEQ®RDN
S UH & L \bakMrijsgeMsanice AWR MMHHSHOQ®R NDR VPDQMHQMH EURMD E
formirati kolonije jer e IPPELWDQ PHWDEROLW L QXaD @bikibond,L QWH]X
dolikola i preniliranih tRNAS,

lako u SRpPHWQRWUD]L OLWHU D podakieb QR Wb BudtuRNDd»é O D

hidrolaza (idi poglavije 2.2.2. X QRYRM VSHFLILPQLMRM SUHWUD]L
rezultate u drugom poljuL V W U D 4L ¥imeQiMzoprenola kao potencijalnog biogoriva,
pokazala se potreba za fosfatazom koja defosforilira IPP i DMAPP i produairetil33-

butanol, to jest 3neti-k2-EXWDQRO 8 WX VYUK-XidvRad Nadw i QantexjX 1 X G L]
Bacillus cereu®® i NudB iz E. coi!® SURQIXyWGHFLILpQLP SRWUDJDPD
aktivnostima’>'’2 Kao NRQDpPpQL SURGXNWL GHWHNWLUDQL VX WUDAtl
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nije detaljno ispitana.3UHWSRVWDYOMHQR MH GD MH ULMHpPp R VSR
enzima®. Uz prethodno navedene rezultat j& sugeriralo da bi bilo potrebno testirati IPP
kao supstrat Ndix-DPP lII.

4.5. Fosfatazna aktivnost

4.5.1. Ispitivanje potencijalnih supstrata NudBxPP IlI

S obziromda nije pokazan&omerazna aktivnost enzimaSRMB& MH ELOR ad4WR SUL
fosfataznu aktivnost. NubKLGUROD]H SRND]XMX YUOR aLUfRNX VXS
potvrda aktivnosti na samo jednom ispitanom supstratu nije dovoljan dokaeferiranom

supstratuU suradnji s prof. Stevenom Brennerom iz Berkeleya, Kalifornija, ispitan je niz

od 73 poja, uglavnom nukleotidnih supata Nudixhidrolaza, grupiranih u 11 skupina,

kojima je dodan IPP. Rezultati su prikazani na sBéi Najbolji supstrat za oba enzima

(PpND i AtND) je u ovom te¢ X ELR ,33 8] QMHJID 3S1' MH X] QHAa\
hidrolizirao i derivate adenozinskih i gvaninskih nukleozid& spojevi su testirani
SRMHGI(tgbichMR 8 WRP WHVWX QLMH ELOR PRJXUH LJPMHUL
parametre. Test je proveddn X SULVXWQRVWL DONDOQH IRVIDWD]H SU
NROLpLQH QDVWDORJ IRVIDWD &aWR MH GRYHOR GR ]DNON
fosfat (IP, ponekad u literaturi izopentedRQRIRVIDW 7R MH SRWYUVYVHQR L
metorGRP WHNXULQVNH NUR P D iaAhdeh$kbhl Masendi@ $peBi@xsttifom vV
(LC-MS/MS, slika38).

Tablical4 .DWDOLWLPND HILNDVQRVW 3S1'L $W1'V SRMHGLQD

enzim supstrat Kea/Km / molt L st

PpND IPP (1,9+02) - 10*
8-0x0-dATP (1,1+0,6) - 16

ADP 280 + 26

dGDP 170 + 18

dGTP 185 + 15
AtND IPP (1,8+0,1) - 16
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Slika 37. Rezultatianalize fosfatazne aktivnosti proteina Nud@iPP 11l mahovine (PpND) i
X UR p QM D Nna 739tencijalna supstrata, kao omjerlx@ LW Lp N L Kke SKMUD PHW DU D
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Slika 38. LC-MS kromatogrami ionskog produkta (m/z=79.00) 4®Pm/z=244.70) i IR~
(m/z=164.90) u reakcijskim smjesama: A) bez enzima; 85& nmol L'? PpND; C) &
600nmol Lt PpND.
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=ERJ YHOLNH VOLpPpQRVWIle Yanim]jRd Spik&i] BaP ID bi Eliminacijom

hidrolazne funkcije i istovremenom supstitucijom alanina s cisteinom u motivu WDISSAGH

ELOR PRJXUH S UDBPRK Wik UDL\WNd, var§a@iPpND A76C E92A nije pokaziva

izomeraznu aktivnost AWR MH SRND]DQR NRORULPHWULMVNLP WHV!
Rezultati supotakli raspravu o tome da li je IPP (ili njegov izomer DMAPP) zaista

ILJLRORANL V X&mMa, UDj&/ reRuf®R Jedhbstavno nuspojava promiskuitetnosti

enzima. U tu svrhu ispitano je daHi coli MutT, arhetip Nudixhidrolaza, hidrolizira IPP, i

rezultat je bio negativd® ,DNR QHNL VXUDGQLFL 6 ( %UHQQHU

HILNDVQRVW PRUDNGEUWILNDHIRDERG PR VXSVWUDW VPDWUDOL

supstratom enzim&, izvjesni broj literaturnih podatakae govor u prilog tg hipotez

(tablical5 9 Lpgdteina okarakteriziranih kag', ]D NRMH MH QHXSLWQR GRND

R ILJLRORANRM UHDNFLML LPD NDWDOLW L{asfxtkDaz&\iz Y QRV W

XURpQMDND MH QD VDPRM JUDQLFL

Tablica15. . D W D O Livasnodlita Helakcije pojedinih enzima s IPPI su izopentend
difosfatizomeraze, IPKzopenten#fosfatkinaza, a FPPS farneaifosfatsintaza

enzim Kea/ Km / molt L st
E. coli IDI1¢7 7,9 -10
Streptomyces sp. CL19DI (tip 11) 174 1,6 -1C
S. aureusDI (tip 1) 174 6,8 - 1¢
H. sapiendDI 5,510
H. brasiliensisiD|¢7 8,6 - 10
S. lycopersicunDI| %7 2,3-1C0
A. thalianalPK (supstrat IP¥ 1,010
H. sapiendPP5'"® 8,1-1C

