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8 U R p QAkabidvpsis thaliand..) je bilika dvosupnica iz porodicB UVWDAaALFD WH MH M
QDMpHAULK PRGHOQLK RUJDQL]DPD PROHNXODUQH ELROR.
bilinog rasta i razvojgMeinke i sur., 1998) -HGDQ RG QDMYDAaQLMLK PHKDQ
ELOMQRJ UDVWD WH DGDSWDFLMH QD RNROLaAQL VWUHYV SF
metala i nedostatka nutrijenata fgH]DQ X] UDYQRWHaRGXUNRIQG HKQ S U R WIHVLX
se regulira degradacijom proteina ovisnom ili neovisnom o ubikvitarma i sur., 2016)

'HIJUDGDFLMD SURWHLQD RYLVQD

Proteinska degradaciia WHGDQ RG QDMYDAQLMLK UHJXODWRUQLK
B8NROLNR VH SUR WathjuQliLse RRINHER Be Mkloniti iz stanice kako ne bi
SRWDNQXOL DSRSWR]X LOL SURPMHQX DNWLYQRVWL VWDQL
]JDaWLWQH XORJH SURWHLQVND GHJUDGDFLMD LPD YHOLNX
regulatornih prot@a i formaciji peptidnih fragmenata koji kontroliraju odgovor adaptivne
imunosti Kako bi se razlikovao proteikoji ima nativru konformaciju od krivo smotanog
proteina, NULYR VPRWDQL S Wignalirirh @olekdlama@dzyabim Degronima koje
gauss MHUDYDMX SUHPD SURWHROL]L 'HJURQ VH VDVWRML
degradacije proteina i signalna molekula koju prepozma@easom?26S koji pripada
proteazama ovisnim adenozin trifosfat (engl. Adenosine Triphosphat&TP) (Schrader i
sur., 2009) 1 D M p slgnédlna molekula koja usnmgva protein prema proteasor@6S sastoji
se odnekolikokopija proteina ubikvitingThrower i sur., 2000)Jbikvitin je mali protein kji
VH VDVWRML RG DPLQRNLVHOLQD WH VH YHBN WD WXSD/NMXLI
enzima ( XELNYLWLQ NRQMXJLUDMXUHJ HQ]L$iall¢iierstEal. N Y LW L
2004) Osnovna uloga ovog puta aktivacije je da konjugira ubikvitin preko izopeptidne veze
LIPHyYyNDEURNVLOQH JUXSH XENHN:SkupineQiams idroRiNgRNsQataFH L 0
(Schraderisur., 20093RMHGLQDpPQH PROHNXOH XELNYLWdr@i@a VH DNW
tioestersku vezusa@VHUPLQDOQLP NUDMH RATREA e réddc@deazinX WU RED
E2. Enzim E2 ima ulogu u prebaanju aktiviranog ubikvitinana potein supstratS R P R 0 X
enzima E3 koji prepoznaje supstiiatdirektno prebacuje ubikvitin na supstrdE H] SRPRUL
enzima E3Smalle i Vierstra, 2004A\Veissman, 2001)0vaj ciklus se ponavlja nekoliko puta
VYH GRN SURWHLQ VXSVW U DhW \ilékite idikQithh HroverR SlQ,LPDO QF
2000) QDN R Q preusidjevada proteason26S 8NROLNR VH SURWHLQ PRQRXE]



GMHORYDWL NDR VLJQDO ]D SRSUDYDN '"1$ L WUDQVSRUW Yt
slati proteine premproteasom6S(Johnson, 2002)Proteason26Sje pr RWHROLWLPNL NRP
Y H O 2[bLMDH koji se sastoji od/ U288 iregulatornih jedinica 6 6Ua VH VIHVWWRNML R
heptamerna prstecnaY DQMVNL SUVWHQL . INR@XWDQR WL GUYGIHD I D
AXSOMLQRP NRMD pLQL DNWLYQR PMHVWR GRN VH UHJXOD
svrhada prepoznaju poliubikvitinrah SURWHLQ VXSVWUDW 3ULOLNRP XOD
AXSOMLQX VUAaL SDBRWHWUDRWIH @PRNPQOIHKIID VOLMHGL SURWHI
Lowe isur.,, 1995)3RMHGQRVWDYOMHQ PHKDQL]DP R]QDpDYDQMD S
lancem je prikazan ndici 1.

SUPSTRAT

U
o E1

N

SUPSTRAT

Slika 1. Degradacija proteina ovisna o ubikvitinuBELNYLWLQ VH YHAH ]D H-Q]JLP ( X]
Enzim E1 prebacuje ubikvitin na enzim E2. Enzim E2 u interakciji s enzimom E3 prebacuje ubikvitin
QD SURWHLQVNL VXSVWUDW LOL VH GLUHNWQR YHaH ]D VXSVW
minimalno fetii SXWD QDNRQ pHJD VH SROLXE LsNiv268na pr@ellzy&wR WHLQ aD
Slikaje LITUDYHQD X SURJUth&/Xidehdeicby GHU

6SHFLILPQRVW RYRJ PHKDQL]PD X ELOMNDPDigittHES UHGR G |
koja prepoznaje supstrgiua i Vierstra, 2011)Glavna komponenta E3 ligaza je domena RING
(engl.Really Interesting New GeneNRMD LPD \p&h&hdimp QRIMMdMena HECT
(engl.Homologous to E&AP-C-Terminu$ (Huibregtse i sur., 1995)igaze E3 koje posjeduju
domenu RING se dijjelma SRMHGLQDpPQH GRPHQH NDRonativutRe VX &23
Photomorphogerses 1), SINAT5 (engl.Seven in Absentia in Arabidopsis ThalianaARC1
(engl.Arm RepeatContaining) NRMH VH YH&aX GL WakdlWwga RoikyibninaldeS VW U D W
ligaze koje funkcioniraju u kompleksa ligazom EpoputSCF (englSKPXCULLIN-F-boX),
CUL3-BTB (engl.Cullin 3 Bric a Brac, Tramtrack and Broad Complex/Pox Virus and Zinc

2


https://biorender.com/

Finger), CUL4-DDB1 (engl.Cullin 4 U\-Damaged DNA Binding Protein) 1 APC (engl.

Anaphase Promoting Comp)efMoon i sur, 2004Sharma i sur., 2016Multimerne RING

OLJD]H L]IX]JHY $3& VDYV Wddihakuhnbl (FRIEoy jg [edhimakeadri ezan

za C-terminalnu regiju proteina skele i drugim krajem za adaptorsku molekulu koja prepoznaje
VXSVWUDW L Y AR WH IGQIU N N W euiRvay et RifathUkrajéhZiniekoji

modificiraju supstrat, poput enzima E2hen i sur., 2013)Jedan od takvih proteinkede je

RBX1 (engl.RING Box Proteinl 5%; GMHOXMH NDR SRYH]QLFD LPHVX &
ubikvitinira supstrat. U ovim tipovima ligazaupstrat je direktno pozicioniran naagdorski
SURWHLQ NRML PRUD VI[PGARMNER\BTEPGRIR Y ® & Hebrdidalnim

krajemza CUL3 dok sekundarne domene ovog proteina poput domene MATH (é@agtin

and TRAF [Tumor necrosis factor recep@ssociated factor]dmaju ulogu u vezanijiciljanog

supstrata kako bi ga pozicionirali za prepoznavanje od strane enzirt@irgferich i sur.,

2005; Chen i sur., 2013)Jedan od takvih adaptora ovisnom o kulinursti A. thalianaje
proteinAtBPM1. U sklopu ovog rada proteinu AtBPM1po prvi puta jazdvojenai domena

SPOP (englSpeckle Type PQZoja je izvornoopisanakao sutdomena domene BTBOZ

Uloga domene SPOP j&6D |[DMHGQR VD GRPHQRBIK:2)%5PBA&HOPXAHQ
UDVSR]QDYDQMD X GDOMQMHP UDGX GRPHQD %7% 32= UH F
domena BTB samo domenu BTB odvojedidomene SPOP.

MATH

BTB

SPOP ‘

CUL3

Slika 2. Ligaza E3 koja posjeduje kompleks CUl8 7% .XOLQ VH YHAH |]D SURWHLQ
pozicionira enzim E2 kako bi mogao ubikvitinirati supstrat. Supstrat je poziciahiraenomMATH
SURWHLQD %30 GRN GRPKUNB %)%%R W 632IBNDHMX LJUDYHQD X SURJ
https://biorender.corjv
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SURWHLQAT70&7 +

Proteinska porodica MATHBTB je velika skupina proteina koja se sastoji cteiNninalne

domene MATH iC-terminalne domene BTBOZ s motivom cinkovih prstiju(Weber i sur.,
2005 Koonin i sur.,, 1992)LDNR SRVWRMH VOXpDMHYL JGMH VX SR]
zamijenjeneli se pojavljuju kaoY L & H&KaplijexXddpata i sur., 2007Pva skupina proteina

MH aLULVRENURRVWUWUDQMHQD PHYX HXNDULR WIypénoomaitax p X M X U |
(Euglenozoa) iCoccidia $OYHRODWD WH PHYyX YLALP HXNDULRWLPD
monokotiledonal(iliopsidae L GLNRWLOHGRQD 7DNRYHU VH MaDYOMDM)
sur.,2007)*HQRP XUR N/(ONsMN L JHQD NRML NRBGB/P@MXar8dJ RWHLQ
6 gena koji kodiraju za proteine porodice MA-BTB/POZ(Gingerich sur, 2007) Ti proteini
nazvanisu AtBPM od (odBTB/POZ-MATH) i numerirani brojevinrD RG MHGDSyi GR aHV
PpODQRYL LPDMX NRQJHUYLUDQH GRPHQH D YHOLPLQH LP V
aminokiselinom.U in vitro uvjetima mogu formirati RPR L KHWHURGLPHUH SRPR
MATH i BTB/POZ D SURWHLQ $W%30 PRAaH XVSRVMIWYIAWL LQWH!
AtCUL3b domenom BTBPOZGRN GRPHQD 0$7+ MHBERHMLX\BW WBDNW LWLQL
ih u proteolizu (Weber i sur., 20052VLP daWR %30 PR aHlegridadjilgroteinaD WL X
ovisnom o ubikvitinu SRWHQFLMDOQR PRAaH Y hijdnjatinjihbij &livipes?V H SUR
L SR OR aD NeoXisho Bjiolvéj Hegradaciji. BPMsEnalazi u citoplazmi gdje ima ulogu
X XVPMHUDYDQMX SUR W HirafeBson&5 8, &i\é ihRalizirdrk u Rl BdjeX

MH YMHURM DWagése kdjse boixijjd @ jezgri / HOMDN /HYDQLiDsimV XU
lokalizacije u citoplazmi i jezgriproteini BPM se mogunalazitisamo u citoplazmi (BPM4) ili
samo u jezgri (BPM2jWeber i Hellmann, 2009)9 H U LgenaBPM je eksprimirana u svim
RUJDQLPD D QDMYLaAD HNVSUHVLMD MDYOMD VH X SXSROWMN
k R P X &N BW@jesija genBPM1-3 MH WDNRYHU XRpHQD (Decner@su6,QLP JUC
2011) U genomu kukuruzéZea maykje dokazangostojanje31 gena koji kodirgu proteine
MATH-BTB/POZ Jedan od njihMAB1, eksprimiran u zigoti ima ulogu u regulacijduljine
GLREHQRJ YUHWHQD X PHMR]JL L X LGHQWLWHWX MH]JUH

-XUDQI{2012) 5LAD N R QiotdibBaMATH-BTB/POZ te posjeduje 41 genomski
lokus za koji se pretpostavlja da pseudogeniMATH-BTB/POZ -XUDQLU L VXU
JLORJHQHWV N Dproté&naNDATHEBTBIPDZ SRND]DOD MH JUDQDQMH NOD
da se ovi proteindijele u 2 grupe, manjkojajH ]DMHGQLpPND ULAL L XURpPQMDN.
skupinuspecifip Q X ] D(Ginhigérh i sur.2005) te ostale vrste iz porodice travaUD QL U L
Dresselhaus, 20J4AWR VH W L p HprateinsaRMTHBWB/MOZKotkriveno je da se
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nalaze u jajnim stanicad L HPEULMLPD NRG YHOLNRJ EURMD RUJDQL
QDMYL&H VX ]DVW XS @ChtHathhbtisldte@arsR B0 yao&l ldidas, 2006)U

vrstiMusmusculusWDNRYyHU VH MDYOMD EDUHP KRPRO®&agP SURWH
X pRY K.H¢ldgans Drosophila melanogasterr RG PLaD VH SURWHLQL 7'32= S
YULMHPH UD]YRMD HPEULMD &@&WR XND]XMH QD YDAQRVW X G

neki prepisuju nakon razvoja organa i tk{t4uang i sur., 2009Huang i sur., 2004)

1.2.1. Domena MATH

Domena MATH je konzervirana domepazicioniranaE O L ddimihalnom kraju proteina
BPM. Sastoji seaotprilike 18 DPLQRNLVHO 8 @0 DNERRWHD @B h8raBdgmD
sur., 2002)Naziv MATH dolazi od homologije s-@rminalnim krajem proteina meprina A i
B odnosno domene TRAE (engl.Tumor Necrosis FacteReceptor Asociated FactorTNF
RAF; 759%) OHSULQL SULSDGDMX HNVWUDFHOXODUQLP PHW
homologiju Gterminalnog kraja sa domenom TRAF dok su proteini TRAFregulatori i
LQWHUDNWLYQL SD tete@oreINE. RrBtdini TRAF Séthjésso@viokog udjela
%%QDERUDQLK SORpD NRMH VH R}IQDPD WHVIR Q\DD BHEFRMRH QD |5
XVOLMHG VO LOBRR O V D2AM P YaAdwhBnaVIATH javlja u metaloproteinazama,
pHVWD MH L NRG SURWHLQD XNOMXpHQLK/XNRLW B SNOIDR P G M
proteinaBPM, domena MATH sudjeluje u prepoznavanju i pozicioniranju supstrata kako bi se
mogao ubikvitinirat enzimom E2 (Pintard i sur., 2003)Uz MATH-BTB/POZ funkciju
ubikvitin ligazaE3 posjeduju i protein TRAF te MATHRAF. Domena MATH nDMpHau X
interakciju uspostavlja sa donenm BTRPOZ DOL VX ]DELOMHAHQH L LQWHUD
ILODPLQRP L GRPHQRP 50X$%$ 2VLP aWR MH RYD GRPHQD
SURWHLQLPD SURWR]RD WH MHGQRVWDQLpPpQLK JOMLYLFD I
jednom prokariotZapata i sur., 2007).

