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1.1 Osnovne znacCajke domena MATH i BTB

Motiv MATH (od eng. Mephrins and TRAF) slijed je aminokiselina pronaden u
trimernom TRAF-C (od eng. Tumor necrosis factor Receptor-Associated Factor)
proteinu i C-terminalnoj regiji tetramernih meprina A i B. Proteini TRAF i meprini su
potpuno razliCitih funkcija. Receptori TRAF povezani s receptorom TNF-a (od eng.
Tumor Necrosis Factor), reguliraju stanicni rast i apoptozu vezuci se s membranski
vezanim receptorima (Bradley i Pober 2001). Meprini su tkivno-specifiCne
metaloendopeptidaze koje se pojavijuju u normalnim razvojnim i patolosSkim
procesima te hidroliziraju razliCite peptide i proteine. Aminokiseline ukljuCene u
oligomerizaciju domena TRAF u trimerni protein TRAF-C odnosno Cetiri domene
meprina A u tetramerni protein meprin A su vrlo konzervirane, pa su im najvjerojatnije
upravo te oligomerizacijske povrSine zajedniCke (Sunnerhagen i sur. 2002).
Filogenetske analize domene MATH ukazuju na njezinu dugu evolucijsku povijest i
prisutnost u razliCitim proteinima (Uren i Vaux 1996). Vjerojatno su evoluirale
paralelno s odredenim putevima proteolize, jer su gotovo sve obitelji proteina koje
sadrze domenu MATH upletene u procesiranje i ubikvitinaciju proteina (Zapata i sur.
2007).

Domena BTB (takoder poznata i kao domena POZ) je prvotno bila odredena
kao konzervirani motiv u ,Bric-a-brac, Tramtrack i Broadkomplex“ transkripcijskim
regulatorima vrste Drosophila melanogaster i u proteinima ,zinc finger‘ mnogih virusa
boginja (Godt i sur. 1993). Najvjerojatnije je nastala nakon odvajanja eukariota jer joS
nije ponadena u arhebakterijama ni bakterijama, osim u vrsti Candidatus
Protochlamidya amoebophila, endosimbiontu amebe, koji je najvjerojatnije ishodiSte
ove domene (Collingro i sur. 2004). Poznate su brojne razliCite funkcije ove domene,
uklju€ujuéi represiju transkripcije, regulaciju citoskeleta, tetramerizaciju i otvaranje
ionskih kanala te ubikvitinaciju i degradiranje proteina. Nadalje, nedavno je otkriveno
da su BTB proteini interakcijski partneri kulin3-ovisnog-SCF-u-slicnog kompleksa
ubikvitinske ligaze E3 (Perez-Torrado i sur. 2006).

Strukture svih domena BTB su vrlo dobro konzervirane u svojoj cjelokupnoj
tercijarnoj strukturi ali zato postoji vrlo malo sliChosti izmedu aminokiselinskih
slijedova pripadnika razliCitih obitelji. SredisSnji dio domene BTB od priblizno 95

aminokiselina je osnova i sastoji se od 5 O heliksa koji djelomi¢no izgraduju dvije
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ukosnice te jednog troClanog [ nabranog lista. Samo deset aminokiselina iz
unutrasnjosti domene je konzervirano, dok su ostale aminokiseline varijabilne i o
njima ovise vezne sposobnosti domene (Stogios i sur. 2005).

Osim u proteinima kao Sto su Skpl, koji je ukljuCen u razgradnju proteina, te
Elongin C, koji kontrolira elongaciju transkripcije gdje domena BTB dolazi
samostalno, ova domena naj¢eSCe dolazi u kombinaciji s drugim proteinskim
domenama (Perez-Torrado i sur. 2006). Cesto dolazi u obliku heterogenih oligomera,
u interakciji sa do dvadesetak drugih razliCitih domena. Tako postoje kombinacije s
domenom Kelch (BBK proteini), domenom NPH3 (NPH3-BTB proteini),
prijenosnicima iona (T1 proteini) i ,zinc finger* (BTB-ZF ili POZ) proteinima.
Rasprostranjenost im je vrlo raznolika. Vrsta Arabidopsis thaliana ukupno ima 80-tak
proteina s domenom BTB, od toga, primjerice, ima puno razliCitih BTB-NPH3 proteina
(prisutni su samo u toj vrsti), ali zato uop¢e nema BBK i BTB-ZF proteine. U vrste
Caenorhabditis elegans takoder nema BBK ni BTB-ZF proteina, ali ima iznimno

mnogo razlicitih MAB (Perez-Torrado i sur. 2006).

1.2 Strukturalne znacajke gena i proteina MAB

1.2.1 Opis strukture proteina MAB

Obitelj proteina MAB karakterizira sliCan sadrzaj i raspored proteinskih domena
MATH i BTB. Sastoje se od domene MATH na N-kraju te BTB domene na C-kraju
(Huang i sur. 2004). Domena MATH sluzi kao dio koji prepoznaje supstrat u
kompleksu ubikvitinske ligaze ovisne o kulinu 3. Spajanje domena MATH i BTB je
evolucijski gledano vrlo povoljan proces jer je kombinacija tih dviju domena jedna od
Cestih kombinacija razliCitih domena medu proteinima (Gingerich i sur. 2007). Proteini
MAB se razlikuju od ostalih BTB proteina u tome Sto njihove domene BTB imaju
dodatnih 70-100 aminokiselina koje se naj¢eSce strukturiraju u formu a heliksa, te su
za razliku od BBK i BTB-ZF proteina vrlo konzervirani. Zbog toga je moguce

filogeneticko klasteriranje cijelovitin proteina sa Cime se moze vjerno pokazati
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razgraniCenje izmedu vrste Caenorhabditis elegans, koja ima velik broj razliCitih

proteina MAB te ostalih vrsta (Stogios i sur. 2005).

Proteini MAB su dakle jako zastuplieni u vrsti C. elegans gdje Cak 46 od
ukupnih 178 proteina BTB pripada ovoj obitelji. Nadalje, pretpostavlja se da proteini
MAB stvaraju homodimere preko domene BTB, jer postoje brojni bioloski i
biokemijski dokazi koji govore o vaznosti dimerizacije proteina MAB za njegovu
bioloSku funkciju, primjerice za funkcionalnost vaznog regulatornog proteina MEL-26
(,Maternal Effect Lethal-26%) iz vrste C. elegans, koji je jedini poznati funkcionalno

opisani protein MAB (Stogios i sur. 2005).

Nadalje kao jako vazan MAB protein u miSu Mus musculus treba spomenuti
365 aminokiselina dug protein TDPOZ1 slican evolucijski konzerviranom proteinu
Spop (Nagai i sur. 1997), koji ima homologe u vrstama kao Sto su H. sapisens, C.
elegans i D. melanogaster. Filogenetska srodnost medu proteinima MAB spomenutih
vrsta moze se primijetiti na slici 1. U genomu miSa postoji bar 8 homologa TDPOZ
gena, koji se sastoje od domena TRAF i POZ. Prepisuju se u ranim embrionalnim
stadijima, na razini dvostanicnog embrija, kad je najaktivniji genom zigote (Huang i
sur. 2004). Za razliku od misjih, neki Stakorski RTDPOZ geni se prepisuju i u
odraslim organima i tkivima (Choo i sur. 2007).

U genomu biljke Arabidopsis thaliana postoji 6 razliCitih proteina MAB, tzv.
proteini BPM. Prema aminokiselinskom slijedu, humanim proteinima Spop sliCe
otprilike 30% (Nagai i sur. 1997). Svih 6 pripadnika obitelji BPM su vrlo konzervirani,
duZzine oko 415 aminokiselina i mase oko 45 kDa (Weber i sur. 2005).

Za razliku od uroCnjaka A. thaliana koji kodira za samo 6 proteina MAB, genom
rize Oryza sativa spp japonica cv Nipponbare kodira Cak 69 razliCitih neposrednih
proteina MAB, 5 dodatnih proteina srodnih domeni MATH i joS 41 pseudogen
(Gingerich i sur. 2007).

Na filogenetskom stablu postoje tri ogranka koji razvrstavaju gene MAB iz
razliCitin vrsta prema njihovoj slicnosti. Jedan ogranak zahvaca sve Zivotinjske gene
MAB, drugi gene MAB iz jednosupnica kao Sto su riza i kukuruz, a treCi gene MAB iz
ostalih biljnih vrsta (Gingerich i sur. 2007) (slika 1).
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Slika 1. Filogenetsko stablo srodnosti gena MAB nekih biljnih i Zivotinjskih vrsta (Arabidopsis
thaliana; At5g19000, Physcomitrella patens; XM_001772196, Picea sitchensis; EF677100, Vitis
vinifera; XM_002277112, Zea mays; PC0O096759, Oryza sativa; 0s08g0406600, Mus musculus;
BAB6842, Rattus norvegicus; RGD1559714, Homo sapiens; CAA04199, Caenorhabditis elegans;
P34568, Drosophila melanogaster; AAF5507, Triticum aestivum; FJ515275). Nukleotidni slijedovei
navedenih gena sravnati su u programu ClustalW, a filogenetsko stablo napravljeno je pomocu
programa Treeview.
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1.2.2 Uloga proteina MAB u ubikvitinaciji proteina