6PDWUDP GD MH QXWQR YRBWWUDWIDGK ILJLRORANL XpLQDN
eksperimentalni podaci procjeju prema takvim, pomalo arbitrarnim granicama. Dok je

zahtjev kealKm > 1 mol! L s? ra] XPDQ SULOLNRP L V-kitkbZal koRQMD 1 X
hidroliziraju oksidiraneL R&WHUHQH QXNOHRWLGH V SURPMHQRP NF
kriterjie 2NVLGLUDQL QXNO HMHRWE®HYXKQLPOR WADMNRLEL VH L]JE
aAaWHWDQ XWUR aDhwrokiz® iddd HANDHR JJERINOHRWLGD KLGUROD]H
morajX UD]JOLNRYDWL V SXQR™ Wddikeve 8¢l FrioplfidRaninX i

nemodificiranm bazanma nukleotidaenzimi mogu loristiti za diskriminaciju sup¢/ UDWD &WR
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smanjuieKm D SRYKWUKNYDB VOXpDMX ,33 WRoQhdvhelPRBRIKXQR VMH U
VWYDUDQMD YRGLNRYLK YH]D SD MH HYHQWXDOQD GLVNUL
MHGLQLFH LOL SRORKDWERNRYRIWVWRIWINVML WH]HILRORANRM NR
NRMD MH YHUD ]D ,33 QHJR ]D REWHHI PQRH [ XQNKA B RINELGH. F/DK
WRJD YHULQD HQJLPD LPD NDWDOH®Y joN X sH IdalekoVa@ RVW X
VDYUAHQLK GLIX]LM &éjalkf. Rt RdD, LKA L& napbimenuti da je
X R pHi&u modelu Nudix'33 ,,, SRVWRML |DVHEQL GalHagdfiodpDQ RQI
YHULQH 1XGL[ YHJQRKERMVWXNVIWDLUDOR GD MH YH]IDQMH ,33 V(
6XPQMH EL VH PRJOH UDJULMH&ALWL NDGD ELVPR XVSMH
trenutka pisanja doktorske disertacije nisam uspjela usptiseksperimentalnsustavza
WDNDY SRNXV ,33 ELVPR PRJOL VPDWUDWL Ku]ikrREORaANLP V
1-50 pmol ! NROLNR L]JQRVH YULMHGQRVWL WRJ NDWDOL\
rekombinantne biljne IDI i IPK:167,

2VLP NDWDOLWLPpNLK SDUDPHWDUD L GUXJH GRND]H WL
I L] L R O Révlrthodt] A Ovitro ustanovljenih enzimskih aktivnosti. Tako je gotovo
istovremeno kada swprovedeni gore navedeni eksperimenti objavljeno nekoliko vrlo
zanimljivin radova. Prvi je o aktivnosti izopentefalsfatkinaze(IPK) u biljaka®. Autori su
ustanovili da IPi DMAP, supstrati IPK, u stanici vjerojatno ne nastaju spontanom
defosforilacijom ili kao sporednaakF LMD QHNH [R YV IDiké|gdsutvdstiu BiljpojM H
VWDQLFL DGDSWLYQD RVRELQD NRMD RPRJXUDYD NRQWURC
SURGXNWLPD ELOMDND 6SHFLILPpQR fafeditdifostadsinta@uK LEL U D N
(FPPS, & WbRKkira sintezu sterof&’. Postulirano je stoga postojanje bilndSHFLILPQRJ
proteina koji defosforilira IPP, @] zahtjevzadovoljava upravo NucioPP I11.

Nadalje, identificiranaMH MR & MH G Q hidiblazaM @bpreangidifbgfatom kao
supstratonf® 5LMHp MH R SURWHLQX 5K18'; KRPRORJX 18'; L]
SRND]DQR GD GHIRVIRULOLUD *33 X ODWLFDde@niadiiaH WH
NRPSRQHQWX PLEHWUSQLUXRGDFL JRYRUH GD MH ]DLVWD LGF
enzima Postaje stoga jasno da izoprenoide treba ozbiljno uzeti u razmateangripstrate
Nudixx- KLGUROD]D EDUHP X ELOMNDPD NRMH LPDMX YHOLN G
na izoprenoidnim spojgma. 7 DNRYHU L RYDGIAHQ]XPNRAML VHGPFRMAH VXS
(slika 39.
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Slika 39. Struktura proteina AtNUDX1 u kompleksu sa supstratom GPP, prikazana u presjeku
WDNR GD MH XRpOMLY GAHS X NRML VH YHAH VXSVWUDW

Dodatno, na primjeru proteina iz bakterijaYul pheQa postoji potreba za proizvodnjom
DMAP u EDNWHULMVNLP VWDQLFDPD $XWRUL VX SRND]DOL C
PR&H ELWL VXSVWUDW IODYLQVNH SUHQLOWUDQVWPFHUD]H 8
7DNR MH X YUOR NUDWNRP YUHPHQX XVWDQRYOMHQD ELR
bakterijama, a istovremeno je identificiran enzimVUDAHQRP DNWLYQRAEAUX 6PI
akumulirano dovoljno indicija kako bi se Nudb®P Il proteini smatrali potencijalnim

izopentenidifosfatfosfohidrolazama.

4.5.2. Testiranje drugih izoprenoidifosfata kao supstrata

S obzirom da izoprenoidi prethodno nsmatrani supstratima Nudhidrolaza, smatrala sam
QXaQLP WHVWL U D Wdifosfa W26 kHpstrhfe $rdteica RILENCP 11l. Odabrani

su DMAPP, izomer IPP, MVAPP i HMBPP, prekursori IPP u MVA i MEP putevima sinteze
izoprenoida, te GPP, FPP i GGPkRao primjHUL GXAaLK L]RSUHQRLGQLK ODQ
prikazani na slici 40. PpND i AINDIilr ROL]JLUDMX '0$33 SRGMHGQDNRP HILN
D QHAWR QLAD]IMYSBSWILFRRNVAD DNWLYQRVW L]IPMHUHQD M|
SRJUHAQR VPDWRUDWAQRDIIMHR OR adNdt ulodr@sd hd PW Qaimde,. V X
HMBPP nalazi se samo u plastidima, dok bi se NdRIPP 11l proteini prema predikcijama
zasmovanim na analizi Nkraja sekvence trebali nalaziti u citoplazmi. Stoga nije vjerojatno da

u biljnoj stanici dolazi do interakcije ovih proteina i HMBPP. Naravdealno bi bilo kada

ELVPR HNVSHULPHQWDOQR SRWYUGLOL ORNDOL]DFLMX SUF
NLQHWLPpNH SDUDPHWUH UHD NEBratvd. HQ]JLPD V SRWHQFLMDO
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Slika40. Aktivnost PpND i AtND prema izoprenoidifosfatima.

1DGDOMH LDNR RSEALUDQ p3ata Nudikhdkbla3aR sWakaRd- hipd DIO QLK V
sveobuhvatan YHUO IRNXVLUDQ QD QXN O Hipdtia®d) RiswisliRedtiradiiH 1 HN L
su koenzim A i njgovi derivati, te taminGLIRVIDW 1R 6KLJHRND L VXUDGC
objavljuju svoje rezultate na ispitivanjima NudkLGUROD]D XURPQMDND L SR]
eksprimirali rekombinantni protein AINUDX® (to jest AtND) Zasad nisu identificirali
potencijalne spstrateovogproteind®.