1.2.2. Domena BTB/POZ

'RPHQD %7% 32= MH NRQJHUYLUD QtermB&rom Raju Pret&inalUD QD E
BPM. Po prvi puta je identificirana D. melanogasteN DR PRWLY AEULF D EUDF W
E U R knfglekstranskripcijskihfaktora kaoi kod brojnih proteina gxvirusa koji posjeduju
cinkove prsteSRSXW =, *$*$ L =) JERJ pHJD G PBAW adibcY 32=
finger) (Zollman i sur., 1994)Proteini koji imaju domenu BT®ROZdijele seuYLaH SRURGLFD
D GYLMH QDMY DBJBR/RIZi MATIS-BTBAPGZ Pétodica BTBPOZima ulogu



kao supstratV SHFLILpQL DGDSWRU &8/ NRPSOHNVD ( 3LQWDUG
BTB/POZ je jedna od nekoliko porodica u kojoj domena BTB stupa u interakciju s nekim
GUXJLP PRWLYRP NDRRCGAEReNMXZiGcFugehoBPB/POZBACK-Kelch

(BBK), BTB/POZNPH3,BTB/POZBACK-PHR (BBP) BTB/POZANK (engl. Ankyrin) i Rho-

BTB/POZ (Stogios i sur., 2005)'RPHQD %7% 32= RVLP 3duiRddgRdackeORJIX X
proteina ovisnom o ubikvitinudjeluje i na transkripcilai represiju(Ziegelbauer i sur., 2001)

regulaciju citoskelet§Ziegelbauer i sur., 2001)etramerizaciju te zatvaranje ionskih kanala
(Minor i sur., 2000)Proteini BTB/POZVH RSUHQLWR PRJX NODVLILFLUDWL X
koji sudjeluju u proteifprotein interakcijama i oni kojeguliraju transkripciju vezanjem za
PROHNXOX '1$ 'RPHQD %7% 32= VDPpLQMHQD oddKojilR RWSUL
NRQJHUYLUDQR KLGURIREQLK DPLQRNLVHOLQ&VXs&XQXWUD
u jednoj ili dvije kopije u kebinagji s prethodno navedenidomenama D YHULQRP MH
pozicionirarana N-terminalnoj domeni porodice BTB/PO®snovna struktura sastoji se od 5
~-]DYRMQLFD L]D NRMLKQOHERMHGELD WSIBRGMDQPRAP PRUPLUDWI
heterodimere, ali i homotetmerne interakcije s drugim proteinirf®togios i su, 2005) lako

se javlja u brojnim skupinama proteina, BTB/POZ je izrazito konzervirana domena. U
LVWUDALYDQMX VWU XN VWnétdlbgrefiprm poRa2arto Edda tia-visokosrodnu
sekvencu proteinima BTBF, Skpl, elonginu C i kalijevom kanalu T1 (KY) iako nemaju

istu sekundarnu strukturu niti ulogi$togos i sur., 2005) a® VH WLpH SRURGLFH
BTB/POZ BTB/POZdomena jauglavnom pozicioniranaa Gterminalnom kraju proteina uz
GRGDWDN RG GR D P L QzBRWjhiseHE D luCY$ki ddRevidBPBR/RDIEe.

ne javlja u arhebakterijama ni ukiarijama osim u vrstCandidatus potochlamidyaza koju

VH VPDWUD GD MH LVKRGL&AWH RYH GRPHQH (HomM&urMH QDV\
2004)

1.2.3. Domena SPOP

Protein BPM1 se sastoji od domena MATH koja se sastoji od 135 aminokiselina i BTB/POZ
sa 183 aminokiselina. Na tetfjuiekomplementarnosti §udskim proteinom SPORJomena
BTB/POZ sepo prvi putodvojila na dvije domene, domenu BTB duljine od 118 aminokiselina
L GRPHQX 6323 NRM X ingkispllngMak-DHY DR i QHS Bé&h@he-LUD QR
BTB i SPOP odvojensu eGQLP JOLFLQRP Q PresR PdRaddndhxi sekvenca
OMXGVNRJ SURWHLQD 6323 L $W%aB® 2%/ @IL puQ RU¢ii@INeV HN Y H Q
DPLQRNLVHOLQH RpXYDQH XQXWDU VOLMHGD GRPHQH 6323
naziv Slika 3).
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cov pid 1

1 spl|0437591|5POF_HUMAN 100.0% 100.0% A { NFSF &RE E, RSS‘]‘FSS T.JDR FW e 'Ry M
2 tr|D7LYJS|DTLYJS_ARALL 96.3% 27.0% | E F AEGVGVBETVA FI F
consensus/100% - .p.hplpssphphh. shppgphCt.p. ...

s E ..
consensus/90% 1...08.55Ul3 sstp. .p.hplpssphphh.shppﬁphct.p. wessDBch]f] sﬁ.s - .*'hpwslhh
conaensus/80% 1. ..05.535Ul sstp. .p.hplpssphphh.shppljphct.p. ... DBch]l th=gdy. =@. . .*'hpwslhh
conaensus/70% sstp..p.hplpssphphh. shppigphCt.p......

cov pid
3p| 043791 | SPOFP_HUMAN 100.0% 100.0%
tr|D7LYJS |DTLYJS_ARALL 96.3% 27.0%
cen3aensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
conaensus/70%

[N

cov pid 161 . 2 . . . . 240
sp|043791|5F0F_HUMAN  100.0% 100.0% F oF 3
tr|D7LYJS |DTLYJS_ARALL 96.3% 27.0%

[

&)

consensus/100% .tsph..1.
coniensus/90% usshi. . .tsph. 1.
consensus/80% usshil.
consensus/70% usshf.

cov pid
3p| 043791 | SPOP_HUMAN 100.0% 100.0%
tr|D7LYJS|D7LYJS_ARALL 96.3% 27.0%

(S

consensus/100% pfl.h.t.ht-ppppplp
consensus/90% Pfl.h. t.ht-ppppplp
consensus/80% Pfl. 0. C.ht-ppppplp

conaensus/70% pfl.h.t.ht-ppppplp

cov pid
3p| 043791 | SPOP_HUMAN 100.0% 100.0%
tr|D7L¥JS|DILYJS_ARALL 96.3% 27.0%
consensus/100%
consensus/90%
conaensua/80%
consensus/70%

(SN

H
O;IHC D WLIOE\’ALPEN E‘DYLR‘E SHL LLE LSEHSVIASGHRE
-ips. 8 s.sldﬂlsh. - phpik p- ac.hh. S|i i 1 sla TR
s . 8 s.sldﬂlsh. .phpik p- ac.hh. Sqi i Lsidhhc. T
.Ips D s.sldﬂlsh. . phpik p- ac.hh. S'i i Laldnhc. o S
s. AB3=. s1cljlsh. . phpilhpys@ac . hh. gy Lsl@hhc. 1

.1 47

cov pid
3p| 043791 | SPOFP_HUMAN 100.0% 100.0%
tr|D7LYJS |DTLYJS_ARALL 96.3% 27.0%
cen3aensus/100%
consensus/90%
consensus/80%
conaensus/70%

[N

Slika 3. Poravnanje sekvence AtBPM1 sa sekvencom ljudskog proteina SBAX SQD VOLpPpQRV
sekvenca je 27 D NRQJHUYLUDQH DPLQRNLVHOLQH VX R]QDpHQH LVW
programuhttps://wwwebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

Ljudski protein SPOP je supst& SHFLILpQL DGDSWRU &8/ NDR L %30 N
M H N'D WH LPD RpXYDQH NRQFHQ]XV QétmvaiiN WIATHEFH NRMF
BTB/POZ te domenu-ER[ L]D pHJD V O Lokatifadijskaxekehch. P@tbin GPOP
YHAH NXOLQ SUHNR GRPHQRPpH D R aawhemvMsdatiene
BTB, 3box, LPD XORJX X SRMDpDYDQMX LQWHUDNFLMH SURWHL
(Zhuang i sur., 2010y literaturnim podacimalomena SPOProteina BPM1VH R]QDpDYD ND|
C-WHUPLQDOQD A%Si%a4 GWPHQHWD RSHUQLWR JOHGD NDR GLR
(https://www.ncbi.nim.nih.goy/ Uloga domene SPOP je da zajedrdomenom BTB stupa u
interakciju s kulinom 3 te daudjeluje u homooligomerizaciji, @NCHQ ] XVQR L SUHPD SRC
odgovara domeni-ER[ SURWHLQD 6323 aWR EL SRWHQFLMDOQR ]QD
LOQWHUDNFLMX SURWHLQD %30 L &8+boxNdoRina\SFOPWR RP
%LRLQIRUPDWLpPND LVWUDALY D Q MDBROHBGIB/PAZKECHKiYL SURW
nemaju domenu-ER[ SRWHQFLMDOQR QLVX DGDSWRUL &8/ NDR &



https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

GRGDWQR SRWYUyYyXMH WimhR dbmeh¥3-oR) oSndRoVdamenu BRBOP s
obzrom da pripada skupini adaptora CU{Zhuang i sur., 2010)

BACK_AEEFH-1ike

| MATH superfamily BTEB_P0Z superfamily

BACK superfamily

Slika 4. Prikaz konzerviranih domena proteina BPM1. Zelenom bojom je prikazana domena MATH,
FUYHQRP GRPHQD %7% D O MBAEK [k&avj®ViRdvort RAuHrzizango ddthenom
SPOP.DomenaBTB-BACK se u svim literaturnim podacima zajedno sa domenom BTB/POZ naziva

samo BTB/POZ. Izvorttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/

,(OQWHUDNFLMVNL SDUWQHUL SUR

BPM1 imanekoliko dokazanihnterakcijskih partneraiz CUL3 koji pripadaju u skupinu
WUDQVNULSFLMVNLK IDNW R UDBhyNrBtiRnRespBnsivX Elénjéat Bindin@ J O
2A) (Morimoto i sur., 2017)HB6 (engl.Homeobox Potein 6 (Lechner i sur., 2011), WRI1
(engl. Wrinkled 3 (Weber i Hellman, 2009), MYB5&tgl. MYB Domain Protein 56 ERFL
(engl. EthylerResponsive Transcriptionator 1) (Chen i sur., 2013 ERH (engl. Ethylene
Responsive Transcription Factd) (Chen i sur., 2013) RAV1 (engl. AP2/ERF and B3
DomainContaining Transcription &ctor) (Chen i sur., 2013)RAV1, ERF1 i ERF4 su
transkripcijski faktori iz skupine AP2/ERF koji su vezani uz odgovor na razinu etilena u stanici.
%30 LQWHUDJLUD VD pODQRY ddrimedBTH 59 kSnitrdlind Rjihndly R M H
razinu tako da interferirargihovim afinitetom prema DNAt&/ H SUHGODAaH PHKDQL]DF
NRQDE@ICAMH QD GHJUDGDFLMX RYLVQX R XBE bbrivama QX :HE
ERF1 sudjeluje i u signalnom putu aktiviranidM DVPRQDWRP QMHJRYD UHJIXO
REUDPEHQL PHKDQL]DP RG SDWRJHQD L ELOMRMHGD 8 Y
SRYHUDYD RWSRUQRVW XUR )b Gdhiid Dine@di Mdotdsphaetelal SRS X
cucumerinatako da njegovim smanjenjem ekspresijjeprisustvu proteina BPM1 pada i
obrambeni mehanizam biljK&orenzo i sur., 2003)

-HGDQ RG VQDAaQLK %30 LQWHUDNWRUD NRML SULSDGD
(Morimoto i sur., 2017). DREB2A ili CBF (endCrepeat Binding Factqrje glavni faktor koji
regulira gensku transkripciju ¥ XaQLP VWUHVQLP XYMHWLPD QHRYLVQLP
kiseline e€ngl. Abscisic AcidABA) te u stresnim uvjetima visokog saliniteta i topl{Sakuma
i sur., 2006) Kako bi DREB2A bio transkripcijski aktivanfegulira se na posttranslacigg


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

razini kako bi se stabilizirao, a unutar njegove strukture se nalaziaitimeg regulatorna
domena (NRD)bogata aminokiselinama prolinom, glutamatom, serinom i treoninom.
8NODQMDQMH RYH GRPHQH SRWLPpH NRQVWLWXWaka®X VWDE
'5(% $ &% NRMD SRWLPpHNSSBHNREPMX QR M Qlokhodtth®@dreEn8 RY HU D
XWMHpH L XVSRURYPQMH HBMDWXOMDVWLK ELOMDND XVOLI
strogo mora kontrolirati (Sakuma i sur., 20BREB2A interagira s proteinom BPM1 u jezgri
SRPRUX GRPHQH 15' N HdvhBreMXTH jrétéind BEM1 (Sakuma i sur., 2006;
Morimoto i sur., 2017).DGD VH MDYOMD WHPSHUDWXUQL LOL VXaQL
pHPX GMHOXMH NDR WUDQVNULSFLMVNL IDNWRU QDNRQ pH.
se ne bi inhibirao rast bilike (Mimoto i sur., 2017).