Ubikvitinska E3 ligaza ovisna o kulinu igra vrlo vaznu ulogu u regulaciji
razliCitih procesa razvoja i odgovora na ucinke okolisa u eukariotskim organizmima.
Kulin povezuje protein RBX1 (koji sudjeluje u vezanju ubikvitina na supstrat) i protein
s domenom BTB (koji prepoznaje supstrat) i na taj nacin stvara novu obitelj E3 ligaza
(Weber i sur. 2005). Protein MAB vrste C. elegans, toCnije MEL-26, je zaseban
protein u kompleksu ubikvitinske ligaze E3 pri Cemu domena BTB intereagira s
kulinom a domena MATH sa supstratom. Funkcija proteina MEL-26 je narocito bitna
kod rane embriogeneze jer regulira mikrotubularni citoskelet tako da razgraduje
kataninu-slicne proteine MEI-1 i MEI-2 (Luke-Glaser i sur. 2005; Clark-Maguire i
Manis 1994). Proteini MEI su bitni za stvaranje bipolarnog vretena u nedostatku
centrosoma tijekom mejoze te nakon mejoze zaostaju u jajnoj stanici. Uklanjaju se
ubikvitinacijom i posljedichom razgradnjom proteina prije nastupa prve mitotske diobe
(Kurz i sur. 2002). Funkcija razgradnje suvisnih proteina najvjerojatnije vrijedi i za
biljne proteine MAB. U genomu uroCnjaka postoji najmanje 80 proteina koji sadrze
domenu BTB, pri cemu je domena BTB kodirana genom Atl1g21780 najsliCnija
domeni BTB iz gena MEL-26 vrste C. elegans sa 35% sekventne identiCnhosti. Zbog
nazocnosti velikog broja BTB proteina sa razliCitom strukturom i nacinom ekspresije,
smatra se da je uroCnjak saCuvao i konzervirao AtCUL3-RBX1-BTB ubikvitinsku
ligazu E3 da bi mogao razgraditi razliCite proteinske supstrate (Weber i sur. 2005).
Filogenetickim istraZzivanjima 6 BTB proteina uroCnjaka utvrdeno je da postoje tri
glavne grane proteina MAB (Gingerich i sur. 2005). Geni MAB iz pSenice Triticum
aestivum i kukuruza Zea mays se prepisuju samo za vrileme ranih stupnjeva
oogeneze i embriogeneze u odredenim stanicama embrionske vre€e, Sto ukazuje na
njihovu vaznost za razvoj gametofita, oplodnju i poCetak embriogeneze. lako se joS
ne zna toCna uloga TaMAB2 gena u uspostavljanju staniCne polarnosti i asimetriCne
diobe, pokazalo se da se protein TaMAB2 u stanicama rasporeduje polarno pa je
moguce da je ukljuCen u uspostavljanje asimetrije prilikom premjeStanja mikrotubula,
koje prethodi prvoj diobi zigote. Proteini MAB intereagiraju s proteinom kulin 3 pa se
stoga moZze pretpostaviti da MAB proteini ostvaruju svoju funkciju putem
mehanizama ubikvitinske razgradnje joS nepoznatih ciljnih proteina (Leljak-Levanic i
sur. neobjavljeni rad; Sumanovac diplomski rad 2009).
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Posljedice nefunkcionalnosti proteina MAB takoder ukazuju na njihovu veliku
vaznost za vrijeme rane embriogeneze. Naime u embrionalnim stanicama nematoda
C. elegans dolazi do akumulacije MEI-1 nakon razgradnje proteina MEL-26 i kulina 3
interferencijom RNA, €¢ime se onemogucuje sastavljanje mitotiCkog vretena zigote i
sama citokineza jednostani¢nog embrija (Kurz i sur. 2002). Ipak, u biljnom tkivu nece
do¢i do nakupljanja proteina nalik kataninu, a time ni do zastoja u embrionalnom

razvoju (Dieterle i sur. 2005).

lako do danas nije poznata prava funkcija miSjeg proteina TDPOZ bitno je
napomenuti da domena POZ iz proteina PLZF i BCL6 intereagira direktno s
ubikvitinskim faktorom Sp1l (Lee i sur. 2005), koji doprinosi sazrijevanju jajne stanice i
razvoju ranih embrija miSeva (Wang i Latham 2000) Sto opet ukazuje na slicnosti s

proteinima MAB iz drugih vrsta.

1.2.3 Specijalizacija proteina MAB kod jednosupnica odnosno dvosupnica

Usporedbom aminokiselinskih slijedova rize i uroCnjaka otkrila se velika
slicnost izmedu regija za prepoznavanje supstrata. U vremenu od odvajanja razvojnih
linija uroCnjaka i rize pojavile su se brojne duplikacije i delecije gena, Sto govori o
mogucénosti stvaranja i razvijanja specijalizacija unutar individualnih obitelji gena
BTB. Na taj nacin je doSlo do Sirenja proteinskih obitelji gena BTB i do njihovog
mijenjanja. Mijenjanje gena s domenama MATH i BTB je pocelo u vrijeme kad su se
raziSle jednosupnice od dvosupnica. Cini se da su ti geni evoluirali kako bi se
adaptirali na nove supstrate (novi patogeni proteini) koje je trebalo ubikvitinirati.
Superobitelj gena BTB riZze broji Cak 86% gena viSe nego urocnjak (Gingerich i sur.
2005), Sto moze biti posljedica ili poveéanja broja gena u rizinom genomu ili/i gubitka
gena u urocCnjaku nakon odvajanja dvosupnica i jednosupnica. Proteini BTB iz rize i
uroCnjaka dobiveni su iz zajedniCkog pretka, a to se moze vidjeti i na slici 1. U
njihovoj evoluciji je doslo do tri ekspanzije, a jedna od njih je i dramatiCna ekspanzija i
separacija obitelji gena MAB u riZi, iz Cega je proizaslio da A. thaliana kodira za samo
6, a O. sativa za Cak 69 razliCitih proteina MAB. Ekspanzija genske superobitelji rize
je skoro u potpunosti rezultat dramaticnog vrsno-specificnog umnazanja gena MAB.
Duplikacija gena MAB odvijala se 50 puta brze od normalne duplikacije gena kod

eukariota (Lynch i Conery 2000). Physcomitrella, Selaginella, Medicago, topola i bor
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sa svojim genima MAB pripadaju istom kladu zajedno sa 6 gena BPM iz genoma
uroCnjaka i 4 gena MAB iz genoma rize. Geni MAB rize zdruzuju se s genima MAB
siraka i jednim genom psSenice Sto ukazuje na Cinjenicu da su oni zasigurno nastali
kao adaptacija i specijalizacija jednosupnica. Najvjerojatnije su se progenitori
ekspanzije MAB grupe gena iz jednosupnica prvotno pojavili retropozicijom i onda se

prosirili tandemskom duplikacijom (Gingerich i sur. 2007).

1.3 Zigotna i somatska embriogeneza

Embriogeneza se u prirodi normalno dogada kao rezultat spolnog
razmnozavanja i stvaranja zigotnog embrija. Embrio se zajedno s ostalim stanicama
maticne biljke razvija u sjemenku odnosno slijedecCu generaciju, koja nakon Klijanja
izrasta u novu biljku. Embriogeneza se moze podijeliti u dvije faze: prva pocinje
nastankom zigote i =zavrSava kotiledonarnim stadijem, a druga ukljuCuje
postembrionalni rast stanica i prikupljanje hranjivih tvari za klijanje sjemenja i rast
mlade biljke. Embriogeneza uklju€uje staniCni rast i diobe, stani¢nu diferencijaciju i
programiranu stanicnu smrt (Dodeman i sur. 1997). Za nastajanje normalnog embrija
vrlo je bitna regulacija polarnosti. Postoje dva razliCita mehanizma koja odrzavaju
asimetricnost dioba embrionalnih stanica kod biljaka. Prvi mehanizam je zasnovan na
¢injenici da se C¢imbenici koji odreduju sudbinu stanica kceri nejednako naslijeduju jer
su u majcinskoj stanici bili nejednako raspodijeljeni. U tom slu¢aju na sudbinu stanica
kceri utjeCu unutradniji faktori. Npr. kod diobe zigote klju¢ asimetriCnosti lezi u samoj
jajnoj stanici prije oplodnje. Kod drugog mehanizma stanice kceri su identiCne i imaju
jednak potencijal za razvoj, ali se zbog interakcija s okolinom diferenciraju, pa na
sudbinu stanica djeluju i vanjski faktori. Regulacija se dakle moze posti¢i faktorima iz
unutrasnjosti stanice ali i faktorima koji dolaze iz okoline. Takvih faktora ima mnogo,
ali postoje oni koji se pojavljuju ¢eS¢ée nego drugi. Geni WOX (od eng. WUSCHEL
related homeobox) su unutrasnji faktori koji su ukljuceni u asimetriChu podjelu zigote i
oshivacke stanice bocnog korijena te stvaranje progenitora maticnih stanica korijena.
Drugi vazan unutrasnji faktor je MAPKK (od eng. Mitogen-Activated Protein Kinase
Kinase) kinaza i njen signalni put (Heidstra 2007). Auksin je kljucni regulator
polarnosti biljnih stanica koji djeluje iznutra, ali i izvana. Mehanizam kojim auksin

postize tu polarnost se zasniva na uspostavljanju gradijenta auksina. Auksini se
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prenose preko nejednako rasprostranjenih transportnih proteina PIN i AUX. Polarna
lokalizacija PIN proteina je kontrolirana samim razvojem, ali i vanjskim utjecajima.
Buduci da auksin utjeCe na polariziranu rasprostranjenost transportnih proteina PIN
moze se reCi da auksin djeluje kao autoregulacijski signal kod uspostavljanja
polarnog transporta i usmjerenog toka (Gao i sur. 2008). Nadalje vezanje auksina na
receptor TIR1 (od eng. Transport Inhibitor Response 1) dovodi ih u vezu sa
ubikvitinskom SCF ligazom, jer je TIR1 podjedinica ligaze. Vezanjem auksina za SCF
ligazu potiCe se razgradnja transkripcijskih represora Aux/IAA. Proteini Aux/IAA se
vezu na ARF (od eng. Auxin Response Factor) i inhibiraju transkripciju specificnih
gena za odgovor na auksin. Kako se povecCava koncentracija auksina unutar stanice
dolazi do jaCeg vezanja auksina na TIR1 uzrokujuCi vezanje proteina Aux/IAA na

TIR1 i time do njihove zajedniCke razgradnje putem proteasoma (Heidstra 2007).