.RQDp @ke jeNprethodno opisano ddudix-hidrolaze NudF iz bakterij®. cereusi
NudB iz E. coli mogu hidrolizirati IPP, a naknadno da mogu hidrolizirati i DMAJPP
SURpLAUHQ MH ISR BolikekKo @i seXu§pdsedila njegova aktivnost s onom Nudix
DPP 1l proteina.lzmjerena aktivnost prema IPP bila 20 puta manja nego ona enzima
PpND.

4.5.3. Fosfatazna aktivnavarijante Tyr123Ala

8VSRUHGERP YHOLNRJ EURMD ULMH&EHQLK ®VEERAEANRDW XMMXD GLK (
]JDNOMXpND GD MH GLR VH N Y¥peQomHengRMdop)Ro@dovagad J[4aY DM X ;
RGUHYLYDQMH VSHFLILPQRVWL ; WR MHV3IH\W a8 MY NDRPWHRIV G
regiju 1723 aminokiselinska ostatka preméakfaju odmotivaNudix box Na tom dijelu je i u

mom modelu petlja, te sam identificirala Tyr123 kao pozisd D NRMRM MH RpXYDQD
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aminokiselinazu 800Gtinjak sekvenci, nata PMHVWX VX XYLMHN LVNOMXpLYR
pripremljera varijanta PpND Y123A koja je imda 18,6 putamanju enzimsku aktivnost od

divljeg tipa Varijanta nije pokazivea UDJOLNH X VXSVWUDWQRM VSHFLILPpQR
enzima(slika 41i slika 40 za usporedbu s divljim tipom PpND enzjnRretpostavljam da bi

aromatska aminogkelina mogla sudjelovati u kontaktu s dvostrukom vezom IPP, te tako

utjecati na aktivnost enzima.

Slika41. Aktivnost varijante PpND Y123A prema izoprenaldosfatima.

=DNOMXpQR SRWYUYyHQD MH SUYD KLSRWH]D GD 1XGL[ G
QDMEROML SRWHQFLMDOQL ILJLRORANL V Xxdgostat,UPP\Wi SURWH
njegov izomer dimetilalidifosfat, DMAPP (slikad2).

Slika42 3UHWSRVWD Y @aktijeddzima] NuRi®REIN iHbiljaka.
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46. OHYyXRYLVQRYVVWIiisdatamwe akivhQsti
'UXJD KLSRWH]D JODVLOD MH GD VX SHSWLGD]QD L IRVIDWL
LVSLWLYDQR QHSRVUHGQR X RYRM G LWHHOQWIDFIDM LY DY B X pM H
mojim neposrednim vodstvoin

3 UL Uetsy e varijantekoje VX S RMH G L Q Dl fpdtataziiulL(PAND L[E9ZR) i
peptidaznu (PpND E592A) aktivnost. Glutamat nai@@z92 nalazi seu motivu Nudix box
(REZ:8(( L NDWDOLWLpPNL MH R-Widvoayeba NX pEAtiiR BO(pak 1 X G L[
glutamat iz motiva aktivhog mjesta DPP 1l (FECCH), koji je homologan glutamatu 451 u
ljudskoj DPP Il i kojie aNRYyHU LGHQWLILFLUDQ NDR DPLQRNLVHOLQ
peptidazne reakcije. Inaktivacija je bila potpunabje varijantet pDN QL X] VXYLADN H(
nije detektiran produkt reakcije (slikaA).

Slika43 $NWLYQRVWL YDULMDQWL 3S1'" V SRMHGLQDpPpQR LQC
VXSVWLWXFLMD ( $ SRQLaAWLOD MH SHMNed@dhigkrlazbd ( $ IR
aktivnost izostaje W YDNRP PXWDQWX pDN L X] 1QDWQL VXYLaADN H
KLGUROD]QH DNWdA QORWYWD Y @kbittiMRREdJredzeta su bez izmjene iz

prijave za Rektorovu nagralyYH 6 XpHF
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8QDWRp YLARNXAPMMMD EIQOR PRJXiUH UD]JGYRMBRPND SRMHCGC
proteina lako su u barem jednom organizmtamebiDictyosteium discoideurt SURQDYHQH
obje homologne domene kao samostalni protésiika 44), Nudix-DPP IIl iz mahovine

P. patensnije bilo PRJXUH UDVWDYLWL QD VDPRVWagae@tHoji BQNFLRQ
sastojao samo od Nudix domene nije davao topljive proteine, dok je DPP Ill fragment bio

manje topljiv i pokazivao znatno manju aktivnost u odnosu na diwviji tip

Slika 44. U amebiDictyostelium discoideumL GUXJLP VURGQLP RUJDQL]JPLPD
obje homologne domen & W R M H olz& pNeRithhjé ¥d¥h@nja domepeoteina PpND

1LVX SURQDYVyHIQR INGIRrA peptid&z iy reakciju, niti A¥@NA fosfataznuTo je u
skladu seksperimentima izmjee vodika i deuterij&* (engl. hydrogendeuterium exchange
HDX), gdje je pokazano da ne dolazi do promjene u strukturi Nudix domene prilikom reakcije
DPP lll domene i tinorfina (slikd5s).

Slika 45. Rezultati HDX eksperimenta interakcije PpNDQtinorfina, peptida koji djeluje kao
LQKLELWRU '33 ,,, 3URPMHQH X VWUXNWXUL RIJIUDQLPHQH V

=DNOMXpPpQR GUXMH&DRRRYH[ Q RpGpektakhOdide u prilog, dio ne.
SRWUHEQR MH SURYHVWd pMR® | BEQRSMULBHDQ MMDULMHpP R
zanimljivom proteinus dvopnRP KLGUROD]QRP D HO)Y koyi (2Roé (pK/i put® L ND

opisan u ovoj doktorskoj disertaciji.
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Slika 46. U proteinima Nudix'33 ,,, SURQDYHQD MH GYRMQD KLGU
N-termiralna Nudix domena djeluje kao fosfataza na IPP, ddkr@inalna domena cijepa
peptidnu vezu Arg 1$ NDUDNWHULVWLpPQRJ VXSVWUDWD '33 ,,, PHYV