:5, M Han fir@nskripcijskih faktora AP2/EREBP (endlpetala 2/Ethylen&kesponsive
Element Binding Protejnkoji pozitivho regulira biosintezu ulja u biljkamBalaziv je dobio
prema formacijiv P H & X bili@ mitanataoji nastaju uslijed njegove mutaci{#aeo i sur.,
2009) Triacilgliceridikoje reguira WRI1 se nakupljaju u sjemartokom ranog embrionalnog
stadija u fazimaturacije.Formira dvije varijante nastale alternativnim prekrajanjem, a to su
RCWRIL-A i RCWRI1-% NRMH LPDMX UD]JOLNX X RNY FAUeksésyeD QM D R
MDYOMD VH X FYLMHWRYLPD OLVWRYLPARCSWRILBIMDAUS X L UD
sjemenkamdJi i sur., 2018Maeo i sur., 2009 Osim uloge u sintezi triacilglicerida, subjge
X JOLNROL]L JGMH SRWLpH WUDQVNULSFLMX JHQD YH]DQLK
YH]IDQH X] IRWRVLQWH]KLPHKDXWICAGQ @ X CBOINHURR EDV X U *U
2015). ,VWUDALYDQMD WHPHOMHQD QD LPXQRSUHFLSLWDFLM
interakcijski partner proteina BPM1 u uvjetimaviitroi in planta 1MLKRYD LQWHUDNFL
destabilizaciju supstta, pa je BPM1 negativni regulator proteina WRI1 tako da ga usmjerava
u degradaciju puterproteasom&6S. WRI1 ima mehanizam regulacije degradacije koji ga
sakriva od interakcije s proteinom BPML1 kada je to potrebno. Mehanizam se bazira na vezanju
14-3-3fosfopeptd YH]DMXULK SURWHLQD NRML LQWHUIHULUDMX V S
YH]DMXUH P M VW&R., 2017)

2VLP 4WR %30 YHAH SURWHLQH YH]DedlehaXdokazaddjeQda R G JR
Y H & krariskripcijski faktor MYB56 vezan uz regulaciju cvjetanja. MYB56 je negativni
regulata proteina FT (englFlowering Locus T koji je jedanod glavnih aktivatora cvjetanja
(Chenisur.,, 20152VLP aWR XWMHpH QD FYMHWDQMH NRQWUROLU
je dokazano mutantima koji su formirali manje sjemenke u odnosu na divlji tip, dok
prekomjernaHNVSUHVLMD SRWLpH VWY DUD @ybbbsmahjulekse\bildjH P H Q N [
VWDQLFD YDQMVNRJ RFNRWDDPM Z2MRFHRYBRINYD gsidMDpPpD QR
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(Zhang i sur., 2013)MYB56 pripada obitelji transkripcijskih faktora R2R8YB te interagira
sa svih 6 proteina BPM (Chen i sur., 8301BPM1 usmjerava MYB56 u degradaciju putem
protecasoma 6 awR ]QDpL GD MH %30 SR]JLWLYDQ UHJXODWRU
regulator proteina FT (Chen i sur., 2015)

Osim interakcije s transkripcijskim faktorima koje usmjerava prema proteasomBRB3,
PRaH LPDWL L GUXJH IXQNFLMH RYLVQR R PMHVWX ORNDO
prema degradaciji dok u jezgri potencijalno regulira procese neovisngraddeiji (Leljak-
/IHYDQLUO L VXEB]LURP @D SURWHLQL N DFefegtiveRin WI¥ristor HQJC
Silencing 3 i RDM1 (engl. RNADirected DNAMethylation1) koji sudjeluju u puttDNA
PHWLODFLMH XVPMH Ud¢h@.HRNEBpéEhdaxXt BNA Methylan, RADM)
kolokaliziraju u prostoru jezgréao i sur., 2010Q)a njihova interakcija srpteinom BPML1 je
dokazanaBauerisur.,20145HQ G XOL 0 7TRNLUQ SRVWRML PRJIXUC

u putu RdDMima ulogu neovisnu o interakciji s CUL3.

1.3.1.Transkripcijski faktor HB6

Protein HB6 pripada skupihiranskripcijskih faktora HEZIP (engl.Homeodomain Leucin
Zipper NRML VX XNOMXpPpHQL X UHJXO-D.ABMiXaklbdd M@iIRgbdRiGJR Y R L
biljaka na vodeni, sal i temperaturni stregfLeung i Giraudat, 1998)Neke od biljnih
prilagodba u ovimsituacpPD XNOMXpXMX |IDWYDUDQMH SXpL NDNR EL \
vode, inhibicija rasta i prilagodba ekspresije g&egulacijeABA-e YDAQ D M HrazvilaL MHN R P
sjemenke niskog vodenogpotencijah te maturacije sjemenke% XV N L 3D JRazina
ABA-e je negativnoreguliranafosfatazomPPC2CAkodiranom genimaBI1i ABI2 aWR MH
dokazano muntimaabili abi2 koji imaju smanjenu reakciju na razinu ABA ABI2 i ABI2
vjerojatno djeluju putem negativnog mehanizma povratne sprege u signalnom putu regulacije
ABA-e (Merlot i sur., 2001)Ukoliko je razina ABAH QLVND IRVIDi&d3fpilirdtB & UH
protein kinaze koje dalje fosforiliraju transkripcijske faktore za transkripciju gena ovisnih o
ABA-i. U prisustvu ABAH RQD UH EORNLUDWL DNWLYQRVW IRVIDWD]|
gena ovisnih o ABA (Miyazono i sur., 2009)ranskripcijski regulator HB6 jeiljna molekula
fosfataze$ %, WH VH UDJLQD +% SRYH®DY RXaNRROA|GWURD R9d$V X U
1999) HB6 djeluje negativno na ekspresiju ABAU stanici. Dok ABAstabilizLUD L SRYHUDY I
raznuQMHJRYX HNVSUHVLMX +% GMHOXMH X PHKDQL]PX SRYI
H NDNR VH QH EL HNVSULPLUDOD SUHYHOLND NROLpPpLQD pL
sur., 2011). Interakcija proteina HB6 i BPM1 je dkaQ D X VXVWDYX GYDMX NYDE
(engl. Yeast Two Hybridte kopurifikacijom (Lechner i sur., 201 BPM1 interagira sa
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GRPHQRP OHXFLQVNRJ |IDWYDUDpPD SURWHLQD +% DOL QH
potaknuti intereferencije s homo KHWHURGLPHUL]DFLMDPD 5HJXODFLMD
UHJXOLUDQD SUHNR &8/ YH]DMXiUH XORJH SURWHLQD %30
26S (Lechner i sur., 2011).

'1$ PHWLODFLMD XVPMHUHQD SRF

7UDQVNULSFLMVNR JH QansBripiow Gare SeQeMdAGSH @ mjereno
PROHNXORP 51%$ MH pHVW SURFHV NRML VH MDYOMD X JOML
PX MH X XWLADYDQMX WUDQVSR]RQD RGUADYDQMX JHQVNH
stranih nukleinskih iselina (Castel i Martienssen, 2013Kod biljaka je TGS usmjeren
molekulom RNA u putu'l$ PHWLODFLMH XVPMHRIDRQHSSGP RsiX 513
1994). RdDM je epigenetski putde novometilacije citozina molekule DNA u biljkama.
Mehanizamputa 5G'0 MH XVNR SRYH]DQ X] ELRJHQH]X PDOLK QHN
(engl.Nontcoding RNA QF51% NRMH VH MRa J[RYX L PDOH ¢QIWHUIHUL
Small Interfering RNASIRNA). OnesuuYHULQL HXNDULRWVNLK VXVWDYD IR
RYLVQH 51%$ SROLPHUD]H ,, 3RO ,, QR X ELOMDND VX JHQF
(Zzhang i sur. 2013) OROHNXOH VL51% YHULQRP LPDM2A doRAQ]HUYLU
nukleotida, a stupaju u interakciju s proteinima Argounaut (AGO) kojunfaD WD OLW LPN X X
SRPRUX N RjMHARNALIMpFOSBU RNAX W LADYWIAMOWR S U RW&H Q BD2V L
enzimatsku fukciju, PRAGIMHORYDWL L NDR NDOXS NRML SULYODDpPL H¢
QXNOHLQVNH NLVHOLQH ]D NRMX VH YHAH PROHNXOD VL51$
koji modificiraju DNA (Aufsatz i sur., 2002) .ODVIZPpPORXNOMXpXMH IRUPLUDQMH
molekule RNA (englDoubleStranded RNAdsSRNA) koja se procesira putem proteina Dicera
X PDOH PROHNXOH VL51% NRMH VWXSDMX X LQWHUDNFLMX
proteinom AGO koji uzima samo jedan lanac siRNA te ju vodi prema ciljanom mjestu
degradacije mRNABernstein, i sur., 2001Drugi tip TGS D MH 5G'0 NRML XNOMXpXMI
na genomu.

Put5G'0 VH ED]JLUD QD DNWLYQRVWL WUDQVNULSFLMVNH PI
PROHNXOX '1% faBt&® Reingdeliranja kromatina ovisnog o AUPCLASSY1
(CLSY1) koji YHAaH KR P H pr@déa BTFX (engDNA Transcription Factor lvezanog
domenon SAWADEE za metilirane histone 1DNRQ JHQHUDFLMH MHGQRODQDp
(engl.Single Stranded RNAsSRNA) putem Pol IV, Pol Il transkribira ssSRNA i formira dsRNA
NRMD VH GDOMH FLMHSD SR PRdi-Kikes® R WateLrqolzkulé& SiRNA Q J O
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velipLQH RG Q XN OHRW G Dnedlban@XSORWLRPU X SIWDWIHIPQDa+ (1 HQ
Enhancer L MetiliraQH VL51% VH YH&X |DLOURMWHLIRMER2 UD]GYDMD O
VDPR MHGDQ ODQDF IRUP L USnMH &ur., 2007 TakER ko Wiplaks NEPS O H N V

i SIRNA) puuju prema HGQRODQPDQRM 513IRNORM X7 DHMOHGEQBDDQPDQD
RNRVQLFX ]D NRMX VH NRPSOHPHQWDUQR YHA&H VL51$% 3UR\
MH GRELR QDJLY SR SUYLP VOBRWBPDRDS (¢RVDefécvBiMRRIML JD pL
Directed DNA Methylationi RDM1. DRD1 jefaktor remodeliranja kromatina ovisan o ATP

u, DMS3 je koheinski tip proteina, a RDM1 ima aktivnost vezamalekulessDNA. Ukoliko
kompleks''5 QLMH SULVXWDQ X EOL]JLQL PROHNXOH '"1$ 3RO 9
'l1$ 5'0 WDNRYHU LPD XO Rrot8inX ASO4. X&i® suHs@ poteini pravilno
YH]IDQL 5'0 S UWsbdir® Brpdtiltransizrazom DRM2 (engDomain Rearranged
Methyltransferase )2koja katalizirametilacije &* &+* L &++ 7DNRYHU IDNWRU 63
(engl.SPT5Like/Kow DomairContainingTranscription Factorl VH YHaH ]D WUDQVNUL
SRPRUX 3RO 9 QHRYLVQR R LQWHUDNFLML V SURWHLQRP $*
proteinski kompleks IDN2,'3 YH]DQ |]D 3RO 9 WUDQVN WIHPRIS FOLY DD K
kompleks SWI/SNKZhang i sur, 2012 Zhu i sur., 201B Pojednostavnjeni mehanizgiata

RdDM je prikazan n&lici 5.