Zigotni embrio nastaje putem dvostruke oplodnje unutar Zenskog gametofita
c¢ime nastaju dvije strukture: embrio i endosperm, koji zajedno Cine sjemenku. No
sjemenke se mogu takoder dobiti i nespolnim putem, apomiksijom, a biljne stanice se
mogu inducirati na stvaranje embrija u kulturi tkiva pa se takvi embriji nazivaju
somatskim embrijima (Dodeman i sur. 1997). Upravo zbog toga Sto se somatski
embiriji razvijaju iz somatskih stanica biljke, doé¢i ¢e do naruSavanja polarnosti embrija
zbog nepostojanosti polarnog zZzenskog gametofita u kojemu se zigotni embriji
normalno razvijaju. U tom kontekstu Zenski gametofit djeluje kao vanjski faktor.
Nakon oplodnje, zigota se asimetricno podijeli Cime nastaje mala apikalna stanica
koja postaje embrio i velika bazalna stanica ili suspenzor koja pomaze embriju u
prikupljanju hranjivih tvari iz endosperma. Na taj naCin nastaje osnovna apikalno-
bazalna os ustrojstva biljnog organizma. AsimetriChe staniCne diobe su jednako
vazne za razvoj somatskih embrija kao i zigotnih embrija, ali nemogucnost stvaranja

suspenzora bit ¢e letalna samo za zigotne embrije (Dodeman i sur. 1997).
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1.4 Cilj istrazivanja

Obzirom na dosada opisanu funkciju proteina MAB u razliCitim organizmima
koja se ostvaruje ve¢ na pocCetku diobe zigote, najvjerojatnije tijekom uspostave
polarnosti ili kasnije tijekom embrionalnog razvitka, cilj ovog istrazivanja bio je
identificirati gene MAB u genomu bundeve C. pepo. Ovi rezultati nadalje omoguciti ¢e

utvrdivanje funkcije gena MAB tijekom somatske embriogeneze.
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2111

2.1.1.2

2.1.1.3

2.1.  Materijali

2.1.1. Kemikalije

Pocetnice

uniMATHfw: AAGTATCGBGGVAGCATGTGG
uniBTBrev: TGGTTCTTGCAGCDCGHTC
uniBPM6rev: AANCGYTTGTADCCCCAC
uniBPM652rev: GAWCGWGCAGCAARWACCAAYTT
uniBPM770rev: TCYYWRTARATRAARTGKAGCA
GAPDHfw: TAGCAAGGACTGGAGAGGTG
GAPDHrev: TCATAGGATGCTGCCTTCTC
Enzimi
EcoRI (Fermentas)
Hindlll (Fermentas)
BamHI (Fermentas)
Xbal (Fermentas)
Tag polimeraza (Fermentas)
HotStart GoTaq polimeraza (Promega)
Pfu polimeraza (Stratagene)
Reverzna transkriptaza RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transciptase
(Fermentas)
Puferi
Prilikom elektroforeze u gelu agaroze upotrijebila sam:
TAE pufer (pH 8: 40 mM Tris, 20 mM natrij acetat, 2 mM EDTA)

Pufer za nanoSenje uzoraka na agarozni gel 6 x Loading dye (Fermentas)
DNA marker GeneRuler 100 pb DNA Ladder Plus (Fermentas) s fragmentima
molekularne mase 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1031, 1200,
1500, 2000 i 3000 pb
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DNA marker GeneRuler DNA Ladder Mix (Fermentas) s fragmentima
molekularne mase 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000 i 10000 pb

Uz enzime sam po preporuci proizvodaca upotrijebila pripadajuce pufere:

Pufer za EcoRI enzim (Fermentas)
Pufer za Hindlll restrikcijski enzim (Fermentas)

Pufer R uz BamHI (Fermentas)
Pufer Tango (2 x) za enzim Xbal (Fermentas)
Pufer (+(NH,4).S0O,) za Tag polimerazu (Fermentas)

Pufer za Pfu polimerazu (Stratagene)

Za hibridizacijsku analizu po Southernu koristila sam:

21.1.4

Predhibridizacijski pufer (5 x SSC, 0,1 g/l SDS, 5 g/l dekstran sulfat, 20 x
razrijedeni liquid block)

20 x SSC pufer (pH 9,5: 175 g/l NaCl, 88 g/l natrij citrat, 10 M NaOH)
Detekcijski pufer A (pH 9,5 10 mM Tris, 300 mM NacCl, steriliziran

autoklaviranjem)
Komercijalni kompleti
Za izolaciju biline DNA koristila sam DNEasy Plant Mini Kit (Qiagen).

Za izolaciju plazmidne DNA koristila sam Wizard Plus SV Miniprep Kit

(Promega).

Za obiljezavanje probe i detekciju DNA u hibridizaciji po Southernu koristila
sam Amersham Gene Images AlkPhos Labelling and Detection System (GE
Healthcare) kit.

Za izolaciju mRNA koristila sam Dynabeads mRNA Direct Micro Kit (Dynal).
Za kloniranje PCR fragmenata koristila sam pCR II-Blunt Topo kit (Invitrogen).

Za izolaciju DNA fragmenata iz agaroznog gela koristila sam QIAquick Gel

Extraction Kit (Qiagen).
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2.1.1.5 Ostale kemikalije
Agaroza (Sigma), etidijev-bromid (Sigma), bakto-tripton (Difco), dNTP (10mM)
(Invitrogen), glicerol (Kemika), HCI (Kemika), Na-EDTA (Merck), NaCl (Kemika), suhi
ekstrakt kvasca (Sigma), tris(hidroksimetil)-aminometan (Kemika), RnaseZap
(Ambion), dietil-pirokarbonat; DEPC (Fluka), Trizol (Invitrogen), kanamicin (Sigma),
izopropanol (Merck), etanol (Kemika), NaOH (Kemika), CDP Star (GE Healthcare),
efke FR-16 razvijaC (Fotokemika), efke FF-2 fiksir (Fotokemika), Tween 20 (Sigma),
BSA (Sigma), SDS (Sigma), tekuci dusik (Masser), LiCl (Sigma), kloroform (Kemika),
izoamil (Kemika)

2.1.2. Stanice

- Biljne stanice
U istrazivanjima sam koristila biljno tkivo bundeve Cucurbita pepo, i to tkivo
lista klijanaca i embriogeni kalus uzgajan in vitro (Leljak-Levanic¢ i sur. 2003). Tri
tiedna nakon isklijavanja sjemenki, mlade listove sam odrezala i zaledila u teku¢em
duSiku te pohranila na -80 °C. Tako zaledeno tkivo koristila sam za izolaciju
nukleinskih kiselina. Kao kontrolu, koristila sam tkivo lista uroCnjaka Arabidopsis

thaliana.

- Bakterije
Za umnazanje plazmida sa ugradenim insertom Koristila sam stanice E. coli

soja TOP10F (Invitrogen) kompetentne za transformaciju elektroporacijom.

2.1.3. Plazmidni vektori

Za stvaranje DNA proba za hibridizacijsku anlizu po Southernu koristila sam plazmid

pPCR AtMB7. To je komercijalni pCR2.1 TOPO (Invitrogen) plazmid u koji je ugraden
gen BPM1 (At5g19000) biljke Arabidopsis thaliana.

Za kloniranje fragmenata dobivenih u PCR reakcijama, a u svrhu sekvenciranja,

koristila sam vektor pCR II-Blunt Topo (Invitrogen).
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2.1.4. Hranjive podloge

Za umnazanje transformiranih bakterija E. coli sam upotrijebila

LB hranjivu podlogu (Lurija-Bertani) sastava 10 g/l NaCl, 5 g/l suhi ekstrakt
kvasca i 10 g/l baktotripton

Za selekciju transformiranih bakterija sam upotrijebila:

LB hranjivu podlogu s dodatkom kanamicina (50 mg/l) te

krutu podlogu LB s dodatkom kanamicina ( 20 g/l agar; 50 mg/lI kanamicin)
SOC medij (20 g/l bakto-tripton, 5 g/l bakto-kvasSCev ekstrakt, 0,5 g/l NaCl,
18,6 g/l KClI, 0,05 g/l MgCl,, 0,02 g/l glukoze)

2.1.5. Programski paketi

Usporedbu nukleotidnih slijedova razliCitih gena MAB i analizu sekvenciranih

produkata napravila sam koristeci sljedeCe programe:

Blast http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Bioedit http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
Clustalw http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
SIAS http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html
T-Coffee http://www.ebi.ac.uk/Tools/t-coffee/index.html
Phylodraw http://pearl.cs.pusan.ac.kr/phylodraw/
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2.2. Metode

2.2.1.  lzolacija genomske DNA

U ohladeni tarionik sam stavila 100 mg tkiva lista billke C. pepo odnosno A.
thaliana i dobro izgnjecCila tkivo u tekuéem dusSiku. Nakon Sto sam dobila jednoli¢nu
brasnastu smjesu zapocCela sam ekstrakciju DNA iz tkiva kitom DNEasy Plant Mini
(Qiagen) prema uputama proizvodaca. Postupak se temelji na lizi stanica, inaktivaciji
proteina i razgradnji RNA. DNA se veZe na membranu na kojoj se etanolom
proCiScava te se zatim eluira steriinom vodom. Nakon izolacije, DNA sam provijerila

elektroforezom u 0,7% agaroznom gelu (poglavlje 2.2.6).

2.2.2. Izolacija plazmidne DNA

Plazmidne vektore sam izolirala koriStenjem seta za izolaciju plazmidne DNA
(Wizard Plus SV Miniprep Kit, Promega) prema uputama proizvodaca. lzolat
plazmidne DNA provjerila sam elektroforezom (poglavlje 2.2.6) u 1% agaroznom

gelu.

2.2.3. Izolacija RNA

Svo posude i pribor koji sam koristila u izolaciji RNA sam oslobodila od RNaza
ispiru¢i ga u 0,5 M NaOH i 1% DEPC vodi i zatim ga sterilizirala u autoklavu.
Aparaturu sam prebrisala teku¢inom RnaseZap (Ambion). Uzela sam uzorak tkiva
biljke C. pepo iz zamrzivaCa sa -80 °C i stavila ga u Eppendorf tubicu zajedno s
metalnom kuglicom te dodala tekuci duSik. Zatim sam tubicu stavila u vibracijski
usitnjivac€ tkiva na 1,5 min na frekvenciju od 25 Hz. Dodala sam 1500 pL Trizola i
dobro izmijeSala koriste€i vibracijsku mjeSalicu. Potom sam dodala 200 uL kloroform-
izoamila i protresla smjesu pa stavila u centrifugu na 20 min na 4500 g pri 4 °C.