4.7. Promjenarazine transkrip cije u uvjetima stresa

8 VYUKX LVSLWLYDQMD IL]LRQRA@DNHY LXVNNKF P M K R3vS.1Q B NUIDR/ WV >
u nepovoljnim okb QL P XY M Ha&ALsBrD radirv $ranskripta gena za PDPKD WHN X UR M
kulturi mahovinepod utjecajem nekoliko regulatora raststresora.Na slici47 VX VDaHWR
prikazani rezultati ovog eksperim@a. NDMYHUH SURPMWQ@BQX NUOSYD XRpl
uslijed solnog stresa i tretmana apscizinskom kiselinGhBA) aWR MH UH]XOW
XGYRVW UxzmE @avddriptdPpND u odnosu na kontroleéDba tretmangredstavljaju

dobro poznate vrste abiotskogstvD V NRMLPD VH ELOMNH VXRpDYDMX |
VROQL VWhphahsly bila xaMigliva za daljnje eksperimenteQ D p DrivbiQ)eRRjelazine
WUDQVNULSWD 3S1' X RGQRVX QD NoRs@p&ijskeyQtkesaELOR M|
nakontretmana sodikovim peroksidom
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Slika 47. Relativha promjena razineanskripta gen@pND nakon 6h tretmana navedenim
VWUHVRULPD LOL UHJXO D WwRddihoBDnagfEr&htieDgexie WUAN DNIR M N X O W
kontrolnoj kulturi (vrijednost 10). Rezultati su sre@ MD YULMHGQRVW GYD ELRO
W H K @ triplikdtima. Koncentracije stresora bile su: 300 mmdiNacCl, 10 pmol [ H2O;,

25 umol ! transzeatin, tZ, 10 umol t indol-3-octena kiselina, 1AA, 2,5 pmol-Lsalicilna

kiselina, SA, 25 pumol 1t apscizinska kiselina, ABA.

2YDM HNVSHULPHQW MH ELR SUHOLPLQDUDQ L YUOR RJU
WUDQVNULSWD X VDPR MHGIQVRHWQ M H & RHNDNY N/FONP RV R DL AL S IUW
SRVOXAaLR MH VYUVL WH VimalbGsd wgao IspitivatDefekt né Yemdtdpv L X N
mahovine. U drugonponavipnju eksperimerda mjerena je i promjena razine transkripcije

dehidrinaNRML MH L] OLWHUDWXUH SR]QDW NDR PDB%tdsd VWUH"

njegova transkripcija povisuje od 40 do 80 puta uslijed solnog tretmana i 65 do 90 puta uslijed
tretmana ABAom (slika 48)

Slika 48. Relativha promjena razine transkripta geaalehidrin u istim uzorcima u kojima je
mjerena promjena transkripcije PpND (slika 4i7pdnosu naeferentne gene TUA i LW
kontrolnoj kulturi (vrijednost 10). Koncentracije stresora bile su: 3@0mol L NaCl,
10umol L™ H202, 25 pmol Lt transzeatin, tZ, 10 umol 1 indol-3-octena kiselina, IAA,
2,5umol L salicilna kiselina, SA, 25 umol-tapscizinska kiselina, ABA.
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Vidljivo je L]X]HW QR SuRekspieBijQdédrinaaWR GHILQLWLYQR SRWYUS
eksperimentu izazvan stres kod mahovine, posebno stresorima NaCl i RABAjena

ekspresije genBpNDnijeizrmaaHQD X WROLNRM PMHUL NDRDR RGXP R MK K
razlogg za malenu promjenu rasddi HNVSUHVLMH MHVW L YUOR YLVRN
konstitutivha, ekspresija PpND u svim tkivima maho¥ffe VO L N D 8 XURpPQMDNX
S RN D] D Q Dn@ekéddpesijeDAtND u listovima biljke u odnosu na korijen i staifffiku

Slika 4. Razina ekspresije PpND u tkivima mahovine, preuzeto sa baze podataka
Genevestigatowww.genevestigator.com

4.8. Priprema i karakterizacija knock-out mahovine

Pripremaknockout OLQLMD RGUDYHQD MH NDNRNdkéh RUBLOMKIUGER X SR.
selekcije, preostalo je 45 linija kogel testirane za pravilnu irgeaciju konstrukta u genomsku

DNA.

4.8.1. Probir knockout linija

6YH OLQLMH X NRMLPD MH ODQPDQRP UHMADNMMRMHGHR GLOP HY
SULVXWQD VHNYHQFD DQWLELRWVNRJ PDUNHUDkusaD QHPD
divljeg tipa, te da su i 5l 3'-homologne regije pravilno integrirane (sli&@), tretirane su kao
potencijalneknockout OLQLMH %LOMQL PDWHULM DA pdbtdinKPQRAHQ WH
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Slika 50. Primer analize genomske DN mahovine za pravilu integraciju konstrukta.
%URMHYL R]QDpDYDMX EURM OLQLMH D QD JHO VX QDQHV
provjeru integracije 5pa 3*homologne regije, tim redom.

Izolirana RMA je reakcijom reverzne transkripcije prevedena u komplemeantBiA, s

NRMRP MH L]YHGHQD ODQpDQD-WSHDALF L M@L B RRRFHHN@I ADW 13
utvrdilo dolazi li do transkripcije DN u RNA 8 VYLP WHVWLUDQLP OLQLMD
JODV QWAHAMPPND (slikebl).

Slika 51. U testiranimlinijama nije prisutnaJ O D V @NA 2aNudixDPP IIl protein 8WR MH
SRND]DQR SRVUHGQR QYGRYVFWESRRWED HNRULNVORHAL NRPSC
kao kalup.'LYOML WLS M En&.vddype Bnackdulinije brojevima.

Nakon izolacije proteina idivljeg tipa mahovine i transformiranih linija, metodomestern

analize linijje su testirane na prisutnost proteina PpND. Sve potencijalne linije bile su
SRWYUY HR@tkoM R QLMH WH X QMLPD QLMH SURQDVHQ IXQN
52).
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Slika 52. WesterranalizaPpND proteina udivljem tipu (wt) i knockout linjjama mahovine.

Prikaz je kombinacija detektirane kemiluminiscencije membrane inkubirane sPphiD

N X QL gdviuom i antiN X Q L §ékunddJ QLP DQWLWLMHO BkBidaRaELID MHAaHQ |
hrena (gore) i fotografije membrane obojane amE QLORP NDR NRQWURORP
nanesenog proteina.

v WUDQVIRUPLUDQLK OLQLMD HKnpEkdoUR NhiipQ Efikddidst SRW'Y
WUDQVIRUPDFLMH WLPH MH L]QRYVL O Dezultatiraa\oefikdshbstK VN O D C
homologne transformacfe 7RPH MH YMHURMDWQR GRSULQLMHOR YL.
npr. kkkoEL WUDQVIRUPDFLMD ELOD a&WR XVSMH&aAQLMD KRPRC
SDURYD ED]D WH PRUDMX ELWL VLPHWULPQR UDVSRUHYHQ
nalazi u sredini konstrukta

3 R WY WrodkQui linije zatim su okarakterizirane prema fenotipu i razfitohormona

citokinina u usporedbi s divljim tipom.