DTF1 MS3/ e /\
/
Pol IV Pol V @ scaffold RNA
ssRNA N
RDR2 l I
DCL3 l ]
T HEN1 == 5 othylated

o 24-ntdSRNA = o= ® o4 nt dsRNA

~Xrrrc-

Slka 5. '1$ PHWLODFLMD XVPMHRBMQMIin®RPaRII XeZadd preko proteina
CLSY1 sintetizira ssSRNA koju RNAvisna DNA Polimeraza Il prepisuje u dsRNA. dsRNA se
SURFHVLUD SRPRUX SURWH inQrpleéléle dsRRAN. IOneRse metllrBju na 3' kraju
SRPRiUX SURWHLQD NDR MHGWHR IBOYDQH PROHNXOH ]D SURWHLQ
zamolekulu'1$ WH NRPSOHP Qe R IBHIRUPLUDQX SXWidlBkBERO 9 SRP
siRNA. PolV se pozicionira zenolekulu '1$ SRPRUX NRPSOHNVD "'5 NRML VH VDV
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DMS3, DRDOL i RDM1, a RDM1 dodatno pozicionira AGO4 za molekulu DNA. Novoformirani
kompleks''5 SULYODpL PHWLOLUDMXUL NdeRA&@ktiNrghi'dbtazad Rdlekule LM HQ M |
DNA. Izvor: Zhang i sur. (2013).

Put RdDMima glavnu ulogu u kontroli transpozondyrane od patogena, odgovora na
VWUHYV XQXWDU L L]YDQVWDQLPpQH NRPXQEZéhia¢hLidud,, UHSUF
2013) 1HGDYQD LVWUDALYDQMD VX igdagita] D@deirtalDMS3RWHLQ 9
5'0 S5HQGXOLU@RNLU WH GD GMHOXMH NDR SR#® HQFLMI
5G'0 NDNR EL RGU aDR®& néveniretidRije Wdpa] deluje na prethodno navedene
SURFHVH DOL WRpDQ PHK DpQudtDFmGporedRilY Qidizn@iuM H MR &
5G'0 MH XNOMXpHQR SXQR YL&dH SURWHR@DRNMOL Q.VMKXXJVYH |

1.4.1.RNA polimerazalViV

RNA polimerazeovisne o DNAsu holoenzimi kojiVH VDVWRMH RGN DD ®O IOW WHN
regulatorne regijeBiljke kao i ostali eukarioti posjeduju 3 glavna til I, Pol Il iPol Il no
otkriveno je da biljke posjeduju i dvije neobavezne polimerBpe |V i Pol V (Zhou i Law,
2015)Pol ViV VH UD]JOLNXMX SR VWUXNWXUL L IXQNFLML RG 3R
podjedinica od kojih je oko pola podjedinica konzervirano u sve tri polimedakesu
MHGLQVWYHQH GRPHQH RG 3RO ,9 L 3RO 9 QDVWDOH QH]D®
NRSQHQLK ELOMDND aWR JRYRUL R RUIRPIH i@dju istt RekX |DMHG
SRGMHGLQLFX VUAL 153' ( WH VYDND LPD MR& MHGQX MH(
odnosno NRPE1(Ream i sur., 2009) 7DNRYyHU SRGMHGLQLFH 153" L 1°¢
konzerviranu domenCTD XQXWDU NRMH Rkojd r€ylia Bupkcijd Pdlimeraze kao
aWR WR LPD 3RO ,, XQXWDU V YReihH QrD ROYAHPOIN iG&REBGJUO H 153 %
koja formira AGO R P p Xjom Rteragira s proteinom AGO4 u procesu DNA metilacije. lako
se AGORPpD MDYOMD L X &7' GRPHQ®RP3RO 3R OVHIe@HPLANDX $1*H2
awR MH GRND] QDJOH HYROXFLMH NRMRP MptHablgH 3WwMD & 7" L
2014) aWR VHNDMWMHOQMW LPpNLK MHGLQLFD RG SROLPHUD]QLK
jedinstvene u Pol IViVuodnosunaPo,, D SROD QMLK VH UD]JOLNXMX PHYy
i V pa su ovo vjerojatno krucijalne regije koje definirajogeovih polimerazallloga Pol V
jeGD |IDMHGQR VD VYRMLP WUDQVNULSWLPD VOXAL NDR RNF
RQGD SULYODpPL L Y Hoatd RECRIGKBKY Qi Ide LBdddtaRia) BNA metil g
(Wierzbicki i sur., 2008)Za razliku od Pol V, Pol VM H SRWUHEQD ]D SURGXNFLM?>
90% 24 nukleotidnih molekula miRNA A. thaliana WH VH SUHGODA&H PHKDQL]DI
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SROLPHUD]D VWYDUD GXJDpNH VV51$%$ NRMH VaGsiR&AIA. NDR VX
+LSRWH]H SUHGODA&X GD X] 3RO ,9 X VLQHUJLML GMHOXMX
koje procesiraju i stvaraju molekule siRNA i sur., 2015) S ozbirom da se P®/ i V ne

YHaX ]D S U RRIRIDRIUdhe Xe pozicioniraju na molekulu DNA putem interakcije s
NURPDWLQRP 3RO 9 VH YHAH SRPR&XYNRPMOHNSUSHRSWIH PO B
i SUVH9 (engl.SU(VAR)39 homolog (Law i sur., 2010)GRN VH 3RO ,9prgteideH SUHNTF
SHH1 (engl.Sawaded¢HomeodomaitHomolog koji prepoznajemetilacijuH3K9 na molekuli

DNA (Law i sur., 2011)

1.4.2. Kompleks DDR

Kompleks DDR jeinterakcijskikompleks proteina DMS3, DRD1 i RDM1, a ima ulogu u
odmatanju molekule DNAputu5G'0 L R G U &tiukiDeSddINA kako bi se mogla vezati
Pol V. Potencijalni mehanizam kojikkompleksDDR odmata strukturuejvezan uz svojsév
kompleksaDDR, a to suaktivnost translokaze DNAovisna 0o ATRu PRJIXUQRVW YH]DQWN
ssDNA i kohezinska svojstva vezanja lanca Di#aag et al., 2014)lako je glavna uloga
kompleksa''5 GD YHAaH L SR]JLFLRQLUD 3RO 9 |D PROHNXOX '1%
regulaciji njene aktivnost{Zhong i sur., 2012) y O D gRpléksa''5 VH YHAX ]D GYLM
intragenomske regijdGN5 i MEA-ISR kako bi pomogli u produkciji P09 QHNRGLUDMX Ul
51$ D '5'" L '06 WDNRyHU XVPMHUDYDMX YH]DQMH 3RO9 QD
WH SRWHQFLMDOQR S RaojéL$p ovisqavoHiRetakEjNSMbrvidekdom XODR
(Wierzbickii sur, 2009) SURWHLQ '5' NDR pODQ NRPSFOHWWYaIV'S5 LQWH
te regulira'1$ PHWLODFLMX XVPMHUBRWLPRRRIR WVREUDQMH H:
PRGLILNDFLMD L RGU aD prip&iMskupdriiréntediRtNrt IRdPiativa SYMDSNF
(Kannoisur.,,2008)=DMHGQR V 3RO 9 RGUaADYD HSLJHQHWLpPNR HJ]R
WUDQVNULELUBDRGQGDM®O REM Q XMIRXYY kakD b Degulido skiomultagif
GV51% L WLPH VSULMHpLR SUHNRPMHU fuka RO\ a DY DRWHU DN
pokazano je da je i jedan od glavnih medijatora kod smanjenja metilacije kada se uklanja
LQGXNWRU XWLADYDQMD 2VLP RYLK XORJD ELWDQ MH L X
transpozonskih elemenata, rskripcijske represije odiegHQRBHULFHQWURPHUL|
ponavljanjimakondenzacijom hisna H3 na lizinu 9 dimetilacijonte u poticanju bazalne
UHJLVWHQFLMH QHNUR W UR duchrerikpuiténvhetiacieqil densebiatije J H Q D
(https://www.uniprot.org/uniprot/QISIWX NOMXp XM X UL L UHIMKYHQFH XQXWDL
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https://www.uniprot.org/uniprot/Q9SIW2

'06 MH GUXJL pODQRNRRRBRIDNMNDWIB3INRGLUD ]D SURWHLQ NRI
IRUPH NDR GRPHQD &D U NS$trustur& WathteQaDcedd igrontd£pihgkojem
nedostajedomenaATP aWR LPSOLFLUD GD '06 LPD XORJX NDR DU
SRWHQFLMDOQR PR&H SRYH]DWL QXNOHLQVNH SRPROXQH L
molekule siRNA(Kanno i sur., 2008LorNRYLUO L V)XReguliranMH DN Wde¥id@) R & U
APC/C (engl. AnaphasePromoting Complex/CyclosomeNRML SRWLpH IRUPLUDQM
"5 $3& & MH QHJDWLYQL UHJXODWRU NRML R]JQDpDYD '06
pokazano u mutantimapc/ci pov JGMH MH HNVSUHVLMD SURWHLQD '06
potaknulo destabilizaciju signalgputuRdDM i smanjeno vezanje Pol V za DNA, a talgkaz
da se DMS3 mora nalaziti u idealnoj koncentraciji kako bi potaknuo vezanje R&IG/C je
kompleks kojiseVDVWRML RG YLAH SRGMHGLQLFD NRML SRWLpPpH S
VXSVWUDWH NRMH XELNYLWLQLUD L aDOMH X SURWHROL]X
RELWHOML JGMH LPD XORJX NDR RNRYVQ LE2BojNuRikVBniHAH VSt
VXSVWUDW 6WRJD VH SUHGODaH PHKDQL]DP GHJUDGDFLMt
$3& & NRML JD aDOMH SUHPD SURWHDVRPX 6 D QMHJIRYD
staQL p QR P FlapranxhakX, 200Zhongisur., 2012)3UHOLPLQDUQD LVWUDALY |
L SRWHQFLMDOQL QHJDWLYQL UHJXODWRU SURWHLQ %30 N
ulogu kao okosnica vezanja enzima E2, ali sepps#tivija da on regulira ekspresiju DMS3
neovisno o proteolizi puteproteasoma 6 YHU QHXWUDOL]DFLMRP NRPSOHNYV
reusmjeravanjem na novu genomsku poziciju.

'06 LQWHUDJLUD L V SURWHLQ RIEks® BDR.NDRISLL iQdrdkdii pODQ N
s DMS3 simulira ATPaznu aktivnosproteina DMS3SD MH SUHGORAHQD KLSRWH
proteina kada interagirajuin vivo uvjetima formiraju analog proteina SmcHDXAuthaliana
koji ima domenu ATRaze GHKL (englGyrase, Hsp90, Histidine Kisa, Mutl) (koju ima
‘06 L 60& GRPHQX NRMILS OL PR UNRRMW H LLQV X U

RDM1iliDMS7 MH SRVOMHGQML pODQ NRP SOtHRIDND. PripaddR ML V X
ELOMQR VSHFLILPpQLP SURWHLQLPD NRML RE¥P&HIVABOIDQRYLP
i metiltransferazom DRM2. Ima jednu konzerviranu rediftl) D XRpHQD MH L UHJL
IRUPLUD KLGURIREQL GaHS NRML SRWLpH IRUPDFLMX KRP
funkciju (Sasaki i sur., 2014pastoji se od 168minokiseline, a osim domene DUF1950 nema
nijednu drugu prepoznatljivu konzerviranu regiju2VLP aWR LQWHUDJLUD V 3R
dokazano je da interagira i s Pol V u perileaknom prostoru. Mutacijom mehina M50A
otkriveno je da je RDM1 glavniinteW RU NRML SULYODpL PHWLOWUDQVIHL
pbLPH SRYH]pUMIDp KGE®i¥ur., 2010) 7DNRYyHU NDR SURWHLQ NRML
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vezanja ssSODNA,YMHURMDWQR VH QDOD]JL X SRGUXpMLPD '1$ UH
UHJLMDPD aWR GRGDWQR SRND]XMH QMHJRYD ORNDOL]DFL
]DMHGQLpPpNRPFINNRORNDPOHJR 5'0 L 3RO ,, MDNRRLPXXMH WRpEC
mehanizam djelovanja nepoznat, pretpostavlja se da u interakciji s proteinima DRD1 i DMS3
RWYDUD UHSOLNDFLMVNH UD aerVMRDM) RajeenQ poteihdmAE0OY HA X KR
PHWLOWUDQVIHUD]RP '50 NRMD SRWLpH SURPMHQX PHWLC
Ukoliko se uspostave mutamtiml SRYHUDYD VH DNXPXODFLMD QXNOHRMW
VH PHWLOLUDQRVW '1$ L JXEL V Hoktsuna @akbid)deSjerujel daNs® X W L &
kontrolirani putem RdDM (Gao i sur., 2010).