Pazljivo sam odpipetirala supernatant u novu tubicu i precipitirala ga s 500 pL
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mjeSavine 1V izopropanola i 1/10 V otopine NaOH centrifugiraju¢i smjesu 20 min na
13000 g. Precipitat sam isprala 70%-tnim etanolom te nakon centrifugiranja odbacila
supernatant, a precipitat ostavila da se osusi. Precipitat sam otopila u vodi a onda
istalozila RNA sa 5 M otopinom LiCl kroz 30 min pri temperaturi od -20 °C. RNA sam
precipitirala centrifugiranjem na 13000 g pri temperaturi od 4 °C kroz 25 min.
Istalozenu RNA sam isprala sa 75%-tnim etanolom. Nakon centrifugiranja na 9000 g

kroz 5 min pri 4 °C, talog sam osusila i otopila u vodi.

MRNA sam izolirala kitom Dynabeads mRNA direct Micro (Dynal) prema
uputama proizvodaca. Klju¢ tog komercijalnog kita je u tome Sto koristi polistirenske
kuglice na €iju su povrSinu kovalentno vezani oligo(dT)zs lanci. Tijekom prociSéavanja
molekula mRNA, poliA rep mRNA molekula se sparuje s oligo(dT),s lancima koji
ujedno sluze i kao pocCetnice u reverznoj transkpriciji pri sintezi cDNA molekula.
UspjesSnost ekstrakcie mRNA molekula provjerena je gel-elektroforezom u 1%

agaroznom gelu.

2.2.4. Reverzna transkripcija na kalupu mRNA bundeve

Izoliranu MRNA prepisala sam pomocu reverzne transriptaze u cDNA. 0,2 ug
MRNA iz bundeve odnosno urocnjaka pomijeSala sam sa 1 ul pocetnice oligo(dT)is
te smjesu nadopunila vodom do volumena od 12 pl. Smjesu sam inkubirala 5 min na
70 °C. Za to vrijeme sam napravila smjesu od 4 pl reakcijskog pufera (5 x), 2 pul 5
mM otopine dNTP-ova (deoksiribonukleotid-3-fosfat), 1 pl ribonukleaznog inhibitora
koncentracije 10 U/uL te 1 ul vode. Dobivene smjese sam pomijeSala te ih drzala 5
min na temperaturi od 37 °C, a onda dodala enzim reverznu transkriptazu RevertAid
H Minus M-MuLV. Smjesu sam zatim ostavila 1 h na 42 °C te 10 min na 70 °C. Time
je dobivena cDNA — DNA komplementarna sveukupnim mRNA molekulama iz

stanice koja je koriStena kao kalup u nekim reakcijama PCR.

Da bih provjerila uspjeSnost izolacije RNA, reverzne transkripcije, kao i CistoCu
dobivene cDNA, napravila sam kontrolnu reakciju PCR. Gen GAPDH kodira za
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu i konstitutivno je eksprimiran u gotovo svim
stanicama u velikim kolicinama te ga je stoga lako umnoziti reakcijama PCR.

Pocetnice GAPDH su konstruirane tako da obuhvacaju intron, te ¢e stoga u slucaju

26



prisutnosti genomske DNA u uzorku cDNA kalupa do¢i do pojave dviju vrpci DNA na
agaroznom gelu; jedna vrpca sadrzavat ¢e kraci fragment nastao na osnovu kalupa
cDNA, a druga vrpca Ce sadrzavati duzi fragment jer je nastao na osnovu genomske
DNA koja sadrzi intron. PCR reakcijska smjesa ukupnog volumena 50 ul je
sadrzavala 2 pl svake pocCetnice GAPDHfw i GAPDHrev koncentracije 10 pM,
1 pul 5 mM dNTP, 3 ul 25 mM MgCl,, 5 pl pufera (10 x), 1 ul Tag polimeraze
koncentracije 1 U/ul, te 2 ul cDNA. Nakon 3 min pocCetne denaturacije na 95 °C, gen
GAPDH sam umnozila pomoc¢u 30 PCR ciklusa, pri Cemu se denaturacija odvijala 45
sec na 95 °C, prijanjanje 45 sec na 57 °C, a produljivanje lanaca 1 min na 72 °C.
Zavrsno produljivanje lanaca trajalo je 3 min pri temperaturi od 72 °C. Rezultat

reakcije PCR provjerila sam elektroforezom na agaroznom gelu (poglavlje 2.2.6).

2.2.5. Razgradnja DNA restrikcijskim enzimima

2.25.1 Razgradnja genomske DNA

Biljnu genomsku DNA sam razgradila restrikcijskim enzimima EcoRI, Hindlll i
BamHI koji prepoznaju i cijepaju slijede¢a mjesta:

S-GPAATTC-3
EcoRl 3-C TTAAG-5

S-APAGCTT-3
Hindlll  3-TTCGAMA-%Y

5-G"GATCC-Z
BamHlI 3-CCTAG"G-Y

Za razgradnju sam koristila 1 pg genomske DNA. Reakcijske smjese inkubirala sam
preko noci na 37 °C, zatim sam enzim inaktivirala na 65 °C, 5 min te uzorke nanijela
na gel da bih provjerila uspjesSnost razgradnje DNA (poglavlje 2.2.6). Uzorke sam

pohranila na 4 °C.
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2.25.2 Razgradnja plazmidne DNA

Plazmidne vektore podvrgla sam razgradnji pomoc¢u enzima EcoRI i/ili Xbal
kroz 2 sata na 37 °C. Cijepanjem plazmidnog vektora pCR AtMB7 nastali su odsjecci
DNA koje sam upotrijebila kao probe (poglavlje 2.2.7.2) za detekciju gena MAB u
biljci C. pepo putem hibridizacije po Southernu.

Plazmide rekonstruirane nakon TOPO reakcije razgradila sam enzimom EcoRI

kroz 2 sata na 37 °C.

2.2.6.  Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Molekule DNA (dobivene razgradnjom restrikcijskim enzimima, lan¢anom
reakcijom polimerazom i kloniranjem) analizirala sam standardnom metodom
elektroforeze u 1%-tnom agaroznom gelu u TAE puferu za elektroforezu DNA.
Elektroforeze za provjeru i analizu DNA provodila sam pri 100 V u trajanju od 20 min.
Preparativne elektroforeze (za izolaciju i proCiS¢avanje molekula DNA) provodila sam
pri 50 V, 60 min. OdsjeCke razgradene genomske DNA razdvajala sam u 0,7%
agaroznom gelu. Gelove sam nakon elektroforeze bojala u otopini etidijeva bromida
koncentracije 0,1 mg/mL kroz 10 min i analizirala koristeéi instrument Image master.
Kao standarde koristila sam smjesu molekula DNA veli¢ine 100 pb do 3000 pb DNA
markera GeneRuler 100 pb DNA Ladder Plus ili DNA marker GeneRuler DNA Ladder
Mix s fragmentima molekularne mase od 100 pb do 10 000 pb.
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2.2.7.  Detekcija gena MAB u genomu bundeve hibridizacijom po

Southernu

2.2.7.1 Prijenos DNA s gela na membranu

Genomska DNA je razgradena restrikcijskim enzimima i razdvojena u 0,7%
agaroznom gelu kroz 4 sata pod naponom od 120 V. Nakon elektroforeze gel sam
ispirala 250 mM otopinom HCI kroz 10 min. HCI uzrokuje depurinaciju molekula DNA
nakon koje dolazi do prekidanja DNA lanaca. To olakSava prijenos velikih fragmenata
iz gela na membranu. Da bih zaustavila djelovanje otopine HCI, gel sam isprala
vodom kroz 2 minute uz mijeSanje, te inkubirala u otopini 1,5 M NaCl i 0,5 M NaOH
kroz 30 min da bi denaturirala DNA. Gel sam zatim isprala vodom i izlozila otopini 1,5

M NacCl i 0,5 M Trisa da bi se neutralizirao.

DNA je s gela na najlonsku membranu (Nylon Membrane, positively charged,
Roche) prenesena vakuumom jacine 5 mm Hg kroz 1 h koriste¢i 10 x SSC pufer.
Membranu sam prethodno namocila u 2 x SSC puferu, postavila je na stalak za

prijenos i na nju gel. Sve sam prekrila 10 x SSC puferom.

Nakon prijenosa, membranu sam ozracila UV svjetlom u transiluminatoru kroz

3 minute te osusila na zraku.

2.2.7.2 Konstrukcija proba za hibridizaciju po Southernu

Koristila sam se plazmidom pCR At MB7 koji je u osnovi komercijalni pCR2.1-
TOPO plazmid u kojeg je ugraden gen BPM1 iz bilke A. thaliana. Da bi gen
pocijepala na domene MATH i BTB, plazmid sam razgradila restrikcijskim enzimima
EcoRI i Xbal. Na taj naCin sam od 1224 pb dugog gena BPML1 dobila dvije probe:
probu MATH dugu 338 pb i probu BTB dugu 781 pb. Proba MATH sadrzi domenu
MATH gena BPM1, a proba BTB sadrzi prijelazni dio izmedu domena MATH i BTB,
te domenu BTB gena BPML1 i joS 7 pb iz plazmidnog vektora pCR2.1-TOPO. Nacin
konstrukcije hibridizacijskih proba prikazan je na slici 2.
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BPM1 (1224 pb)

Slika 2. Konstrukcija komplementarnih proba za hibridizaciju po Southernu cijepanjem plazmida
PCR At MB7 restrikcijskim enzimima EcoRlI i Xbal.

2.2.7.3 Obiljezavanje proba

OdsjeCke DNA (338 pb i 781 pb) dobivene nakon razgradnje vektora pCR At
MB7 obiljezila sam fluoresceinom prema protokolu za Amersham Gene Images
AlkPhos Labelling and Detection System (GE Healthcare) kit. U reakciji obiljezavanja
koristila sam 100 ng DNA.
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2.2.7.4 Hibridizacija

U tuljac za hibridizaciju dodala sam 23 mL zagrijanog (55 °C)
predhibridizacijskog pufera. Konacna koncentracija pufera s obzirom na povrSinu
membrane bila je 0,25 mL/cm?. PaZljivo sam pincetom unijela membranu i ostavila
najmanje 30 min u hibridizacijskoj peénici zagrijanoj na 55 °C. Potom sam u
predhibridizacijski pufer dodala obiljezenu, denaturiranu probu (5 min na 95° C).

Membranu sam hibridizirala na 55 °C preko noci.