4.8.2. Validacijaanti-PpNDantiseruma

Za identifikaciju prisutnosti PpND u proteinskim ekstraktima mahovkmLAWHQR MH
poliklonskR DQWLWLMHOR WRPQLMH DQWLVHUXP $QWLVHUXP
potencijalne reakcije s drugim DPP lll, s proteinskim ekstraktom bakterigeli (jer je kao
anWLJHQ VOXALR UHNRPELQD &Wd)|teSproiaitski® estydRtbPY HGHQ X
patens 3RND]J]DQR MH GD QHPD UHDNFLMH V GUXJLP B3 ,,, pD
coli. U ekstraktu mahovine identificirarsu dvije vrpce s kojima reagira teserum. Jedna

YUSFD MH YHOLpPLQRR'BBGJRYDUDNOD 1%E8N MH GUXJD ]QI
LOQWHQ]LWHWD RGJRYDUDOD SURWHLQX YHOLpPLQH N'D |
G D MHo uwhiskébtivazi (RCA), koja s PpND dijeli slijed WGGKali nema drugih
VOLpQRVWL 3UHWSRVWDYLOD VDP GD DQWLVHUXP UHDJLU
RCA sam klonirala ieksprimirala kao rekohinantni protein, a kao dodatnu kontrolu iz
VWDQLFD PDKRYLQH L]J]GYRMLOD VDP G MeberRapdlipdnR SURDPp
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SRWYUYHQD MH UHDmkomMiantbo@ VRCA/, kajuXialdzimo u kloroplastnoj
proteinskojfrakciji (slika53 5HDNFLMD QLMH RPHWDOD GHWHNFLMX 3¢
amido-crnilo kao kontrol&kolipLQH SURWHLQBLFXQHHEHRLK X MD

Slika 53. Potvrda reakcije antiserumd SHFLILPpQRJ QD &Rivazém (RCE), koM R
MH SURpPpLAUHQD NDR U HriX RtipBE}YL QKDDiVEKIttakSaddReilaH 2 IQahovine
R ] Q D p °HKQ aMlétoplastni ekstrakfL .

4.8.3. Fenotip knoclout linija u standardnim uvjetima rasta

Divlji tip i knockout OLQLMH X]JDMDQL VX QD VKNQP WBE bérldoigivH N U XV
dodataka, te uz dodatke amonijevog tartarata (KNOP ME AT) i glukoze (KMBPRTG).

1LMH XRpHQD QLNDN Y#ikasn)] Pokds [ ponbMj@nRripLt& X

Rezultati ukazuju da Nudi®PP IlI nije esencijalan protein za stanicu mahovine. Kako bi
se to nedvojbeno potvrdilo, trebalo M Rriockout OLQLMH SURYHVWL NUR] FLMI
PDKRYLQH NDNR ERNH QRWW VXD LMD PURWHLQ YLWDODQ >
bilijke, poput nastajanja sporofita ili klijanja spore.

, JRVWDQDN UD]JOLNH X IHQRWLSX i5dd Lloyavod@eaein&jd P XY M
YDA&QD X IXQNFLRQLUDQMX PDKHRYSEQRWSBRDWRAALD © BV RIYQRMN
SRWY Uy XéieXu $aaiPP D WUDQVNULSDWD XRpHQH XVOLMHG WU
hormonima stresa (ABA).

4.8.4. Fenotip knockout linija u uvjetima stresa

Kako bi se ispitalo da li dolazi do razlike u rastu i razvoutanti mahovine pri uvjetima
stresa, tlji tip i knockout linije #2 i #20uzgRMHQL VX NDR SURWRQHPDOQD
podlozi. Protonemalne stanice su za tretman inokulire&tandardnu krutu podlogu, kao i
na podlogu s 10 mmoltH20,, 300 mmolL* NaCl i 25 pmol ! ABA. Naime, u tim su
XYMHWLPD XRpHQH SURPMHQH HMNA/TSQRNM NKIRKAMAUDERINGN U L S W D
LIPHYyX GLYOMHJ sUSWHG PXWDQWMD QLMH SUHALYMHOD YL

oksidacijskom stresu, dok & pri tretmanu s NaCl i ABA i divlji tip i mutante rasle sporije
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QHJR X NRQWUROL DOL EH] PHYyXVREQLK HK3EoOnhditDe X SUHAa
proveden u triplikatu.

Slika54. Knockout linije ne pokazuju razlike u fenotipu u odnosu najdtip u standardnim
uvjetima rasta. Na panelima@ lijeva fotografija prikazuje kolonije nakon 3 tjed@adesna
nakon 7 tjedana rasta. A) KNORFE podloga B) KNOP ME AT podloga C) KNOP ME
ATG podloga D) shema s oznakam@RORADMDIMRMHGL QLK

4.8.5. Mjerengrazine citokinina u mutantama mahovine

Citokinini su biljni regulatori rasta koji seintetiziraju iz DMAPP Izoprenoidni lanac

modificira bazu adenozirtri-, di- i mono- fosfata, ili se tRNA njime prenilira (slika3). Ovi
VSRMHYL VX VOHL WDRIDG BPEQD SRpHWQD WRPND |JD LVSLW
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eliminacije proteina NudbDPP Il iz stanica mahovin€sim toga, za AtND pokazana je
interakcija sproteinomARR7, regulatorompdgovora stanice na prisutnost citokinia

Za analizu su pripremljene kulture proteonemalnih stanica divljeg tipa i kivgakout
linija (#2 i #20)na krutoj podloziAnalize profila citokinnaMH SURYHOD GU VF ,YD
VXUDGQML V KoAkotXXG2IOR R R X F Xzmjekad\sD razine citokirskih baza
(aktivnih formi), ribozida (transportnih formi)eO-JOLNR]JLGD UHYHU]JLELOQLK VN
RazineN-glukozida(ireverzibilnih konjugatapile supreniske za detekciju.