&LOM UDGD

SUHPD SUHOLPLQDUQLP L REMDYOMHQLP LVWUDALYDQMLP
je da protein BPM1 interagira SURWHLQLPD '06 L 5'putafRdDD (bR ¥WILDP M H
XQXWDUVWDQLpPpQD ORNDOL]DFLMD YH]DQD X] VWDQLpPpQX MH
LOQWHUDNFLMD WH pLQMHQLFH GD VH SURWHLQ %30 RVLP X
hipoteza o funkciji proteina BPM1 u metilaciji DNA matizmom RdDM. Prema njoj
najvjerojatnija funkcija proteina BPM1 u RdDMbila bieliminacija praeina DMS3 i RDM1
proteasomskordegradacijom posredovanom kulinom 3. Obzirom na izostanak kolokalizacije
NXOLQD L SURWHLQD %30 X SRIXU )XQiBENEXZAME heébviskitda oS RV W R
kulinu 3 (Leliak-/HYDQLUO L VXU proteirKBAVIR Mvofdm interakcijom s
transkripcijskim faktorima sudjeluje pri lokalizaciji kompleksa DMBBM1 na genomu i
pozicioniranju metilacijskog kompleksa RdD

Kako bi se navedene hipoteze provjerddj ovog rada bio je utvrditi koja domena proteina
BPM1, MATH, BTB ili SPOP ostvaruje interakciju s proteinima DMS3 i RDM1 paralelno s
provjerom inteakcija pojedinih domena BPM1 ¥ HU GRND]DQLP LQWHWDNFLMYV
transkripcijskim faktorom HB6 (Lechner i sur., 2011).

U tu svrhu bilo je potrebno konstruirati plazmide koji nose gene za rekombinantne proteine
%30 L QMLKRYH GHOHFLMVNH YDULMDQWH RELOMHAHQH R
optimizirati postupke ekspresije navedenih fuzijskih varijanti proteina BRMistidinom
RELOMHAHQLK SURWHL®RRQ ML&KRY R SlU R WipésiBkihbakdriskln] HN V
sojeva.. RQDpQL FLOM MH ELR SURYMHULWL LQWHUDNFLMX SU
BPML1 i njegovim delecijskim varijantama metodom kopurifikacfedan na jedad te

usporediti afinitet vezanja pojedinih interakcijskih partrexavaku domenu proteina BPML1.
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0$7(5,-$/, , 0(72'(
0$7(5,-%/,

2.1.1. Bakterijski sojevi

8 LVWUDALYDQMX VX NR U hakisreBschatishia Soid/ KoQitdh@ lgeaR M H Y L
L LQGXNFLMX SURWHLQD 6RMHY L -GbRI% Ultaborh@eten] BelSORQL U
(StratagHQH 6WHOODUGE &RPSHW H Q WiplaHe@ Englard BiQLAb)F K L 1
GRN VX ]D WUDQVIRUPDFLMX HNVSUHVLMVNLP SOD]PLGRP
5RVHWWDE '( 1RYDJHQ 06'6 L %/ '( 1HZ (QJODQG %
sojeviu] JDMDQL VX WHENX{FBPXLOL NUXRVRIRPEGDMX /&P VD QWLE L

2.1.2. Bakterijski mediji za rast
2.1.21.Medij /1% T <7 1<7L 7%

OHGLM /% /XULD %HUWDQL S+ NRULAWHQ MH ]D UD\
gL DIJDUD 8] PHGLM /% NRULaAWHQL VX <PHGLEMLO)(éngt.2 S+
T L O LYea$t Tryptona TB (engl. Terrific Broth) (pH = 7,2). Sastavnedija su prikazani u
Tablici 1. Mediji suaubklavirani 20 min na temperaturi od 12f1& pti tlaku od 1,5 baraZa
selekciju uzgop bakterija soja Rosetta (DEBNRULaAWHQ MH NORUDPIHQLNRO
NRQFHQWUDFLML RG PJ P/ GRN VX ]D VHOHNFLMX SOD

(Amp X NRQDPQRM NRIgHQ WKAMDPLWFL RG.DQ X NRQDPQRM NRQ
0,05 mg/mL.

Tablica 1. SastavmedijaLB 1 <7 T <7 BUWMHGQRVW JOLFHUROD L]JUDAaHQ
RVWDOH YULMHGQRVWL L]JUDAHQH X J /

Sastav LB T <7 T <7 B
Tripton 10 16 32 12
Ekstrakt kvasca 5 10 20 24
NacCl 10 5 5 -
Glicerol - - - 4
KH,PQ, - - - 2,31
K.HPQy - - - 12,4
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2.1.22. Medij SOC

Medij SOC(engl.Super Optimal Broth with Catabolic Represgi@h g/L ekstrakt kvasca,
20 g/L tripton, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM Mgg&IMgSQy, 20 mM glukoza)NRUL&aWHQ
je]D RSRUDYDN EDNWHULMD QDNRQ WU p&NdiRehBtokRLitdH WRSO
20 min na temperaturiod 128& L SUL WODNX RG EDUD

2.1.3.Nukleotidne sekvence gena

Genska sekvenca geB#M1 preuzeta je iz bazpodatakalAIR (engl. The Arabidopsis
Information Resourcgéttps://www.arabidopsis.orgpod notacijomAT5G190001. Sekvenca
NRGLUDM X U Hodiry séd@ds@DS)BPM1 N R U L a ¥4 koQdiruktiftekspresijskih
plazmidasa delecijskim varijantamaroteina BPM1 u programu SnapGene Viewer (Version
4.1.6., GSL Biotech).

2.1.4. Plazmidi

Plazmidi pET284+)-'06 /RUNRYLU L V X28g+)-RDM19 pPROExHtb-
+ % 7TRNLU NuRzil prot¢iR GNMEBDRDM1 i HB6 Blis-privjeskom bili su
dosupni u laboratoriju. Vektorsgk mape su prikazane u dodacinRrilog Slika 1.). Za
GRELYDQMH SURWHLQD *67 MRUL®BRHQVNKBPSUWRMNHRLY® 5 *G R \
laboratoriju.

Plazmidi pEF53-DEST-BPM1 (N. Bauer, nepublicirano) i pGEXT1-BPM1 (N. Bauer,
QHSXEOLFLUDQR NRULAWHQL VX 1D GREUGEQMesAMOHFLMV
Plazmidi s delegskim varijantama proteina HBPM1 su dobiveni metodom mjesno
VSHFLILPQH PXWDJHQH]H D SOD]PLGL GSTBPRHtEHnMOMNLP YD
NORQLUDQMD SRPRUX 7 OLJD]H VHNFLMD

3RpHWQLFH

SRpHWQLFH NRULA&W pEJ-B3-DESINIRGEXAWTY XMBLMKXOMHQLP GHOH
MATH, BTB i SPOP proteina BPML1 prikazasa uTablici 2. In-FusionSRpHWQLFH ,Q) 1Z
InF rev)konstruirane su u programu ClonetecH-umsion Cloning Tool. W) XVLRQ SRpHWQLFI
kloniranje delecija BPM1 u plazmid pGEX- GRGDWQR VDGUAaH L UHVWULNFL
te se mogu Kkoristiti u metodi kloniranja-Fusion i u metodi kloniranja tehnikohgacije.
SRPHWQLFH DWW %-350PRattBZ reyNoEaQer)Tablica2. NRULAWHQH VX X \
S URY M H Udsti XanSoddrhbaife bakterja SOD]J]PLGLPD NRML LPDMX XJUDY
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BPMLili njegove delecijske varijant@ a
SRPHWQLFH 0

-DJLU

te = 1:30 min). 3BRpHWQLFH VX SULUHYHQH NDR
pripremljena je u redestiliranoj vodi (I\/H(l)é X NRQDpPpQRM NRQDBB QWiadbdr L M L
RWRSLQH SRpHWQLFD V& ODGLaAaWHQH VX QD

Tablica2. 6HNYHQFH VYLK NRUL&A&WHQLK SRpHWQLFD L RGJRYDUDM:

f &= min) In-FusionDMS3, HB6 i RDM1
N R U L A/DHR@ MV I/ XV 1LDD 6 V RRYWR-DURE & M SEVDHN |
0 RWRSLQH

reakcije PCRPodcrtan slijed nukleotida je ekvivalentan resijfiom mjestu enzima BamHlI

1D]LY SRDpH IXNOHRWLGQD VHNYHBRFD SRpHW gHOIEp%;‘QD U
Konstrukcija pET -53-DEST-BPM1 delecija
MATHdel fw GGTGTGGTGAAGTCAGTTACGGAGGG 5996
MATHdel rev GACTGTTTCTGTGGTAGAGGTCGATACC
BTBdel fw GGGGTTGCCATAAACACGGTTGCAAC 6047
BTBdel rev CTGTTGTCCCAAGTTAGAAACTGGCAC
SPOPdel fw CTAAGTGAACACTCTGTTATAGTATCTGG 6209
SPOPdel rev CCCTTCACAGAGTTTTGACTCACAGATT
Konstrukcija pGEX -4-T-1 BPM1 delecija
InF—BI?\'I\V/Il—GEX GGTTCCGCGTGGATCCATGGGCACAACTAGGGTCTGCTCGG 8562
InF_BPM1_GEX 897"
ey CCCGGGAATTCCGEGGATCCTCAGTGCAACCGGGGCTTCACTCG 1069¢
SURYMHUD XVSMHaAQRVWL WUDQVIRUPDFLMH
attB1BPM1 fw | ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGGCACAACTAGGGTC oo
- Cc
BPM1 ?;?Patth ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGTGCAACCGGGGCTTCAC ig?id
InF_HB6 fw GAATTCCCGGGGATCCTGATGAAGAGATTAAGTAGTTCAG 936
InF_HB6 rev GCAGGTCGACGGATCCTCAATTCCAATGATCAACGGTG
InF_DMS3 fw GGTTCCGCGTGGATCCATGTATCCGACTGGTCAACA 1263
InNF_DMS3 rev | GTCGACCCGGGAATTCTCATCTGGGTGTGTTCATTGG
InF_RDM1 fw ATCACAAGTTTGTACGAATTCATGCAAAGCTCAATGACAATGGAAC 492
InNF_RDM1rev | TGTACAAGAAAGCTGGAATTCTCATTTCTCAGGAAAGATTGGG

3RPHWQLFH ,Q)B% M BPNIL_GEXrev teSR p H WB1BPM1 fw i BPM:67 23 DWW %
]D SRpHWDNBPMYIUDWHOHRLQH XPQR&HQLK

%30 0%79%630 0632BPM1Y

2.1.6.Aminokiselinske sekvence proteina

SURJUDP ([3$6\ 7TUDQVODWH WRRO KWWSV

ZHE H[SDV\ R

YH&X VH
IUDJPHODWEB RY¥QYH+ R FLOMD!

aminokiselinske sekvence proteina na temelju sekvenca gena koji kodiraju za fuzijske proteine.
SURWHLQVNH VHNYHQFH IX]JLMVNLK SURWH&a®QDtoolDQDOL]L
(https://web.expasy.org/protparat@su GRELYHQH V O M HigoHainihokigelinsl (NG Q RV W L
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molekulska masprRWHLQD OU X N'D L]®RIH @akiod ebtabidra®i (@él.p N D
instability index Il) i faktor topivosti u vodi (englaliphatic indeksAl). U Tablici 3 nalazese
vrijednosti prethodno navederkarakteristikasvih fuzijskih proteinate samog proteina GST

bez privjeska.

Tablica3. 7T HRUHWVNH YULMHGQRVWL DPLQRNLVHOLQVNRJ EURMD
WRHB S, IDNWRUD QHVWDELOQRVWL ,, L IDNWRUD WRSLYRVW
LVWUDALYDQMX

His fuzijski protein N Mr / kDa pl I Al
His-BPM1 444 49,04 7,62 31,72 86,71
His-% 30 00$7+ 309 33,94 6,56 35,68 93,69
His-% 30 0% 7% 326 35,99 9,01 34,05 79,79
His-% 30 (06323 380 41,98 8,04 29,48 81,29
His-DMS3 442 49,08 7,26 40,14 81,2
His-HB6 339 38,39 4,88 70,34 65,31
His-RDM1 198 22,38 5,91 60,76 68,94

GST fuzijski protein N Mr / kDa pl I Al
GST-BPM1 633 71,02 6,54 33,41 89
GST-%30 00$7+ 498 55,92 6,00 36,33 93,96
GST-% 30 0% 7% 548 61,55 8,08 33,79 87,52
GST-% 30 06323 569 63,96 6,61 32,1 85,64

Protein bez privjeska N Mr / kDa pl Il Al
GST 232 26,98 6,18 37,39 87,41

2.1.7. Puferi
2.1.7.1. PBS

Pufer  TPBS (engl. PhosphateBuffered Saling(137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
NaeHPQ, 1,8 mM KHPQy, pH = 7,3) N R U W\ ispiranja membrane od primarnog
odnosno sekundarnog antitijela u metodi hibridizacije po Westernu, ispiranju nekih bakterijskih
taloga tokom pocesa indukcije proteina i ispiranju glutation sefaroznih kughkea
SURpLAUDYDQMD SURWHLQD L X PHWRGL NRSXULILNDFLMH

2.1.7.2. TAE

=D LJUDGX DJDUR]JQLK JHORYD L HOHNWURIRUHKECI'1S NRUL
Acetate Ethylenediaminetetradiceacid) (40 mM TrisHCI, pH = 8,3, 1 mM EDTA).
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2.1.7.3.51 6/%

Kod pripreme SURWHLQVNLK XJ]RUDND ]D QDQRRHQAMHH@OLMFIROLD
SLB (engl. Sample Loading Buffgr125 mM TrisHCI pH = 6,8, 4% SDSengl. Sodium
DodecyleSulfatg J O L F HU R@rkaptoetanol ¥E), 0,01% bromfenolplavo).