Po zavrSetku hibridizacije hibridizacijski pufer (predhibridizacijski pufer +
proba) sam sacCuvala te ga po potrebi viSestruko koristila (nakon denaturacije na 95
°C, 5 min).

Nakon hibridizacije slijedilo je ispiranje membrane uz lagano mijeSanje na 55
°C po 15 min, najprije u 1 x SSC i 0,1% SDS puferu te u 0,5 x SSC i 0,1% SDS

puferu.

2.2.7.5 Detekcija

Prije detekcije membranu sam inkubirala 1 h u puferu A uz dodatak reagensa
za blokiranje Liquid Block (9:1), koji spreCava nespecificno vezanje antitijela. Zatim
sam na membranu dodala svjezi pufer A uz dodatak 0,5% BSA i antitijela za
fluorescein (1:5000). Antitijelo je zapravo konjugat alkalne fosfataze i anti-fluorescein
antitijela. Nakon vezanja antitijela, membranu sam isprala 3 puta po 10 min u puferu
A s dodatkom 0,3% Tween 20. Vezano antitijelo detektirano je pomoc¢u CDP Star-a.
Alkalna fosfataza razlaze CDP Star tako da nastaje fluorescentni produkt koji sam
detektirala izlaganjem membrane na film Hyperfilm-MP (Amersham) kroz 3 h. Na
razvijenom filmu detektirane su linije koje odgovaraju domenama MATH u slucaju

koriStenja MATH probe, te domenama BTB u slucaju koriStenja BTB probe.
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2.2.8. Reakcije PCR na kalupu genomske DNA bundeve C. pepo

Gene MAB bundeve umnazala sam na kalupu genomske DNA pomocu

degeneriranih pocCetnica uniMATHfw
uniBPM770rev, prema tablici 1.

Tablica 1. Reakcijska smjesa za umnaZanje gena MAB lan¢anom reakcijom polimerazom.

i uniBPM652rev odnosno uniMATHfw

Reagensi — radna otopina

Volumen (uL)

Konacna

koncentracija

Pocetnica uniMATHfw 4,0 0,8 uM
Pocetnica 4,0 0,8 uM
uniBPM652rev/uniBPM770rev
dNTP 1,0 0,2 mM
10 x pufer 5,0 1x

Kalup DNA 5,0 100 ng
Pfu* polimeraza 1,0 1,25 U

dH,0 30,0 -

Ukupni volumen: 50,0 -

*Pfu polimerazu sam dodavala posljednju i odmah nakon dodavanja stavljala reakcijsku smjesu u uredaj

za PCR na pocetnu denaturaciju.

Za umnazanje gena MAB Kkoristila sam i par pocCetnica uniMATHfw i

uniBPM6rev te polimeraze Pfu polimeraze (Stratagene) ili Taq (Fermentas). U

sluCaju koriStenja Taq polimeraze reakcijskoj smjesi dodavala sam 3 ul 25 Mm

otopine MgCl,. Uvijeti reakcija prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Uvjeti lanc¢anih reakcija polimerazom na kalupu genomske DNA bundeve C. pepo.

Uvjeti reakcije PCR Temperatura (°C) Vrijeme

Pocetna denaturacija 95 2 min
5 ciklus: Denaturacija 95 20s
Sparivanje pocetnica 45 1 min
Produljivanje lanca 72 1 min

DNA
30 ciklusa: Denaturacija 95 20s
Sparivanje pocetnica 52 45 s
Produljivanje lanca 72 1 min

DNA
ZavrSno produljivanje lanca 72 7 min

Nakon zavrsetka reakcije, reakcijska smjesa je bila ohladena na 4 °C.

Po zavrSetku PCR reakcija napravila sam elektroforezu za provjeru
uspjesSnosti reakcija, a zatim i preparativnu elektroforezu za prociS¢avanje umnozenih
fragmenata DNA iz gela. Nakon elektroforeze izrezala sam dijelove gela sa Zeljenim
fragmentima, a zatim ih ekstrahirala iz agaroznog gela koristeCi QlAquick Gel

Extraction (Qiagen) kit, a prema uputama proizvodaca.

2.2.9. Reakcije PCR na kalupu cDNA bundeve C. pepo

Koriste€i pocCetnice uniMATHfw i uniBTBrev uz pomoc¢ polimeraze Taq
lanCanom reakcijom polimerazom umnazala sam gene MAB na kalupu cDNA
bundeve C. pepo. Volumeni i konacne koncentracije svih kemikalija koriStenih u

reakciji prikazani su u tablici 3.
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Tablica 3. Reakcijska smjesa za umnaZanje gena MAB lan¢anom reakcijom polimerazom.

Reagensi — radna Volumen (uL) KonacCna
otopina koncentracija
PocCetnica 2,0 0,4 uM
uniMATHfw
PocCetnica 2,0 0,4 uM
uniBTBrev
dNTP 1,0 0,2 mM
Pufer (+NH4-MgCly) 5,0 1x
MgCl; 3,0 1,5 mM
polimeraza Taq 1,0 1,25 U
Kalup cDNA 3,0 200 ng
dH»0 33,0 -
Ukupni volumen: 50,0 -

Reakciju PCR za umnaZanje gena MAB bundeve napravila sam i pomocu pocetnica
uniMATHfw i uniBPM6rev koristeCi polimerazu HotStart GoTaq (dodana nakon 5 min
denaturacije) prema tablici 3. Uvjeti reakcija PCR za umnazanje gena MAB bundeve

prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Uvjeti reakcija PCR za umnaZanje gena MAB bundeve.

Uvjeti reakcije PCR Temperatura (°C) Vrijeme
Pocetna denaturacija 94 5 min
Denaturacija 94 30 sec
Sparivanje pocetnica 51 45 sec
Produljivanje lanaca 72 1 min
Zavrsno produljivanje 72 5 min
lanaca

Nakon zavrsetka reakcije, reakcijska smjesa je bila ohladena na 4 °C.
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2.2.10. Ugradnja PCR produkta u vektorski plazmid

Produkti reakcija PCR na kalupu genomske DNA, ugradeni su u vektorski
plazmid pCR II-Blunt Topo. Ovaj komercijalno pripremljeni plazmid je linearan te je
na krajevima vezan enzim topoizomeraza. Tijekom Topo reakcije topoizomeraza
obuhvaca krajeve PCR produkata i na taj ih naCin ugraduje u plazmid. Sastav

reakcijske smjese je prikazan u tablici 5.

Tablica 5. Reakcijska smjesa za ugradnju produkata PCR reakcije u plazmid pCR II-Blunt Topo

Reagensi Topo smjesa | Topo smjesa ll Topo smjesa lll

PCR produkt 4 pL PCR produkta | 4 L PCR produkta Il 2 pL PCR produkta IlI

+

2 pL PCR produkta IV

Otopina soli 1puL 1puL 1puL
pCR IlI-Blunt Topo | 1puL 1uL 1puL
plazmid

Topo smjese sam lagano promijeSala i inkubirala 5 min na sobnoj temperaturi.
Plazmide iz Topo smjese nastale mijeSanjem produkata PCR reakcija i plazmida
pPCR II-Blunt Topo nazvala sam pCR CpMAB plazmidima s tim da je plazmid s PCR
produktom | nazvan plazmidom pCR CpMAB23, plazmid s PCR produktom i
plazmidom pCR CpMAB10, a plazmid s PCR produktima Il i IV plazmidom pCR
CpMABOS.

2.2.11. Transformacija bakterija

Topo smjesom sam transformirala elektrokompetentne bakterije E. coli soj
TOP10F'. Stanicama sam pri 4 °C dodavala 1 puL Topo smjese. Kivete (BioRad, Sirina
2 mm) sa stanicama sam stavila u elektroporator pod naponom od 1800 V; impuls je
trajao 3,2 do 3,4 ms. Neposredno nakon impulsa na elektroporirane bakterije sam
dodala 250 pL SOC medija. Eppendorfer tubice sa elektroporiranim bakterijama
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stavila sam u treskajuci inkubator (250 rpm) na 37 °C kroz 1 h tijekom kojeg su se

transformirane stanice revitalizirale.

2.2.12. UmnaZanje plazmidnih vektora pCR CpMAB u bakterijama

Elektrokompetentne stanice E. coli koje sadrze pazmidne vektore pCR
CpMAB sam u laminaru inokulirala na krute LB podloge s kanamicinom. Bakterije su
rasle u inkubatoru preko noci na 37 °C. Plazmid pCR II-Blunt Topo sadrZi gen za
otpornost na kanamicin te samoubilacki gen ccdB. Ovaj gen se aktivira ukoliko dode
do samozatvaranja plazmida i time pokre¢e apoptozu. Ukoliko dode do ugradnje
PCR produkta, gen ccdB je inaktivan te se na podlogama s kanamicinom selektiraju
bakterija s insertom. Kolonije koje su narasle na krutoj podlozi inokulirala sam u
tekucu podlogu LB s kanamicinom, i inkubirala preko noci na 37 °C. Sutradan sam
izolirala plazmidnu DNA koriste¢i Wizard Plus SV Miniprep (Promega) kit, a prema
uputama proizvodaCa. lzolaciju plazmida dokazala sam elektroforezom na
agaroznom gelu. Plazmidne vektore pCR CpMABO5 i pCR CpMAB10 razgradila sam
pomocu enzima EcoRI, a pCR CpMAB23 enzimom BamHI (poglavlje 2.2.5.1) kako

bih dokazala ugradnju Zeljenog PCR fragmenta.

Nakon restrikcijske analize odabrani plazmidni vektori sekvencirani su u
Macrogen-u, Koreja. Nukleotidne slijedove fragmenata analizirala sam programom

Blast koji pronalazi slicnosti izmedu bioloskih sekvenci.
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3 REZULTATI
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3.1 Detekcija gena MAB u genomu bundeve hibridizacijom po

Southernu

Za detekciju gena MAB u genomu bundeve, kao komplementarne probe u
hibridizaciji po Southernu, upotrijebila sam domene MATH i BTB gena BPML1.
Genomsku DNA biljke C. pepo razgradenu restrikcijskim enzimom EcoRI hibridizirala
sam s probom MATH (338 pb). U genomu bundeve detektirane su tri vrpce veli€ine
6 000 pb (vrpca 1), 4 500 pb (vrpca 2) i 3 500 pb (vrpca 3) koje sadrze domene
MATH (slika 3B, jaZica 2).