U mutantama &z ekspresije proteina PpNxmjerene suRNR SXWD YLaH UL
izopentendadenina (iP) cis-zeatina (cZ), dok je razinmans-zeatina(tZ) bila upola manja
nego u divljeg tipgslika 55) Razine dihidrozeatina (DHZ) bile su preniske za detekciju u
svim OLQLMDPD ,DNR MH QH]DK¢ DIRROBRKYRMIDERR R R NIONEX[H N
RYRJ HNVSHULPHQWD LPDMXiUL X YLGX YHOL&ktveBihRM HQ]
citokinina, od adicije DMAPPdo samih citokininskih baza, rezultati podupiru mojwtda je
Nudix-DPP Il u billkama izopententfifosfatfosfohidrolaza. Nakon eliminacije ovog
enzima iz stanicP DKRYLQH RpPpHNLYDOD ELK GD VH X VWDQLFDPD
odnosu na IP i DMAP,] WRJD VOLMHGL L SR Yliter@augnvpddadipakazujuQH L3 L
GD VH F= DNXPXOLUD X SRVHEQLP RNROQRVWLPD SRYH]DQL
povezan sa stresdft % XGXiL GD MH F= SR]QDW NDR PDQMH DNWLYI
funkcija ¢Z u ELOMNDPD RGUADYDQMH RKtivpash paiQnidpoFd iR NL QL Q
XYMHWLPD UDVWD 'DOR EL VH ]DNOMXpLWL GD QHGRVWL
RGUHYHQL VWXSDQM VWUHVD L SURPMHQH X SURILOX FLWR
Idealnobi bilo izmjeriti razinesamihDMAPP i IPP u stanicama mahovine

,DNR EL ELOR |]D RpHNLYDWL GD UH SURPLMHQMHQH UD]L
UD]JOLNH X IHQRWLSX ELOMNH WR QLMH QXAaQR OLQHDUDQ
formaciju pupoljika u kaulonemalnim stanicama mahovina owisazinama auksin.

8 NRQDPQLFL WUHUD KLSRWtiodgD u GilporSrasRiWrdavigku 3eSUL' L P D
SULODJRGEL QD RGBIRBDOKR®HPRQORMMWIBRWYUYyHQD 3RND]DQR
razine ekspresijgenapri oksidaijskomL VROQRP VWUHVX WH VXaL 7DNRYyHI
HQ]JLP XWMHpH QD VLQW H ]eitoEnina td Qégkv biddaska@aibuvrtdrbamaD V W D
mahovine uzrokuje promjene u profilu citokinin@itokinini seu evoluciji biljaka pojavljuju
X SDURACIaDFhM® &dWR DVBH MOV SUYRP LGHQWLILFLUDQRP
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Nudix-DPP Il (slika 21) Naalost,do sadanije pokazana nikakva promjena fenotipa mutanti

u odnosu na divlji tip mahovine ispitivanim uvjetima uzgoja

Slika 55. Promjeneprofila citokinina u mutantama rhavine koje ne eksprimiraju PpNDi

odnosu na divlji tip Oznake:DHZ dihidrozeatin,cZ cis-zeatin,iP izopentenHadenin, n.d.
nisu detektirani-ROG i-OG O-glikozidi, -R ribozid, -RMP ribozidmonofosfat, tZtrans

zeatin,wt divlji tip mahovine, #20 i #&knockoutlinije bez ekspresije PpND.
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49. 'RSULQRV LVWUDALYDQMD
Ovaj rad je, uz onaj Magnarda i sdf. PHYyX SUYLPD X NRMbudPdfatvH L]RSH
razmatraju kao supstrati Nudhidrolaza. Takav nalaz ima smisla uzmu li se u obzir
SURALUHQMH pO D Q RhdlagaRW Rijgam&#HL 1p)Q®IPDMDQ XGLR L]RSU
metabolizmu biliak¥ 8 VOXpDMX RYRJ UDGD QD WR MH QDYHOD |
VOLPQRVW S LORWIH L Qdperttetidlifosfatizomeraze.Ispitan je niz zoprenoid
difosfata i pokazano je dsu SUHPD WRP WLSX VXSVWUDWD SULOLpPQR
raspon supstratdNo, snatram da je kombinacija dokaza koji su ovdje prezentirani i rezultata
GUXJLK LVWUDALYDpD GRYROMOQDd&DPR I8 izdp¥n@iidipEid YDQMH
fosfohidrolazom. Ti dokazi su: homologija sekvenci Nudix domene i izopertidogdfat
izomerazejn viro DNWLYQRVW UHNRPELQDQWQRJ HQJLPD X UHDNF
SRVWRMDQMH HQ]JLPD V "Qto prehGedapeRife metaiolity @iRokitina) u
mutantama mahovinef DNRYyHU VOLpPpQD DNWLYQRVW HQ]JLPD L] PDKEF
generalizaciju naUD]LQL VYLK ELOMDND WH PRAaHP-&fosf@ENOMXDpL\
IRVIRKLGUROD]QD DNWLYQRWW RpXYDQD X ELOMQRP FDUV
-HGDQ RG RGJRYRUDuN®Miser@atijist r&zR @24 yskbdobnu prisutnost
dviju enzimaskih aktivnostj fosfataze i peptidaze, na istom proteinu. Nema nikakvih indicija
GD RYL SURWHLQL VXGMHOXMX X LM\WgBrrRe rgUlivduBRIWOANRP S X
Hipoteza kamena iz Rosette (enflosetta stone hypothesipretpostavlija da povezanost
GYLMX GRPHQD X IX]JLMVNRP SURWHLQX X MHGQRP RUJDC
interakciju u drugom organizn®l. To bi s proteinima Nudix'33 ,,, PRJDR ELWL VOX
bakterjama ili nekimeukariotskim mikroorganizmima, koji imaju homologeapbdomena.
1R UH]XOWDWL VXJHULUDMEREHRBLONP@D PMHEURMVHQ RPBBDLOMQR
Priprava knockout mahovine, to jest mutanti bez ekspresije NUdRP IIl proteina,
RPRIJXULOBLMBD QWM UDJLRORANH XORJH RYRJ SURWHLQD 7R
EUJLQH SULSUDY H jedko¥tBvQodtirad@ $Vnikahplidm, koja ima samo nekoliko
tipovatkiYD ]D UD]OLNX RpakYddina Ho Ead®idéntificDana razlika tnodu na
divlji tip jest promjena razina citokininaZanimljivo bi bilo napraviti metabolorh p N R
LVWUDALYDQMH X NRMHP EL VH LVWRYUHPHQR LVSLWLYDI
VXVSHNWQL VSRM 7DNRYHU ELOR EL PRJIXWH WBGEISWL GIRIPRR
supstratDPP Il domene proteina. U Wigma postoje peptidne signalne molekifté® no

nisam testala aktivnost enzima na takvim spojevima.
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=DNOMXpQR PHWRGH NRUL&GWHQH X UDGXzRpdRRia¥uLOH V
aktivnosti novog proteinaL] YL4AH DVSHNDWD L X NRQDpPQLFL VX VH VN
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§5.2%./-8y$.