2.1.7.4Puferiza SURpPLAUBYD RYPDPpHQLK SURWHLQD

=D SURpLAUDYDQMH +LV R]QDpHQLK SURWHLQD NRULAWHQ
LOL NRULAWHQL VX ]D OL]X EDNWHULMVNLK V)
iz stanica. Za ispiranje proteina koji se ne mogu vezati za nikal nitrilotriocetnu agaroznu (engl.
Nickel Nitrilotriacetic AgaroseNi-17$% PDWULFX 4L DJHQfei VMBUWBIWHQL VX
(engl. Wash Buffer -B). Pufer EB (englElution Buffer MH NRUL&WHQR] R DHODQALKM X

proteina sa NNTA matrice. Sastavi pufera prikazani siablici 4.

(engl.Lysis Buffer

Tablica 4. Sastav puferskih otopinaa sonikaciju bakterijaN R U L RotH®U R p L & GHsY D Q M D
RIQDpHQLK SURWHLQD

Sastav LyB1 LyB2 WB1 WB2 WB3 EB
HEPES pH = 7,45 - 250 mM - - - -
Tris-HCI, pH =8 50 mM - 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
KCI - 300 mM
NacCl 300 mM - 1M 500 mM 50 mM 50 mM
%ME (Sigma) 1mM 1mM 1mM 1mM 1 mM -
Imidazol 10 mM 20 mM 10 mM 10 mM 500 mM
Triton-X 100 0,50% -
Glicerol - 5%
Lizozim (Sigma) 1 mg/mL | 1 mg/mL
(F:l\r;lllsnll()atllsulfonll fluorid 1 mM 1 mM

" HEPES (engl4-(2-hydroxyethyh1-piperazineethanesulfonacid MH JZLWWHULRQVNL SXIHU ED]LU

kiselini.
2175 3XIHUL ]D SURpLaAauDYDQMH *67 R]IQDpHQLK SURW

=D SURpLAUDYDQMH *67 RIQDpHQLK SURWHLQD NRULaAaWHQ
(engl.Lysis Buffer 3. Za ispiranje proteina koji se ne mogu vezati za glutation sefarozne (engl.
*( +HDOWKFDUH NXJOLFM3RULAWHOQ!L
Wash 13). Sastavi pufera prikazani surablici 5.

Glutathione Sepharose%
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Tablica 5. Sastav puferskitotopina za sonikaciju bakterijagNRULaAMNR® LKXURpLAUDYDQMD
RIQDpHQLK SURWHLQD

Sastav LyB3 w1 W2 w3
17T 3%6 100% 100% 100% 100%
NaCl - - 05M -
Tween 20 - 0,05% -
Triton-X 100 0,10% -
Lizozim (Sigma) 1 mg/mL
Fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) 1mM

2.18. Proteinski i DNA molekularni standardi

Za analizuDNA nakon agarozne gel elektroforeze ko W HplekMatni standard Gene
Ruler 1 kb (Thermo ScientificSlika 6A), a za analizu proteina nakoDS-PAG (engl. SDS
Polyacrilamide @I) elektroforeze proteinski molekularni standardBDJH5XOHUE 30X
Prestaned Protein Laddet0-250 kDa (Thermo Scientific)Slika6B R GQRVQR 3DJHS5XO'
Prestained Protein Ladd&®-180 kDa(Fermenta)s(Slika 6C).

A B kDa C kDa
bp ng/0.5pg % -~180 -
280 180
10000 6 Sl
8000 €
%m?? i ~130 -~100 -
s 2 ¢ ~100 .
b — 3000 70 14 / —
2500 ¢ : oo ,,55 ==
. 2 ~55
12 R
f ~35 —~35 — -
- — 2° - ~25 —
gcm »;;:“ut‘\ gel Gel 10 Blot Gel Blot

Slika6. OROHNXOVNL VWDQGDUGL ]D SURYMHUX YHOLpPpLQH PROHNYX
NE 7KHUPR 6FLHQWLILF PlestaB&l)Pr&ae{rolthdiér -28@ DA (Thermo
6FLHQWLILF  &Pré8diaihddbP{ddethllaBder-180 kDa(Fermentas).

0(72'(
221. 3ULSUHPD SUHNRQRUQH EDNWHULMVNH NXOWXL

3UHNRQRUQH EDNWHULMWDNYHLN $GW X G H QIR ikddRiR R Q L M D
izmDWLpPQLK EDNWH NUMWRLKPRVER BIDQ®R MHGLQDPQH NRORQL!
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SUHEDPHQH X medijaWH NXIERGDWDN RGJRYDUDMXuUHJ DQWLE
SUHNRQRUQH NXOWXUH / VWDUH SUHNRQRUQH NXOWXU|
medijaLB sodgovaUDM X uLP DQWDERMRMNILINRP VH LONXELUDMX SUHN
WUHaAaQMX D GUXJL GDQ VH VSUHPDMX QD f&

2.2.2. Priprema kemijski kompetentnih bakterijskih stanica

Kompetentne stanide. coliBL21 (DE3) i Rosetta (DE3) za transformaciju s ekspresijskim
plazmidom pripremio sam kemijskom metodampotrebom kalcijeva klorida .RULVWHUGL
PDWLpPpQH RWRSLQH JOLFHURO EDNWHULMVND VXVSHC(
SUHNR QR U QVHN HE DNNKW MIXILMH  XnedijalLBWe4 Binghidtika za soj BL21 (DE3)
ili s dodatkom& KO |D VRM 5RVHWWD %DNWHULMH VX UDVOH SUHI
WHNXeédijad/ % EH] DQWLELRWLND LQRNXOLUDQR MH sle/ SUHNEF
X] WUHaAQMX QD h GfFR RIWEGLWPLNOH. NOftical Beinsity DI ifednosti 0,35

+ %DNWHULMVNL WDORJ MH VNXSOMHQ FHQWULIXJLUDQN
11390/13150R ) te resuspendiran u 10 mL sterilnog ledenaddatb mM CaGl Nakon toga
bakterije su inkubirane na ledu 10 min te ponovno centrifugirane kao i u prethodnom koraku.
%DNWHULMVNL WDORJ MH UHVXVSHQGLUDQ X P/ SRp
otopine sastava: 75 mM CaCl5% glicerol.Resuspendirane bakterije alikvotirane su po 100

/I X P/ PLNURHSUXYHWH L [DPU]JQXWH X WH&8 XUHP GXaLN X

223 7UDQVIRUPDFLMD EDNWHULMVNLK VWDQLFD WHF

Transformaciju kemijski kompetentnih bakterija radio sam metodBh 8§ OLQVNRJ AR NI
Kompetentnim stanicama dodan je&b1 / (10 pgl00 ng) RGJRYDUDMXUHJ SOD]PL(
LOQNXELUDQH QD OHGX PLQ 1DNRQ WRJD WUDQVIRUPDFL
ARNX X YRGHQRM NXSHOML f& L R G&BrDkulgadiid BaDigdd QD QD
GRGDQR MH SOC8UBGNODLMDQRJ QD f& %DNWHULMH VX L
WUHEQMX GD VH UHJHQHULUDMX L XPQRaH 7UDQVIRUPDQWI
X] RGJRYDUDMXuL DQWLELRWLN

2.24. Provjera XV S M H tigdRovhvedije bakterija

8VSMHAQRVW WUDQVIRUPDFLMH SODJPLGQRP '"1$ SURYMFE
polimerazom (englPolymerase Chain ReactipRCR). Kao DNA kalupN R U L & Witekgnd V X
kolonLMH VD NUXWH /% QRa@Rfde. LD NMLONKR L] SUHNRQRUQH
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SULSUHPOMHQ MH QD QDpLQ GD VH nasobng BMMretugny.D FHQW
Room TemperaturdRT UFI XN OR Q LBWéesdsgandirddalkdekrijski talog u

/ terilne vode. RuspendiraneEDNWHULMH LQN XE L U DSastawmeakcieLQ QD
PCR razlikovao se ovisno o vrsti DNA polimerazeTl &blici 6 su prikazani volumeni reagensa
L XYMHWL UHDNFLMH RYLVQR R YUVW LprovBddrnessWHXQU Ky D MXJ H
GeneAmp? PCR System 2700 (Applied Biosystems).

Tablica6. 6DVWDY MHGQH UHDNFLMVNH VPMHVH 3&5 XNXSQRJ YROX

Reagens 9ROXPHQ Uvjeti reakcije
EmeraldAmp MAX PCR Master Mix10 1 (Takara) 12,5 f& PLQ
8]YRGQD SRpHWQLFD —0 0,5 f& \Y A
1L]YRGQD SRPHWQLFD —0 0,5 TafgfﬁEOSPLQ !
H20 9,5 f& PLQ
Kalup 2 f&’

Reagens 9ROXPHQ Uvijeti reakcije
Taq Buffer (107) s KCI (Fermentas) 5
dNTP mix (10 mM) (Fermentas) 0,5
MgCl, (25 mM) (Fermentas) 2,5 ; g PVL Q l;
8]YRGQD SRpHWQLFD —0 0,5 Ta(* f &L min i
1L]YRGQD SRpHWQLFD —0 0,5 f& VE PL
GoTag® DNA Polymerase (Promega) 0,1 f&& . PL Q
H20 14,9 f
Kalup 2

"7THPSHUDWXUD Y H LQyMTemPdrditieinediiig VH U D p %QedgINVIRIENG7Temperature
+ f& 7P VH UDpXQR=FR IRIFXOL 7& JGMH $ 7 *L & SUHGVWDYOMDMX

SRpHWQLFD
&rijeme elongacije ¢ engl.ElongationTime QD f& RYLVL R GXOMLQL RpHNLYDQRJ SURC

2.25. Elektroforeza u agaroznom gelu

=D DQDOL]X '"1$ NRULVWLR VDP KRUL]JRQWDOQX DJDURI]Q.
Embi Tec). Agaroznigel (1%) AUDYOMHQ MH X3R 38WSHHEHU X]RUFL VX S
sa 6 1 DNA Loading Dye (Thermo Sci®@WLILF SULMH Q Bléofore@aMed QD JF
provedena u 1 x TAE pufe@minpri naponu od 25 V, a zatim 20 min na 100 V. Nukleinske
kiseline suGHWH N W L U OL.@ i)/ LN piietMifjHbioimida (EtBr)koji se interkalira u
GYRODQPDQX P RGiMixalrXanel 8V svijetliom uz ekspoziciju od 2 s (Kodak
EDAS 290).
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2.26. lzolacija plazmidne DNA

3OD]PLGQX '"1$ VDP L]JROLEDRNWH BIUNMHWNRLKR NXIOKW XUD NR U
paket Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) prema uputama
SURL]YRYyDpD 'YD PLOLOLWUD SUHNRQRUQH NXOWXUH FHQ\
(Eppendorf 5415R). Talog je resuspend)aX /| &HOO 5HVXVSHQVLRQ 6ROX)

/| &HOO /\VLV 6ROXWLRQ 1DNRQ WRJD GRGDQR MH / $
Neutralization Solution. Uzorak je centrifugiran 10 min (RT) na 14 000 rcf. Nakon centrifuge,

/ VX S H U qabasebaamdkolonu (en§bin Columipkoja se nalazila u epruveti za
sakupljanje eluata (endlollection Tubg Nakoncentrifugiranja (1 min, RT, 3D0 rcf) kolona

MH LVSUDQD GYD SXWD VD /| WH —/ :DVK GROEWHRRQD X]
na novu 1,5 mL mikroepruvetu. Plazmid je elurdrD NRORQH SRPRGKXK RVORERYVYH!
RG QXNOHD]D X] LQNXEDFLMX RG PLQ QD f& 1DNR?

centrifugiranjem I min na 1800 rcfna RT) te je ponovljen korak eluacije.dfcentracija i
PLVWRUD SOD]PLGD L]PMHUHQD MH V SctiopZad® (RM&HRP HW U L N
Scientific). Plazmidi su provjereni restrikcijskom digestijom i sekvenciranfdfacrogen,

Europa, Amsterdam).

2.2.7. Restrikcijska digestija molekule DNA

Provjeru restrikcijskom digestijom molekule DNA sam koristio u kloniranju metodom
ligacije te prilikom analize konstruiranih plazmida.