Slika 3. A) Genomska DNA bundeve C. pepo (jaZica 2) razgradena enzimom EcoRI nakon
elektroforeze u 0,7 % agaroznom gelu. B) Hibridizacija po Southernu s probom MATH. M: DNA
marker GeneRuler DNA Ladder Mix molekularne mase 100 pb do 10 000 pb.

Nakon razgradnje genomske DNA bundeve C. pepo s enzimom BamHI, te
koristecCi hibridizacijsku probu MATH (338 pb), u hibridizaciji po Southernu dobivene
su 4 vrpce (slika 4B, jazica 2) veli¢ina redom: 9 000 pb (vrpca 1), 7 900 pb (vrpca 2),
6 200 pb (vrpca 3), 4 800 pb (vrpca 4).
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Slika 4. A) Genomska DNA bundeve C. pepo (jaZica 2) razgradena restrikcijskim enzimom BamH]I
nakon elektroforeze u 0,7% agaroznom gelu. B) Hibridizacija po Southernu s probom MATH. M:
DNA marker GeneRuler DNA Ladder Mix molekularne mase 100 pb do 10 000 pb. P: pozitivha
kontrola.

Genomska DNA bundeve C. pepo razgradena je restrikcijskim enzimom
BamHI | i hibridizirana probom BTB (781 pb). U genomu bundeve detektirano je 6
vrpci (slika 5B, jazica 3). Fragmenti DNA u vrpcama su veli€ina redom: 9 000 pb
(vrpca 1), 8 500 pb (vrpca 2), 7 900 pb (vrpca 3), 7 000 pb (vrpca 4), 6 200 pb (vrpca
5), 4 800 pb (vrpca 6).

Slika 5. A) Genomska DNA bundeve C. pepo (jaZica 2) razgradena enzimom BamHI nakon
elektroforeze u 0,7% agaroznom gelu. B) Hibridizacija po Southernu s probom BTB. M: DNA
marker GeneRuler DNA Ladder Mix molekularne mase 100 pb do 10 000 pb. P: pozitivna kontrola.
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Genomska DNA biljke C. pepo razgradenu restrikcijskim enzimom EcoRI
hibridizirala sam probom BTB (781 pb) (slika 6B, jazica 1). Time su detektirane 2
vrpce veliCina: 5 200 pb (vrpca 1), 4 800 pb (vrpca 2).

Genomska DNA billke C. pepo razgradenu restrikcijskim enzimom Hindlll
hibridizirala sam probom BTB (781 pb) (slika 6B, jazica 4) Cime je detektirano 5 vrpci
veli¢ina: 10 000 pb (vrpca 3), 9 500 pb (vrpca 4), 8 300 pb (vrpca 5), 7 700 pb (vrpca
6) i 3 800 pb (vrpca 7).

Slika 6. A) Rezultat elektroforeze genomske DNA bundeve C. pepo razgradene enzimom EcoRI
(jazica 1) i Hindlll (jaZica 4). B) Hibridizacija s probom BTB. M: DNA marker GeneRuler DNA Ladder
Mix molekularne mase 100 pb do 10 000 pb. P: pozitivna kontrola.

Naime, poznato je da upotrebljeni restrikcijski enzimi ne cijepaju gene MAB
izmedu domena MATH i BTB pa se isto oCekuje i u genima MAB bundeve. Iz
dobivenih rezultata proizlazi da enzim BamHI najvjerojatnije ne cijepa unutar gena
MAB bundeve, dok enzim EcoRI cijepa. Ukoliko je doslo do hibridizacije MATH i BTB
proba na DNA odsjecCak iste veliCine u genomskoj DNA bundeve smatrala sam da je
identificiran jedan gen MAB bundeve. Rezultati razgradnje genomske DNA bundeve

enzimom BamHI ukazuju na postojanje najmanje 4 gena MAB u genomu bundeve.
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3.2 UmnaZanje gena MAB u genomu bundeve C. pepo

RazliCiti geni MAB urocCnjaka, kao i geni drugih vrsta znacCajno variraju u nukleotidnoj
sekvenci. Kako bi PCR-om umnozila gene MAB u genomu bundeve morala sam

dizajnirati degenerirane pocetnice.

3.2.1 Dizajniranje degeneriranih pocetnica

Programom T-Coffee sam usporedila sekvence gena MAB iz genoma biljaka
Vitis vinifera (XM_002277049, XM_002277112, XM_002282500, XM_002279512),
Picea sitchensis (EF677100) i Physcomitrella patens (XM_001782953,
XM_001772196) (slika 7). Programom SIAS ustanovila sam da su sljedovi DNA
navedenih gena 41,11% identiCni odnosno 63,93% slicni. Analiza je pokazala da
domene MATH i BTB navedenih gena ipak sadrze neke konzervirane dijelove.
Takoder, usporedila sam sekvence svih 6 gena MAB iz uroCnjaka A. thaliana (slika
8). Najkonzerviranije dijelove gena MAB iskoristila sam za dizajniranje pocCetnica
kojima sam namjeravala umnoziti gene MAB u genomu bundeve. Na temelju
homologije izmedu navedenih vrsta, dizajnirala sam 3 degenerirane pocetnice,
uniMATHfw, uniBPM652rev i uniBPM770rev (slika 7 i 8).

S obzirom na genomsku sekvencu gena BPML1 koji ima 4 egzona, pocetnice
su konstruirane tako da par pocetnica uniMATHfw i uniBPM652rev obuhvacaju prvi
intron i vecinu drugog egzona, a par pocetnica uniMATHfw i uniBPM770rev
obuhvaca prvi i drugi intron te cijeli drugi egzon.
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Slika 7. Rezultati sravnavanja programom ClustalW gena BPM1 iz urocnjaka (At5g19000) i
razlicitih gena MAB iz vinove loze (Vitis chr 5: XM_002279512; Vitis chr 6: XM_002277112; Vitis chr

8: XM_002277049; Vitis chr 13: XM_002282500), fiskomitrele (Physcomitrella205: XM_001782953;

Physcomitrella349: XM_001772196) i jele (Picea: EF677100). Najslicniji dijelovi DNA sljedova
odgovaraju degeneriranim pocetnicama: uniMATHfw (oznaceno crvenom bojom), uniBTB652rev

(oznaceno zelenom bojom), uniBTB770rev (0znaceno ljubi¢astom bojom).
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Slika 8. Rezultati sravnavanja gena MAB biljke A. thaliana (BPM5: At5g21010; BPMé6: At3g43700;
BPM4: At3g03740; BPM3: At2g39760; BPM1: At5g19000; BPM2: At3g06190) programom ClustalW.
Najsli¢niji dijelovi DNA sljedova odgovaraju degeneriranim pocetnicama: uniMATHfw (oznaceno
crvenom bojom), uniBTB652rev (oznaceno zelenom bojom), uniBTB770rev (oznaceno ljubi¢astom
bojom).
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3.2.2  Izolacija genomske DNA bundeve

Genomsku DNA bundeve C. pepo i uroCnjaka A. thaliana izolirala sam

koriste¢i komercijalni set DNEasy Plant Mini kit (Qiagen) prema uputama

proizvodaca (slika 9).

M1234

Slika 9. Rezultati izolacije genomske DNA iz tkiva lista bundeve C. pepo (jazice 1 i 2) i urocnjaka A.
thaliana (jazice 3 i 4). M: DNA marker GeneRuler DNA Ladder Mix molekularne mase 100 pb do
10000 pb.

3.2.3 PCR reakcija na kalupu genomske DNA bundeve

Umnazanjem gena pocetnicama uniMATHfw i uniBPM652rev na kalupu
genomske DNA bundeve C. pepo (slika 10, jazica 1) dobiveni su odsjeCci DNA
velicine 2 300 pb (vrpca 1), 1 000 pb (vrpca 2), 500 pb (vrpca 3) i 200 pb. Upotrebom
pocetnica uniMATHfw i uniBPM770rev na kalupu genomske DNA bundeve C. pepo
(slika 10, jaZica 4) dobiveni su odsjecci DNA velicine 0,2 kb i 0,5 kb (vrpca 4).

44



M, 1 2 3 M, 4 5

Slika 10. Produkti reakcija PCR s pocetnicama uniMATHfw i uniBPM652rev (jazica 1) te produkti
reakcija PCR s pocetnicama uniMATHfw i uniBPM770rev (jaZica 4). M1: DNA marker GeneRuler 100
pb DNA Ladder Plus molekularne mase 100 pb do 3 000 pb. M;: DNA marker GeneRuler DNA Ladder
Mix molekularne mase 100 pb do 10 000 pb.

Vrpce DNA 1-4 su izrezane iz gela, a fragmenti DNA iz vrpci su procCiSceni iz
gela i ugradeni u pCR II-Blunt TOPO plazmid. Vrpce veliine 200 pb izostavljene su
iz daljnje analize jer najvjerojatnije ne obuhvacaju gene MAB bundeve. UmnazZanjem
odsjeCaka gena MAB dizajniranim pocCetnicama oCekivala sam fragmente vece od
300 pb, jer je razmak izmedu pocCetnica (u cDNA) uniMATHfw i uniBPM652rev
najmanje 280 pb, a razmak izmedu uniMATHfw i uniBPM770rev 396 pb.

3.2.4 Analiza odsjeCaka DNA dobivenih u reakciji PCR upotrebom

degeneriranih MAB pocetnica i genomske DNA bundeve kao kalupa

Odsjecci DNA umnozeni reakcijom PCR (slika 10) ugradeni su u pCR-II Blunt
TOPO plazmid. Pripremila sam 3 TOPO reakcije te su konstruirana 3 tipa TOPO
plazmida koje sam nazvala: pCR CpMAB23 (sadrzi ugradeni odsjeCak DNA veliCine
2 300 pb, slika 10, vrpca 1), pCR CpMAB10 (sadrzi ugradeni odsjeCak DNA veliCine
1 000 pb, slika 10, vrpca 2), pCR CpMABO5 (sadrzi ugradene odsjeCke DNA veliCina
500 pb, slika 10, vrpce 3 i 4). Nakon izolacije plazmidne DNA iz bakterija E. coli i
razgranje pomocu restrikcijskih enzima utvrdila sam da su u TOPO plazmid ugradeni
zeljeni odsjecci (slika 11). Razgradnjom plazmida pCR CpMAB enzimom EcoRI iz

plazmida izrezuje se ugradeni fragment, pa je stoga vidljiv na agaroznom gelu kao
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posebna vrpca, a razgradnjom plazmida putem enzima BamHI, plazmid se linearizira
pa je veci za duljinu ugradenog fragmenta. Ugradenim odsjeCcima odreden je

primarni slijed nukleotida.