Nudix-'33 ,,, SURWHLQL RpXY D @trepioghy¥a té @ 1je BBIXWHWY B UL X
kopnenim biljkama Embryophyta L QMLKRYLP QDMEOLALP VURGQLFLPI
redovaZygnematophycea€oleochaetophycea€harophyceae Klebsormidiophyceae

DPP Il domena NudbDPP Il proteinau mahRYLQH L XddpapaQDMDINDLIpQRP L
tipu Il DPP 1ll, prema pentapeptidnom motivu aktivnog mjesta HEXXH, za razliku od
WLSLPpQRJ +(;;*+ '3I1B QDYWQSEDV X LmX DPP NIVdwaj Lipbia su
PHYyXVREQL SDUDOR]L

Nudix domena proteina Nudix33 ,,, LPD KRP RO RJHhitdr RGP XD PYOGIL [P Hy X
izopentenddifosfat L|RPHUD]DPD 8 QMRM VX RpXYDQL ELWQL IXQN
enzima.

Na rekombinantnim proteinima biljakBhyscomitrella patens Arabidopsis thaliana
XWYUYyHQR MH SRVWRMDQMH GY Rim&diellLLiGdd RosSf@agkdido DN W LY Q
peptidazeEnzimi nemaju izomeraznu aktivnost prema izopenigifdlsfatu.

.DR SRWHQFLMDO Qrat biljjih RpteiaadN NudxDPP VIl identificiran je
izopentenidifosfat, kao i njegov izomer dime#llil-difosfat. Produkt fosfatazne reakcije je
izopentenifosfat, to jest, dimetlil-fosfat.

Pokazano je da ostatak Tyrl23 u proteinuPizpatenssudjeluje u enzimskoj katalizi
reakcije fosfatazevjerojatno u prepoznavanju izoprenoidnog dijela supstrata.

Dvije hidrolazne aktivnosti imaju odvojena aktivna mjestaanaliza inaktivnih mutanti
XND]XMH GD EL PRJOD SRVWRMDWL PHYyXRYLVQRVW GRPHQLEL

Ustanovljeno je da dolazi do promjemazine transkripta gena Zdudix-DPP Il u
mahovini prilikom tretmana natrijevim kloridom, apscizinskom kiselinom i vodikovim
peroksidom @& ¥\Mgerira ulogu enzima u uvjetima abiotskog stresa

Pripremljene su mutante mahovine koje ne eksprimiraju protein NER Ill. Nije
SURQDYHQD UD]JOLND X IHQRWL S Xstah&artipixh ixEtim®@std kab GLY O
ni u uvjetima stresa u prigwsti HO2, NaCl, i apscizinske kiseline

8 PXWDQWDPD MH L]PMHUH Q RkiaMDfoBnkciokiniBaR2opedtBr@® D UD]L C
adenina cis-zeatina. To pokazuje da je protein Nudig3 ,,, XNOMXpHQ XiljFHHWDERO |

hormonacitokinina.
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Sveukupno, ELRLQIRUPDWLpPND ELRNHPLMVND L ILJILROR&AND LV
ukazuju da protein Nudi#oPP 1l u biljnim stanicama djeluje kao izopentedifosfat
fosfohidrolaza aWR MH SUHGORAHQR NDR LPH ]D QRYRSURQDYHQ?>
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§ 6. POPISOZNAK A, KRATIC A | SIMBOL A

2VLP QDYHGHQLK NRUL&ZWHQH VX L VWDQGDUGQH WURVOT
proteinogenih aminokiselina, prema nomenklatiiH y XQDURGQH XQLMH ]D pLVW X

kemiju (IUPAC)iOHYXQDURGQH X QL M HeKuBritilbRINGHAIUBMB)L P R

1KP baza podataka 1000 biljnih transkriptoma

2-NA 2-naftilamid

AACT AcAc-CoA-tiolaza

ABA apscizinska kiselina

AcCoA acetitkoenzim A

AcAc-CoA acetilacetdkoenzim A

AK adenozirkinaza

ApsA diadenozirtetrafosfat

AprA diadenozirpolifosfat

APRT adnozinfosforiboziltransferaza

APS amonijev persulfat

Argz-2NA diarginil-2-naftilamid

AT amonijev tartaratoznaka i za hranjivu podlogu s amonijevim tartaratom
ATG hranjiva podloga s dodatkoamonijewg tartarati glukoze
AtND Arabidopsis thalianaNudix-DPP Il

AINUDT/X oznake za NudixK LGUR O D ]H LArakidorgisQhdlianh D
BLAST engl.Basic Local Alignment Search Tool

BLASTP BLAST proteinskih sekvenci

BSA JRYHYL VHUXP VN LbobizEetiidbunkng J O
CDD baza podatak@onserved Domain Database

cDNA komplementarna DNA, engtomplementary DNA

CDP-ME 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol

CDP-MEP  4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol-2-fosfat

CMK CDP-ME-kinaza

CoA koenzim A
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cZ cis-zeatin

DHNTP dihidroneopterirtrifosfat

DHZ dihidrozeatin

DIPP difosfoinozitolpolifosfat

DMAP dimetilalil-fosfat

DMAPP dimetilalil-difosfat

DNaza deoksiribonukleaza

DOXP put sinteze 1-deoksiD-ksiluloza5-fosfals, engl. 1-deoxyD-xyluloseb-
phosphatgathway

DXP 1-deoksiD-ksiluloza5-fosfat

DXR DXP-reduktozomeraza

DXS DXP-sintaza

DPP 11l dipeptidilpeptidaza Il

EDTA etilendiamintetraoctena kiselina

ESI engl.electrospray ionisation

FAD flavin-adenindinukleotid

FGFTNE IDNWRUX UDVWD ILEUREODYV WibroaStLgoayth facfdc L[ HQ]L
type Nudix Enzyme

FMN flavin-mononukleotid

FPP farneziltdifosfat

FPPS farnezitdifosfatsintaza

G418 geneticin

GAP D-gliceraldehid3-fosfat

GGPP geranilgeranidifosfat

GPP geranitdifosfat

HDR HMBPP-reduktaza

HDS HMBPP-sintaza

HDX izmjena vodika deuterija, englhydrogendeuterium exchange

HEPES 2-[4-(2-hidroksietl)piperazin1-il] -etansulfoskakiselina
HMBPP 1-hidroksi2-metil-2-(E)-butenil4-difosfat

HMG-CoA  3-hidroksi3metilglutaritkoenzim A

HMGR HMG-CoA-reduktaza
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HMGS
HR
IAA