-HGQRVWUXND UHVWULN F L MDXtalFastRigesi Fheknd/Gbightfic (FR5, |
U reakcijsku smjesu dodano je+/ UHVWULNFLMVNRJ HQ]JLPD —/ [ )DV
(Thermo Scientific —J SOD]PLGD LOL —2P BB SUR/GCHNYDF WH/
VPMHVD LQNXELUDQD MH K QD f& 1DNRQ GLJHVWLMH H(

8 VOXpDMXHGIYHRWWULDN-LMH NRULA&WHQ KFasiDidest, ietho N FL M V I
Scientifig i Mlu NI (Roche). DNA je prvo pocijepana s EcoRlI kako je opisano u prethodnom
SRJODYOMX WH SURpPLAUGHQD 1XFup VR &eyR&geh.HNakdd @G 3&5 &C
DNA je pocijepana Mlu NI restrikcijskim enzimonu puferu A (Roche2 K QD f& (Q]JLP
MH LOQDNWLYLUDQ PLQ QD f&

"YRVWUXND GLIJHVWLMD MH UDYyHQD L VD HQ]Bé&dn#iD ;ED, )}
Scientific) u puferu 10 x Tango (Thermo ScienjifiCijepanja su provedena uzastopno 3 h na

f& QDNRQ pHJD VX HQ]JLPL LQDNWLYLUDQL PLQ QD f&

9HOLpPpLQH GRELYHQLK IUDJPHQWD SURYMHUHQH VX QD DJ
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2.2.8. Konstrukcija delecijskih varijanti genaBPM1

Plazmid pET53-DEST-BPM1 (N. Bauernepublicirano NRUL&WHQ MH NDR NDOXS
delecijskih varijanti BPM1 proteinas HSULYMHVNRP XYRYHQMHP FLOMDOQR
GRPHQD 0%$7+ %7% L 6323 30D]PLGL GRELYHQL PHWRGRP P
VOXALOL NDR '"1$ NimOiXisderthln neo@i Rldniranja tehnikom ligacije u svrhu
dobivanja delecijskih varijanta gerBPM1 ukloniranih u plazmid pGEXT-1-BPM1 (N.

Bauer, nepubiclirano). Kloniranje ligacijom podrazumijeva da DNA insert i lineariziran
plazmidni kalup imaju it ljepljive krajeve koji se mogspojiti T4 ligazom. Vektorske mape
ovih plazmida su prikazane prilogu (Prilog Slika Ill.). Plazmidi konstruirani u ovo radu
prikazani su urablici 7.

Tablica7. '1$ NDOXSL L SRpHWQLFH NRULAWHQH ]D NRQVWUXNFLMX

Privjesak Konstrukt Kalup Metoda SRpPHWOLFH
BPM1(BTB PET-53-DEST-BPM1 BTBdel fw
Mjesno BTBdel rev
His BPM1OMATH PET-53-DEST-BPM1 VSHFLILD MATHdel fw
mutageneza MATHdel rev
BPM1 (SPOP PET-53-DEST-BPM1 SPOPdel fw
SPOPdel rev

BPM1(BTB pET-53-DEST-BPM1(BTB

Ligacija InF_BPM1_GEX fw

GST BPM1IMATH | pET-53-DEST-BPM1UMATH InF_BPM1_GEX rev

BPM1USPOP | pET-53-DEST-BPM1(SPOP

2.2.8.1. Konstrukcija delecijskih varijanti genaBPM1 R E L O MHistH Q L K

privieskom

Plazmid pET53-DEST-%30 MH XPQR&HQ X EDNWHULMRNRGS VRM X
Ultracompetent Cells (Stratagene) i provjeren restrikcijskom analizom enzimima Xbal i
EcoRlI (nije pikazano).Delecijske varijante proteina BPM1 s Hisvjeskom u plazmidu
pET-53'(67 VDP NRQVWUXLUDR PHWRGRP PMHGZEDiregckd FLILpQ!
Mutagenesis 8 WX VYUKX NRUL-BivétteQ MUtegedesi$ KitW(New England
BioLabs). Za delecijdomena0$7+ %7% L 6323 L] %30 NDR NB®XS NRUI
DEST-%30 WH SRpHYWHFHVXRMHLMHOL SOD]RE@BRWILP aHOM
(engl.Back to BackPrimers 5HDNFLMVND 3&5 VPMHVD VDVWRMDOD V
JLGHOLW\ T ODVWHU O0L][ —0 X]JYRGQH L —
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(MATH/BTB/SPOPdel fw i revTablica 2), 10 ng pEF53-DEST- %30 L YRGH RVORERY
od nukleaza. UvjetieakcijePCR bilisX VOMHGHUL SRpHWQD GHQDWXUDFLI
SRQDYOMDQMD GHQDWXUDFLMH QD f& V SULDQMDQMEL
f& PLQ L vV =bDyuaQb HORQJDFLMD MH SURYHGHQD QD
RKODYyH@L QD f

8VSMHEQRVW XPQDabDQMD GHOHFLMVNRJ SURGXNWD SUR
QDNRQ pHJD MH XVOLM H Kia®ell igatidD DpRLR&aKcijska $ii@sSaXLD
MH ELOD VDVWDYD —/ GRELYHQRJ GHOpuUFRaMVKIB®DI SURGX
5HDFWLRQ % XIIHU 7T ./~(QHOAHP®OL][ L —/ YRGH RVORERYHQH
Smjesa KLD inkubirana je 5 min (RT). Transformacka coli NEB 5 DO SKD —/
SURYHGHQD MH V —/ OLJDFLMYV NHpoglaWuH\2RR uz/iznjfePINR M H R
duline WRSOLQVNRJ BARNY QRLQNX&EDFLMH QD OHGX PLQ QDNF
—/ 62& PHGLMD 1HZ (QJODQG %LR/DEV XPMHVWR —/ 8\
selektirane su na krutomedijuLB s Amp.

Svatri dobivena plazmida (pEB3-DEST-BPM10% 7 % -SXDEST-BPM100$7 +
pET-53-DEST-BPM10 6 3 2 3zoliranasu prema prethodno navedenom protokolu izolacije
plazmida. Plazmid pEB3-DEST-% 30 06323 SURYMHUHQ MH UHVWULNE
enzimima Ecol30li Xbalte PCRPRGXNW %30 (6323 HIONRRPpHID VX SRV
na sekvenciranje (Macrogen, Europa, Amsterdam).

2.28.2 Konstrukcija delecijskih varijanti gena BPM1 REL O MESTH Q L K
privieskom

2.2.8.2.1. Linearizacija kalupa pGEX4T-1-BPM1

Kalup u koji sam ugradio delecijske fragmente gBRM1je bio pGEX4T-1-BPM1 koji
MH XPQRAHQ X EDNW3IU I6MWHNDREZOAR|M delovitog gerBPM1, a
linearizacija kalupa ostvarena je FD restrikcijskim enzimom BamHI (Thermo Scientific) kako
MH UDQLMH RSLVDQR /LQHDUL]JLUDQL NDOXS GLUHNWQR M
NucIeoSpir?‘ Gel and PCR Cleanop (MachereylDJHO 1D —4T-1-BPKL
UHVWULNFLMVNH VPM#2VH GRGDQRINMWD 1+~/WH MHnWYH QDQ
Nakon centrifuge 30 s na Q@O rcf (RT) (Eppendorf 5415R) kolona je isprana dva puta sa 700
—/ SXIHUD 17 X] FHQWULIXJLUDQMH .RORQD MH SUHEDDpI
OLQHDUL]JLUDQL NDOXS HOXLUDQ VD NRORQH $&PRDXNRQ—/
LOQNXEDFLMH RG P LaRuplien fetrifighaqjervl Mikina/11000 rcf (RT).
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2.28.2 2. Defosforilacija linearizirane plazmidne DNA

SURpLAUHQL %DP+, OLQHDUL]JLUDQL SOD]PLG LPD NRPSOLl
LIEMHJOL QHAHOMHQX FLUNXODUL]DFLMX SUD]QRJ SOD]PLG
XNODQMD IRVIDWQX VNXSLQXPL 3YOHFHjavBlkiid DNAD VSDMD
Reakcijska smjesa za defosforilacijlbj&a sastaa —/ 8 DONDOQHAKRIMéDWD]H
Phospatase, Shrimp, Roche —/ GHIRVIRULO D FD&phospRary@thohiBuffer HQJ O
107 ODWLPpQD (RBWIRESIHQIDL mM EDTA, pH=8,5)1150QJ SURPLAUHQRJ NDC
'"HIRVIRULODFLMVND VPMHVD LQNXELUDQD MH PLQ QD |
LQNXEDFLMRP PLQ QD f&

2.28.23. 8 P Q R & D tiihMekvenci iz plazmidnih vektora reakcijom PCR

Delecijski konstrukti BRD 0%7% %30 00$7+ L %30 (06323 XPQRAHQL V
CloneAmp polimeraze iz tri kalupa: pES3-DESTB30 0% 7% -SHOEST-
%30 00%7 PEO-53DEST- %30 06323 5H hjE4ERCR Kalsva tri konstrukta je
LPDOD VDVWDY ™_H)EOBRQHSPBHPL] 7DNDIDPHWQLFRD/
InF_BPM1_GEX fwi0,75 —/,Q)B%30 B*(; UHY NRQDpPQLK NRQFHQWUDF
kalupaib2 GR XNXSQRJ YR ReéIRIBRAR je prevedena u 35 ciklusa ponavljanja
GHQDWXUDFLMH QD SRRHWWQLSDLOMMD@MD V L HORQJDFLMH

3 UR p L OADQYEHQH K F L O Migfdsforikitahbgvpgnida iz

gela

8PQRAHQL 3&5 SURGXNWL L GHIRViIRULUaxtiwe@bsu Gl QHD UL
agaroznom gelu na 50 V. Inserti LkOXS L]JUH]DQL VX V JHOD L SURpLAU
NucleoSpirré' Gel and PCR Cleanp (MachereyNagel) uz izmjenu u prvom koraku gdje je
dodan dvostruki volumen pufera NTI (mL) u odnosu na izvaganu masu (mg) izrezanog
IUDJPHQWD JHOD )UD Jit su@\lela ink@baRiM@ RrEAAO gela 5 min na 50
f& X] SRYUHPHQR YRUWHNVLUDQMH 2VWDOL NRUDFL SURDpL

2.2.8.2.5. Restrikcijsko cijepanje produktaPCR-a

=DYUaQL NRUDN SULSUHPH LQV H&mWMRintolm@&MM herfh WU L N F
6FLHQWLILF SURpPLAUHQLK 3&5 SURGXNDWD NDNR EL LQVHL
PGEX-4T- 1IDNRQ UHVWULNFLMVNRJ FLMHSDQMD LQVHUDWD

NucIeoSpir§ Gel and PCR Cleanp (MachereyNagel) iz restrikcijske smjese uz izmjenu u
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prvom koraku gdje je na ukupni volumen restrikcijske smjese dodgbalélvolumena od 100
—/ WH GYRVWputehll Y ROXWIBQL NRUDFL VX LVWL NDR L X SUF
SRWSXQR SURpNDBGIRE MAE MUIWELQRP VX SURYMHUHQL DJDUR

2.28.2.6. Reakcija ligacije

'"RELYHQL SURpPL&UHQL LQVHUWL %30 0%7% %30 00%$7+
PGEX-4T-1 imaju ljepljive kompatibilne krajeve dobivene cijepanjem enzimom BamHI. Za
VSDMDQMH LQVHUDWD L NDOXSD NRUL&A&WHQD MH 7 OLJD]D

0,2 —/ 8 7 OLJD]H 7KHUPR 6FLHQWLILF —MNEKdrkhd D 7 '1$
6FLHQWLILF QJ —/ LQVHUWXD GR RNXSQRHNMRRXPHQBD R
SHDNFLMVND VPMHVD LQNXELUDQD MH K QD f& ]DWL

LOQDNWLYLUDQD LQNXE D FE Mdk REB 58lpHa (elv EngléréBiolabs)
transformirane su s ligacijskom smjesom prema ranije opisanom protokolu. Transformanti su
selektirani na krutonmediju LB sa Amp, a prisutnost inserta provjerena je reakcijom PCR.
30D]PLGQD '1$ L]JROLUDQD MH L] SUHNRQRUQH EDNWHULMV N

2.2.8.27. Provjera orijentacije ciljnih slijedova u plazmidnom vektoru

.ORQLUDQMH MH UDVyHQR V MHEaqHIPtelihsevtikallpstie sklavieN LP HQ ]
LPDMX MHGQDNH OMHSOMLYH NUDMHYH SD MH SRWUHEQR
vektor.

Provjera orijentacije ugradnje provedena je restrikcijiskom analizom. Plazmidi
pGEX-4T-1-% 30 0% 7% L-49* %30 06323 SRFLMHSDQL VX UHVWLNF
EcoRI (Thermo Scientifi¢)a pGEX4T-1-%30 040$%$7+ V (FR5, 7KHUPR 6FLHQ
Mlu NI (Roche) prema ranije opisanom protokolu.

Dodatna potvrda orijentacije dobivena je sekvenciranjem (Macrogen, Europa, Amsterdam)

i analizom u programu Clustal(Larkin i sur., 2007).