-
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_ =
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Slika 11. A) Rezultati razgradnje plazmida pCR CpMAB10 (jazice 1 i 2) i plazmida pCR CpMABO5
(jaZice 3,4, 5 6 i 7) restrikcijskim enzimom EcoRI. B) Rezultati razgradnje plazmida pCR CpMAB23
(jazice 1 i 2) restrikcijskim enzimom BamHI. M: DNA marker GeneRuler DNA Ladder Mix
molekularne mase 100 pb do 10 000 pb.

Analizom primarnog slijeda nukleotida fragmenata od 1000 pb i 500 pb (slika
10, vrpce 2, 3 i 4), a koristeCi se programom Blast utvrdila sam da su metodom
lanCane reakcije polimerazom umnoZeni dijelovi slicni 25S - 18S rDNA
medugenskim razmaknicama ribosomskih gena bundeve (X55960.1), tzv. IGS geni
(slike 12 i 13). Analizom nukleotidnih slijedova PCR produkta od 2300 pb, a koristeci
se pogramom Blast utvrdila sam da su metodom lan€ane reakcije polimerazom na 5’
— kraju fragmenta umnozeni slijedovi slicni 18S — 5S medugenskim razmaknicama
mitohondrijske rRNA (AY357209.1) bundeve Cucurbita pepo te slijedovi slicni 18S —
5S medugenskim razmaknicama mitohondrijske rRNA (AY258278.1) krastavca

Cucumis sativus na 3’ — kraju fragmenta.

46



CpAl4B)s 1 TEAAMAT ACGCTAGCES TTTAGCTGAS CTATACMATSA CTCAASCTAT
CpgpelGs 3701 AACATOCACT OTGCOGIDET GTCAAATECT TTTGOLOCTG CEACATGAGL CT..TT..GC .. TA.- .G .. CCT.CC. ACT.G.OC.O 6. TTERGC. .

CpMABOS 40 QCATCAGOT POOTACCOAD CPCOOATCCA CTROTAMCIR 003 -CCAG TGTOUTOMAR T TCNOCOTT [AACTATOOTS GNATCATETS ATCTTOTAGT
CrgolGs 3799 LCGT.G.T.GD ... 00 GAT. BLGARVTATS AL GTGG. . TG AMCTGG. . OCTLCLGCG G, 0E80R, |BACC. LT W TG L. Vi G

[}lﬂﬂjs 145 COCATTS GoCCRACCTT GOGCCASCCT TATATTTTGE RGATEHCCTE TTGGCAGARAC ATRCATAGTS G3CISTTOTC ARCTECITTT GGELETOTAA
[pgpgms L M B &

CRMABOS 245 CATGAOCCTT CTTTTGIACT QAATGTTCOR MFSTTCCCTT CTAACTTGOC CTSTCTTTAG GATGOTTGAT GOCTTGACOD COCACGACOT TTTGGITTG
GrpoB68 T93E v.u i, L BATLTE Ll B Mkt DRI A Tt L R R

CRMABLS 3¢5 GOTTOOAATS ATGATTTTEL ACTOCCHCTT GCORTEOCTS TGAATAOTCG ATCOTTOTCC AMMCTCATTT TAGIOTACHS CGUATGLCTG GTEATTICAT
CopepndGs 2074 000 TS0 oo, T R AR T — Bonws rpepmiimen o g B wcismenrpars g e

CoAL4BDS 383 TCOTTOGSTC TATAGGITID APGCTCOGED ATUAARCTET RCRCCLCATC TCCTOCTIAT TCOTOTOTOD CALLOTATTT TGAGTCACCG Ta CGTRCAT

CpepelGs 1173 BFAT  coisi asnmiint ol TSGR TINEEG SN TG A ik

CABIS =43 [TEGTTCTTES TECACCT TORAGCHCER ATTCTOCARA TATCDATCAC ACTGOCHGCD GUTCBAGCAT CCAT CTAMIEIC
Cpepal6s 4233(C......... ATAGNTTACC TCA.....TG S1.6CAT... G.CT.TGTT. OTC..T.TCT .TCA..AC.. CT.GTT.GH. ... .CATGAA ..T.GML...
CMABIS  g2¢ canTTCGOC CTATACTGAS TCOTATRACA ATTCACTOGC CCTOSTTTTA CAMCITOOTD - ACTOGHAAL ACCCTGICOT TACCCBACTT

Copepe IGF 4373 TCC... . OT APCCCTTOAL (C..T.CAT, G.T.G..G.G AR.GGTCT . GTTGC. .G T.CTC.TWGE TG.0.T.C.T TTCS. .. A, 6. I0THT.G

AR 710 AMTOGOCT-T GOAGCACATC QOOCTT T COODAGCTOG CGTALTAGCG AA-GAGOTOC GOMOOGE--T CHOCCTTHOD ANCACTTEOR CAGCCTATAC
Copep IGY 4473 GRRAN, (OC. J0.AL 70T GL.TALGTA, T..T.AA. A B.C.T3.AA, L T..C.TTT T, T.CA T, CC.TT CTT3C.CTC TCALACTCT.

CoMABOS.  aps QTACOOCROT TTAMGETTTA CACCTATAAL AMRANGAGOT OTTATR
CopelGl 4573 T.06.A0.3 (AC.C.G.C. ATT.CHTES A T.0T.7 (CA.COPTOT OT(ASATCC TAOCTGRTRS ATCOTEOCAD TAGTCATATO CTTOTCTCAL

Slika 12. Rezultati sravnavanja nukleotidnog slijeda dobivenog reakcijom PCR na genomskoj DNA
bundeve C. pepo (vrpca 3, slika 10) Kkoristeci poCetnice uniMATHfw (oznaceno crvenom bojom) i
uniBPM652rev (oznaceno zelenom bojom) sa medugenskom razmaknicom (X55960.1) C. pepo.
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Slika 13. Rezultati sravnavanja nukleotidnog slijeda dobivenog reakcijom PCR na genomskoj DNA
bundeve C. pepo (vrpca 2, slika 10) koriste¢i pocetnice uniMATHfw (oznaceno crvenom bojom) i
uniBPM652rev (oznaceno zelenom bojom) sa medugenskom razmaknicom (X55960.1) C. pepo.

3.3

3.3.1

Izolacija RNA i sinteza cDNA

PCR reakcije na kalupu cDNA iz embrionalnog kalusa bundeve

Pri izolaciji ukupne RNA iz bundeve C. pepo, koristila sam se embrionalnim

tkivom biljke. OCekivala sam da ¢e geni MAB u tom tkivu biti jaCe izraZzeni nego u

diferenciranom tkivu listova. Sveukupne molekule RNA iz embriogenog kalusa

bundeve i listova uroCnjaka izolirala sam Trizolom, a uspjesnost izolacije potvrduje

prisutnost vrpci s ribosomalnim genima (slika 14). Geni ribosomalne DNA se u stanici

najceSce prepisuju, pa Ce u izolatu RNA upravo tih gena biti najviSe.
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Slika 14. Rezultat izolacije sveukupne RNA iz embrionalnog tkiva bundeve C. pepo (jaZice 1i 2) i
listova uro¢njaka A. thaliana (jaZice 3 i 4).

Pomocu reverzne transkriptaze, a koristeCi poCetnicu oligo-dT,g Sintetizirana
je komplementarna DNA te su na kalupu cDNA umnoZeni odsje¢ci gena GAPDH
(slika 15). Na kalupu cDNA dolazi do umnazanja odsjeCka veliCine 190 pb, a u
sluaju zagadenosti cDNA s genomskom DNA doSlo bi do umnaZanja veceg
fragmenta. Prisutstvo vrpci odgovarajuce veliCine na slici 15 u jaZzicama 3 i 4 govori 0
uspjesSnosti reverzne transkripcije mMRNA u cDNA bundeve C. pepo, te potvrduje da
cDNA nije zagadena genomskom DNA. Koristenjem Dynabeads mRNA direct Micro
(Dynal) kita izolirala sam mRNA iz embriogenog kalusa bundeve, no u ovom slucaju
je izolat cDNA bio onecis¢en genomskom DNA te je u PCR reakciji umnozZen gen s i

bez introna (slika 16, vrpce 11 2).

Slika 15. Umnazanje gena GAPDH pocetnicama GAPDHfw i GAPDHrev na kalupu cDNA bundeve
dobivene moteodom izolacije Trizolom (jaZice 3, 4). M: DNA marker GeneRuler 100 pb DNA Ladder
Plus molekularne mase 100 pb do 3 000 pb.
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Slika 16. Umnazanje gena GAPDH pocetnicama GAPDHfw i GAPDHrev na kalupu cDNA bundeve
dobivene metodom izolacije komercijalnim kitom Dynabeads mRNA direct Micro (jazica 7). M: DNA
marker GeneRuler 100 pb DNA Ladder Plus molekularne mase 100 pb do 3 000 pb.

Upotebom pocetnica uniMATHfw i uniBTBrev, te uniMATHfw i uniBPM6rev, na

kalupu cDNA bundeve, a koristecCi polimerazu Taq (Fermentas) i polimerazu HotStart

GoTag (Promega) u reakcijama PCR nisu umnozeni nikakvi produkti.
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4 RASPRAVA
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U ovom radu sam ispitala postojanost gena s domenama MATH i BTB u
genomu biljke C. pepo. Vaznost funkcije proteina s domenama MATH i BTB pri diobi
zigote vrste C. elegans nagovjesStao je postojanje gena MAB u bundevi, a slicnost
nukleotidnih slijedova ¢ak i izmedu nekih udaljenijih biljnih vrsta obecéavala je

uspjeSnost pronalazenja gena MAB i unutar vrste C. pepo.