IDI

IPT

IPTG
kDa
knockout
knockin
KNOP
LC-MS/MS
LOG
LWD
MCT
MDD

ME
MEcPP
MEP

MES
MDS
MK

MP
MPP
MRM
MVA
MVAPP
NAD*

HMG-CoA-sintaza

homologna regija

indol-3-octena kiselina
izopentenidifosfatizomeraza
izopentenifosfat

izopentenHdadenin
izopentenifosfatkinaza
izopentenddifosfat
adenozifosfatizopenteniltransferaza
izopropil -D-1-tiogalaktopiranozid
kilodalton, jedinica koja odgovara 1000rpI?! SUHSRUXpH®@D RG ,83%$&
mutanta s prekinutim gengrnti bez ekspresij@ojedinog gena

mutanta s lkespresijom heterolognog gena

osnovra podlogaza uzgoj mahovine

WHNXULQVND MNpre&yRUDRW Raddriskbi MMasenom spektrometrijom
engl.LONELY GUY citokinin-ribozid-mondodat-fosoribohidrolaza

protein pigmentacije cvijeta (englower pigmentation protejn

MEP-citidil -transferaza

mevalonatifosfatdekarboksilaza

mikroelementi

2C-metil-D-eritritol-2,4-ciklodifosfat

2C-metil-D-eritritol-4- IRVIDW WDNRVYHU S XWfosdtd) whgl]H PHW |
methylerythritol phosphate pathway

2-(N-morfolino)-etansulfoskakiselina

MEcPRsintaza

mevalonakinaza

mevalonats-fosfat

mevalonat>-difosfat

engl.multiple reaction monitoring

P HY D O R Q D nit sWwédadNriReyddddgtangl. mevalonate pathway
mevalonaidifosfat

nikotinamid-adenindinukleotid

=ULQND .DUDpLU
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NADH reducirani nikotinamieadenindinukleotid

NHEJ nehomologno spajanje krajevengl.non-homologous engbining

Nudix akronim od nukleozidlifosfat vezan na neku skupinu X

8-0xo-dGTP 8-oksa2-deoksigvanozisb-trifosfat

PAGE poliakrilamidna geklektroforeza

PCR ODQpDQD UHDN F L MlyS\&&s¢ eheiturBddtonH Q J O

PDB baza podatakBrotein Data Bank

PEG polietilen-glikol

PMD fosfomevalonatekarboksilaza,

PMK fosfomevalonakinaza

5-PRInsk  5-difosfoinozitotpentakisfosfat

PpND Physcomitrella patensludix-DPP I

PRPP 5-fosforibozil 1-pirofosfat, PRPP

PSIBLAST engl.PositionSpecific Iterated BLAST

PVDF polivinilidenfluorid

PVPP polivinil-polipirolidon

Pyr piruvat

gRT-PCR NYDQWLWDWLYQD ODQpDQD UHDNFLMD SROLPHUI
guantitive Real Time polymerase chain reaction

RCA rubiskcaktivaza,engl. rubisco activase

RNaza ribonukleaza

RTaza reverzna transikptaza

SA salicilna kiselina

SAXS U DV SeUrartdgegiskih zraka pod malim kuterangl. small angle Xray
scattering

SDS natrijev dodecisulfat, engl.soldium dodecyl sulphate

T-DNA DNA unesena u genom, engiansferDNA

TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

TPP tiamin pirofosfat

tRNA-IPT  tRNA-izopenteniltransferaz

TTPCR PCR reakcija s tri&lupg engl.triple-template PCR

TUA ~tubulin 1
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tz trans-zeatin
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8§ 8. DODATAK

Dodaci su zbog opsega pohranjeni na CDijned

Dodatak 1: Sravnjenje 138 sekvenci proteina Nud®P Il za filogenetsku analizu,
dokument DiNudix-DPP IlI-138.fasta

Dodatak 2: Sravnjenje 634 sekvenci proteina Nud®3 ,,, JHQD |]D LGHQWLILNDFL
aminokiselinskih ostataka, dokument-DNRdix-DPP 11I-634.fasta.

Dodatak 3: Sravnjenje 88 sekvenci proteina DPP 1l gena za filogenetsku analizu, dokument
D3-DPP III-88.fasta
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8§9.4,92723,6

RRYH®&D u Zagrebu 2. rujna 1986. godn DWXULUDOD VDP X |]DJUHE
gimnaziji 2005. godine, te sam iste godine upisatedfiplomski studij kemije na
PrirodoslovnePDWHPDWLpPNRP IDN X O W H W0086 YpisaddamO VAMUDD X L =Y D HUNF
smjer dplomskog studija kemije na istom fakultetuDiplomiralasam2010.pod neposrednim
YRGVWYRP GU VF ODULMH $EUDPLU V WHPRP ASORJD &\V
dipeptidi- SHSWLGD]H ,,, WLR ®@Q P®L2 Uzdposléh@avhL@D 3, QVWLW XWX 5)
%RaNRYLU NDR DVLVWHQWLFD

'R vVDGD VDP SURYHOD PMHVHFL QD XvDYUabDYDQMLPD
,QVWLWXWX ]D PROHNXODUQH ELR]J]QDQRVWL .DUO )UDQ]H
2012)) i na Institutu za biokerM X 7HKQLpNRJ VYHXpLOLaAawD X *UD]X
'UHVGHQX 1MHPDpPpND QD ,QVWLWXWX ]|D ERWDQLNX 7HKQL

WH X JUHLEXUJX 1MHPDpPND QD %LROR&NRP IDNXOWF
SURMHNW /n, @ furciiow of Hipptidd peptidases 11l in moB&yscomitrella patens
using targeted gene knedR X WV 3 | L &ipepdjard A)XF% 6 6-KRUW YHOORZVKLSS
mjeseca, 2015.). Sudjelovala sam na tri hrvatBkk VWULMVND ELODWHUDOQD
struktue i funkcije metaloSHSWLGD]D SRURGLFH 0 3 A5DJ]QROLNRVW F
0 3 A,QWHUGLVFLSOLQDUQL SULVWXS SURXpDYDQMX VW
SHSwLGD]D ,,,3 QD PHYyXQDURGQRP SURMHNWX M2OW X G\ RI
DQG 0 3 NRML MH ILQDQFLUDOD ]|DNODGD $OH[DQGHU YRQ
fleksibilnosti, aktivnosti i strukture u porodici dipepttd8 HSWLGD]D ,,,3 ILQDQFLU
Hrvatske zaklade za znano8ila sam neposredna voditeljica studentysf L 6 XpHF SULOLN
LJUDGH UDGD A8WMHFDM 1XGL[ GRPHQH -pépiidageHI8 WL GD]Q X
mahovinePhyscomitrella patens SULMDYOMHQRJ ]|D 5SHNWRURYX QDJUDG?

8 N O M xénru@dpularizaciju znanossiudjelovanjem wrganizacij znanstvenog kviza,
koji je prerastao A5 XYHURY ] Q D Qe dtoehinLdadimna [istuta 5XYHU % RANRY LU
7DNRYHU VDP RUJDQL]LUDOD BoRdienonidaby Indtisal?@LB, IS RWH L Q L
i radionie I DNODGH A=QDQMH QD GMH @&MémpRriBkacije prateia za
VUHGQMR&ANROVNH QDVWDYQLNH L XpHQLNH
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