4.1. VazZnost gena s domenama MATH i BTB i njihova posljedi¢na

konzervacija

Cini se da su geni MAB od velike vaznosti u mnogim razli¢itim vrstama. BTB
proteini u billkkama sudjeluju u razliCitim procesima: biosintezi etilena, otpornosti na
bolesti, fototropizmu, morfogenezi lista i percepciji hormona (Gingerich i sur. 2005). U
tkivima urocnjaka eksprimirani su mnogi proteini s domenom BTB, a to znaci da ti
proteini imaju bitnu ulogu u mnogim procesima tijekom rasta i razvoja biljnog
organizma. Njihova vaznost potvrdena je analizom cul3a cul3b dvostrukog mutanta.
Gubitak oba kulina rezultira smrcu u ranim stadijima embrionalnog razvoja (Dieterle i
sur. 2005). Kulin je pak povezan sa jednim od osnovnih pitanja mehanizama
regulacije proteinske razgradnje — kako stanica odreduje koji protein mora biti
razgraden? Nadalje, kulin Cini kompleks s domenom BTB, proteinom RBX1 i tako Cini
E3 ligazu (Gingerich i sur 2005). Na taj naCin nastaje i E3 ligaza iz vrste C. elegans
gdje je MEL-26 samostalan protein koji se preko domene BTB veze na kompleks
ligaze E3 i kao takav sluzi za razgradnju proteina MEI-1, nusprodukta
acentrosomalne diobe (Luke-Glaser i sur. 2005). Rezultati istraZzivanja MAB proteina
TaMAB2 i ZmMAB1 (Leljak-Levani¢, neobjavljeno) sugeriraju da ovi proteini
ostvaruju vazne uloge u jajnoj stanici i zigoti pSenice i kukuruza tijekom razvoja
zenskog gametofita, oplodnje i rane embriogeneze. Dodatno, analiza ekspresije gena
koji sadrze uputu za sintezu proteina MAB miSa pokazuje visoku razinu tijekom rane
embriogeneze, pogotovo u dvostanicnom stadiju embrija (Huang i sur. 2004). Ovi
podaci govore u prilog Cinjenice o fundamentalnoj i konzerviranoj ulozi proteina MAB
tijekom najranijih stadija razvoja i biljaka i zivotinja.

Za razliku od uroCnjaka koji ima samo 6 gena s domenama MATH i BTB, u

genomu rize je identificirano ¢ak 69 gena koji sadrze uputu za sintezu proteina MAB.
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Ocita je ekspanzija i raznolikost MAB proteina kod rize i vjerojatno drugih
jednosupnica koja se dogodila slijedeCi razdvajanje jednosupnica i dvosupnica
(Gingerich i sur. 2007). Filogenetska analiza proteina MAB iz vrsta A. thaliana, H.
sapiens, R. norvegicus, M. musculus ukazala je na to da se svi MAB proteini
urocnjaka grupiraju zajedno i odvojeno od Zzivotinjskih proteina MAB. Nadalje vecina
proteina MAB jednosupnica kao Sto su riza i kukuruz grupiraju se zajedno ali
odvojeno od tri proteina MAB iz pSenice. Ova Cinjenica ide u prilog pretpostavci

Gingericha i suradnika iz 2007, o povecanju broja razli€itih supstrata i funkcija.

4.2. Detekcija gena s domenama MATH i BTB u genomu bundeve C. pepo

Za detekciju gena MAB u genom bundeve odlucila sam iskoristiti sekvencu
gena BPML1 biljke A. thaliana kao komplementarnu probu za hibridizacijsku analizu
po Southernu jer su svi BPM geni iz urocnjaka vrlo sli¢ni jedan drugome, a urocnjak
je dvosupnica bas kao i bundeva. Proba MATH, duga 338 pb, sadrzavala je slijed
nukleotida domene MATH, a proba BTB, duga 781 pb, nukleotidne slijedove
prijelaznog dijela domena MATH i BTB, domenu BTB te 7 pb vektorskog plazmida
pCR2.1 TOPO. Nastale vrpce na filmu dokazuju prisutnost sekvenci u genomu
bundeve C. pepo koje su dovoljno slicne genu BPM1 da se hibridiziraju. Buduci da
sve vrste imaju viSe razliCitih gena s domenama BTB a ne samo gene MAB, u
genomu bundeve C. pepo prepoznati su i ostali geni BTB koji takoder predstavljaju
zanimljive kandidate u prouCavanju stanicne degradacije proteina vezane uz kulin i
ubikvitin. UspjesSnost hibridizacije navedenih proba na razgradenu genomsku DNA
biljke C. pepo predlaze postojanje 4 gena MAB. UspjesSnost hibridizacije potakla je
daljnju potragu za genima MAB u genomu C. pepo.

Mogucnost detekcije gena MAB lan€anom reakcijom polimerazom (PCR)
dovela je do dizajniranja degeneriranih poCetnica. Kako Zivotinjski proteini MAB imaju
malo sliCnosti sa biljnim proteinima MAB, pri konstruiranju degeneriranih pocetnica
uzimala sam u obzir samo nukleotidne slijedove gena MAB iz biljnih vrsta. U
posljednih godinu dana u banci gena su se pojavili nukleotidni slijedovi razli€itih
biljnih vrsta slicni genima BPM urocnjaka. Oni su u bazi predstavljeni kao hipotetski

proteini buduci da su dobiveni iz cDNA biblioteka. Usporedujuci slicnost nukleotidnih
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slijedova tih gena MAB zakljucCila sam da se jednosupnice dosta razlikuju od ostalih
biljnih vrsta, pa sam degenerirane pocetnice odlucila dizajnirati najprije po uzoru na 6
gena BPM biljke A. thaliana. Nukleotidne slijedove gena BPM iz uroCnjaka sam zatim
usporedila i sa slijedovima iz vrsta Picea sitchensis, Vitis vinifera i Physcomitrella
patens. Pokazalo se da je domena MATH u svih navedenih vrsta bolje konzervirana
nego domena BTB pa su stoga i poCetnice BTB (uniBPM652rev i uniBPM770rev)
jaCe degenerirane. Mnogobrojne reakcije PCR nacinjene na osnovu genomske DNA
ekstrahirane iz liS¢a bundeve nisu dale produkte ni nakon adaptacije uvjeta. Jedna
od niza reakcija s uniMATHfw i uniBPM652rev pocetnicama rezultirala je sa 3
fragmenta veliCina 500 pb, 1 000 pb i 2 300 pb. Analizom dobivenih sekvenci
utvrdeno je da su fragmenti od 500 pb i 1 000 pb slicni razliCitim dijelovima IGS
sekvenci tj. 25S — 18S rDNA medugenskih razmaknica ribosomalnih gena bundeve.
Fragmenti od 2 300 pb su na svojim 5 — krajevima slicni dijelovima 18S — 5S
medugenskih razmaknica mitohondrijske rRNA bundeve, a na 3' — krajevima 18S —
5S medugenskim razmaknicama mitohondrijske rRNA krastavca. OCito je odabir
degeneriranih pocetnica rezultirao njihovom slicnoS¢u i komplementarnoséu s
najmnogobrojnijim genima — ribosomalnim genima. Vjerojatnost da se detektiraju

nejednako zastupljeni MAB geni u ovim uvjetima su gotovo nemoguci.

Nastojeci detektirati gene s MATH i BTB domenama u tkivu C. pepo, a kako bi
izbjegla medugenske razmaknice ribosomalnih gena, ucinila sam i PCR reakcije na
komplementarnoj DNA dobivenoj reverznom transkripcijom ukupnih mRNA molekula
iz embriogenog kalusa bundeve. Sadrzaj sveukupnih mRNA molekula reflektira
trenutni uzorak ekspresije u stanici. Za istrazene MAB proteine zna se da su
eksprimirani u vrijeme embrionalnog razvoja, pa sam koriStenjem embriogenog
kalusa nastojala povecati mogucnost detektiranja upravo gena MAB. Ipak brojne
izvedene PCR reakcije i njihove optimizacije nisu dale nikakve rezultate.
Nemogucnost detekcije gena MAB upucuje na vjerojatno preveliku razliitost izmedu
sekvenci poznatih gena MAB i gena MAB bundeve, a detekciju joS dodatno otezava
velika slicnost sekvence medugenskih razmaknica i najkonzerviranijih dijelova gena
MAB. RazliCitost gena MAB bundeve govori i 0 vjerojathom stvaranju i razvijanju
specijalizacija unutar MAB gena. To nadalje upucuje na zakljuCak da su se MATH i
BTB domene MAB proteina billke C. pepo mijenjale da bi se adaptirale na nove

supstrate koje je E3 ligaza bundeve trebala ubikvitinirati.
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3 ZAKLJUCAK
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Hibridizacijska analiza po Southernu pomocu hibridizacijskih proba nastalih
cijepanjem gena BPML1 iz vektorskog plazmida pCR AtMB7 dokazala je prisutstvo
gena MAB s domenama MATH i BTB u genomu biljke C. pepo.

U genomu bundeve C. pepo postoji najmanje 4 razliCita gena MAB.

LanCana reakcija polimerazom na kalupu genomske DNA izolirane iz tkiva
lisCa bilke C. pepo, uz koriStenje pocCetnica uniMATHfw, uniBPM652rev ili
uniBPM770rev nije dala fragmente koji su imali slicnosti s genima MAB, zbog velike

slicnosti s medugenskim razmaknicama ribosomalnih gena bundeve.

LanCana rekacija polimerazom na kalupu komplementarne DNA iz

embriogenog kalusa bundeve C. pepo nije dala nikakve produkte.

Buducdi da je odredeno da u genomu bundeve C. pepo postoji najmanje 4 gena
MAB kojima nije bilo moguce odrediti nukleotidne slijedove lanfanim reakcijama
polimerazom, odredivanje nukleotidnih slijedova gena MAB ostaje otvoreno za daljnja
istrazivanja. Jedna od metoda koja bi se mogla primijeniti je stvaranje cDNA
biblioteka, pri c¢emu bi se sve cDNA molekule dobivene izolacijom iz embrionalnog
tkiva ugradile u vektorske plazmide. Plazmidima bi se transformirale bakterije koje bi
se nasadile na hranjivu podlogu. Nastale bakterijske kolonije koje nose gene MAB
prepoznale bi probe MATH (338 pb) i BTB (781 pb).
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