2.29. Provjera sinteze proteina u ekspresijskim bakterijskim sojevima

Dobiveni ekspresijski plazmidi transformirani su u ekspresijske bakterijske sojeve Rosetta
(DE3) ili BL21 (DE3). Pozitivni transformanti selektirani su na krutom mediju LB uz
RGJRYDUDMXuUL DQWLELRWLN 3ULVXWQRVW.AHOMHQLK LQV

8 YHUL YROXPHQ VYMHAaHJ PHGLMD <PLOL 7% V RGJRYDUD
DOWLELRWLFLPD LQRNXOLUDQ MH RGUHYHQL YROXPHQ SU
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QDNRQ WRJD UDVOH f& X] PLMHADQMH GRN3A). @i MH ELR
NRULAWHQL SOD]JPLGL LPDMX UHJXOLUDQX JHDRM¥NX HNV
tiogalaktopiranozida (IPTG) (Biochemica, AppliChem CmBH) koji inducira gensku ekspresiju
i sintezu proteinu. Koncentracija dodanog IR MH E L O D3 L1P HnjpXovisno o
optimizaciji uvjeta indukcije proteina. Indukcija proteina trajala j& 3Q D f &4.HOnha
15 f&] WUHBARNXYU&G&HWNX VLQWH]H SURWHLQD EDNWHULM
PLQ f& QD UFI 6LJRABRIli SORVALL RG5B Centrifuge). Nakon
FHQWULIXJH PHGLM MH EDpHQMNDTNY-B@, RH =MMH(HIEHR RDPHQG L U |
proteini) iliuliTPBS (G R]QDpHQL SURWHK&nQ bstatkedDedif i Brtibiotika.
Centrifuca je ponovlj@a u istmuMHWLPD VXSHU@DWDQRJIMHEDPRPHQQXW |
GXaALNX L Vs UHMO MHQ

Kako bi se provjerila indukcija proteina, prije i poslije dodatka IPT Gzeto je 0,4 mL
bakterijske suspenzije. Bakterijski talog skupljen je centrifugira®ennna 4000 rcpri  f &
(Eppendorf 5415R) 7/DORJ MH UHVXVSHQGLUDQ X RGURB koD M XUHP
bHIJD VX SURWHLQL GHQDWXULUDQL PLQPAGBOm ifii& 8]RUF
KLEULGL]DFLMRP SR :HVWHUQX RPR aWR MH REMDaAQMHQR >

2.2.10. Ekstrakcija bakterijskih proteina

Prije ekstrakcije proteina zamrznuti bakterijekozi otapani su 30 min na ledu. Bakterijski
talozi resuspendirani su u 20 mL pufera za lizu LyBl, LyB2 -fHigjesak) ili LyB3
(GSFSULYMHVDN RYLVQR R IX]JLMVNRP SULYMHVNX SURpL&AUGELC
u puferu za lizu 30 min (RT)uPLMHAaD QMH -TRKIR)H&kd pi Bdpustili lizozimu da
djelue QDNRQ pHJD MH XVOLMHGLOD VRQLNDFLMD %DNWHUL
sonikatoru Bioblock Scientific Vibracé aHVW SXWD SR -900 WX @ @duzeQ D
RG VHNXQGL L]JPHYX VYDNRJ VRQLFLUDQMD 1DNRQ VRQL
50 mL Nalgen (3110500) epruvete (Thermo Scientific) i centrifugiran 20 mén2®O00 rcf
SUL f& 6LJPD . 5 % D NWHU WY Ndlaz¥ (W pr@dniv D QW
SURILOWULUDQ MH NUR] ILOWHUH 0LQLVW Bakiatijshi @dgH U V
resuspendiran je 10 mL HO. Uzorci talogaéngl.Pellet, 3 L VXSHUQDWDQWD 6 VD
provjeru topivosti proteina SDBAGE-om i/ili hibridizacijom po Western(sekcija2.2.14.).
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2211. 3URpPpL&AUDY D Q R H LSDUMRHi%: piig)eskRom

BURWHLQH @iMedkeni BH T His (HisHB6, HisDMS3, HisRDM1,
His-BPM1'0$7+ VDP SURDpLA&NIA h&ric @iagen). Nikal (\i* LPD aHVW
koordinacijskih mjesta od kojih dvd& QW HUDJLUDMX V DWRPLPD GXAaALND L
KLVWLGLQD L QD WHDUR QIDHILIY R B MIp¢iHaSMW Arljelbdavanja Ni
NTA kuglica na proteinski ekstrgkl00200 / 14INTA kuglica po reakciji isprano je i
ekvilibrirano 23 puta s 1 mL pufera za lizu (LyB1 ili 2; bez lizozima i proteaznog inhibitora)
uzcentrifugiranje 2 min na 500 rcf (Eppendorf 5415R). Nakon ispiranja kuglice su nanesene na
proteinski ekstrakt. Vezivanje gieina na NiINTA kuglice odvijalo seS U H N R1%R li) Ina

f& X] VWDOQX URWRBRRQMX 3KRHQL[ 56

IDNRQ SUHNRQRUQH LQNXEDFLMH X]J]RUFL VX &dhm@WULIXJI
3K30 11390/13150R) te je uklonjena nevezana frakcija (éfigivthrough FT). Nakon
uklanjanja nevezanih proteina kuglice sa vezanim proteinima ispirafeHs\utaJd 10 mL
RGJRYDUDMXUHJ SXIHUD ]D LVSLUDQMH MHGQRP X SXIHUX
SXIHUX % IDNRQ VYDNRJ LVSLUDQMD MH VOLMHGLOD FH
supernatant bacao.

NakRQ pHWYUWRJ L V&iddib QdieDimd Yreaesdnel s na kolonu s filterom

—P ORELFRO O OR%WL7HF .RORQD MH SUHWHK&RGQR LV
ekvilibrirana tri puta sa 700— pufera WB3. Nakon svakog dodatka vode ili pufera, kolona je
centrifugirana 2 min na 2000 rdNakon pripreme na kolonu je nanesno 2 mL kuglica sa
vezanim proteinima u puferu WB3. Kuglice s vezanim proteinima na koloni dodatno su isprane
tri putasa po506—/ SXIHUD :% UFI PLQ SUL f&

His fuzijski proteini sa kuglica eluirani su u koraka. Proteini su dva puta eluirani s 280/

SXIHUD (% X] LONXEDFLMX RG PLQ QD f& QDNRQ pHJD V
VNXSOMHQL FHQWULIXJLUDQMHP PLQ QD UFI M& (OXL
imidazolom uz inkubacX R G PLQ QD f&

=D SURYMHUX SRVW XS N PPASeRHKirbfaieD ¥zBte 3 DalQije tddoga (P),
supernatanta (S), nevezane frakcije (FT), ispiranja (WB1, WB2 i WB3) te sve tri frakcije eluata
El, E2iE3.

2.2.11.1. Promjena pufera S U R p L dpidte@d R E L O M HistptiQdskom

.DNR EL XVSMH&QR SURYHOL N RISGST-hrivjdskdif lpbtrgbr® jeRW HL Q|
XNORQLWL LPLGD]RO L] HO XD \prDjeSkorR te bBaitidaprdteiSalnRaivtH L Q D\
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istom puferskom sustavu. BG XuUL GD VX S UMRiveskbr® purbidrariau71i PBS
(Sekcija 2.2.14.) te da se reakcija kopurifikacije odvijh @1 PBS, pufer u kojem se nalaze
proteini sa Higprivieskom promijenjen je &t T PBS.

Tri frakcije eluata (E43) proteina sa Higprivjieskom spojeni suu jednuDMHG QLPpNX IUDNT
E. Promjena pufera provedena je na centrikonima Amitditra-4 Centrifugal Filter Devices
(Merck Millipore Sigma, 10 kDa). Ukupni volumen frakcije E nanesen je na centrikon koja ima
pore koMH SURSXawbDMX VYH PROHNXOH PDQMH RG PROHNXC
PLQ QD UFI f& 6LJPD 5 GRN
1IDNRQ WRJD SURWHLQL VXiEPRSaUDQL S
centrf XJLUDQL X LVWLP XYMHW L P Dprigdsim lu piori@hjéhospReniH L Q L V
VNODGLAWHQL VXf&R XISRW UH B3R GIDRVIIN QB LFR QR IBDW UDF L N
-80 f &

centrifugirana je 15

nije smanjio na 20@50 —/

2.2.11.2. Optimizacija topivosti proteina His-BPM1 'MATH

NakonLQGXNFLMH SURWHLQD SBPNX'\OG ¥+S]DFSRpAHIM YWDHQ W/IR @ L M
bakterija u puferu MATH. Hi8BPM1' 0$7+ MH GDOMH SURpPLAUDYDQ SUHPD
5HIXOWDWL SURDpLA&UD Y-PAGMIBkiDfQéexant (R, (EDW,LEVIX 6'6
imunodetekcijom uzorka eluensa.
=D SRYHUDQMH W R SBPVMR VIXTH¢siRanals L dpdatroltVMATH pufera-(1
3) prikazana urablici 8 QDNRQ pHJD VX IUDNFLMH 3 L 6 SURYMHUHQ
*HVWHUQ X NDNR EL V lopXogPprateinh@ talodd i op\@d frat€a Q HW

u supernatantu.

Tablica 8. Puferi za solubilizaciju proteina HBPM1' 0$7+ 3XIHUL VX ELOL NRULAWH!
SRNXabDOD RSWLPL]JLUDWL WRSLYRVW SURWHLQD

Sastav MATH MATH1 MATH2 MATH3
TrissHCI pH = 8 50 mM - - -
KoHPQWKHPOy pH = 5,8 - 50 mM 50 mM 50 mM
NaCl 100 mM 500 mM 500 mM -
%ME (Sigma) 10 mM - -

Proteazni inhibitor (Roche + - - -
Glicerol 5% 5% 5% 5%
Lizozim (Sigma) 0,5 mg/mL - - -
Deoksiholna kiselina - 0,50% 0,50% 0,50%
Arginin 375mM - -
Prolin - 500 mM -
Manitol - - 500 mM
DNaza —J P/ —J P/ —J P/
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2212 3URpLAUDY DQREL G MESNHIQ/SERomM

Proteine sa GSprivieskom (GST, GS'BPM1, GSTBPM1'BTB, GST-BPM1'MATH,

GSTBPM1'6323 VDP SURDpLVW Lfefarqzbim JKoglic&rDaW(GR Mlealthcare
B3URPLAUDYDQMH VH WHRHEGUMISTFRIGesKaHNa¢UENDE L O Q R

imobiliziran na sefaroznim kuglicaméPrije dodavanjaglutation sefaroznihkuglica na
proteinski ekstrakt, 5200 / N X J O L F CxijSdprddodij®inkvilibrirandri puta s 1 mL 11
PBSSUL pHPX VX QDNRQ VYDNRJ LVSLUDQMD NBEppenhtddatftH FHQW
5415R) Poslijeispiranjg kuglice su nanesene na proteinski ekstrakt. Vezivanje proteina na
glutation sefarozne kuglice odvijalo SUHNRI®RIRKL QD f& X] VWDOQX URWDF
RSTR 10).

IDNRQ SUHNRQRUQH LQNXEDFLMH X]JRUFL VX Sigh@WULIXJ
3K30 11390/13150R) te je uklonjena nevezana frakcija (FT). Nakon uklanjanja nevezanih
proteina kuglice sa vezanim proteinima ispiranejpdan put s puferomvl iwW2tepHWLUL SXWZELC
V SXIHURP : ,JPHYX VYDNRJ LVSLUD®RMDnaN6RQ OflpF Hf ¥ X FHQW
1IDNRQ |DGQMHJ LVSLUDQMD L FHQWULIXJH RVWDFL SXIHUD
ASULFR*P .XJOLFH V YH]DQLP SURWEdahéD20®-Y UAESR VX UHV
L VSUHPOMHQH QD f& GR XSRUDEH

=D SURYMHUX SRVWXS N BPASGERKIrbfaieD ¥zbtQ M Dal@ije tddga (P),
supernatanta (S), nevezane frakcije (FT), ispiranja (WB1, WB2 i WB3) te mali volumen kuglica

S vezanim proteinima.

2.2.13. Elektroforeza SDSPAGE

Za analizu proteiske ekspresije koristio sam metodu SBYSGE koja se bazira na
RGYDMDQMX SURWHLQD LVNOMXpLYR SaBlawvpbliBkdta@ithsg QMLKR'Y
gela od 12% gela za razdvajanje %4gela za sabijanje nalazi seTablici 9 =D EUaXx
polimerizaciju, @l za razdvajanje nadslojen je otopinom 20% etanola i 5% broriéana.

8] JHORYH L]JOLMHYDQH X ODERUDWRULMX NRULAWHQL VX 1
RunBlue, Expedeon). Elektroforeza na komercijalnim gelovima SDS Precast Gels odvijala se
upXIHUX 1T 6'6 5XQ%O XHAridn&ldHU ([[SBEGHRQ L XWHEBMX '&;
Scientific dok se elektroforeza na izlijevanim gelovima odvijala U HOHNWURGQRP SX
VDVWDYD J/ 7ULV J/ JOLFLQ J/ 6'6 S+ L XUHY
Electrophoresis Unit (Carl Roth). Na gelove D Q Rpé#h@dno pripremljeni proteinski
X]JRUFL X 1 6/% SXIHUX f&- PLHORYYLYRBX P NRRLPpLQL SUR
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elektroforeze su bili 3in na 90 Vi 1,5 h na 190 V (Consort EV243 Power Supply).

Tablica 9. Sastav poliakrilamidnog gela.

Sastav 12% Gel za razdvajanje 4% Gel za sabijanje

reH,O 1,67 mL 1,201 mL
1,5 M TrisHCl pH = 8,8 1,25 mL -

0,5 M TrisHCI pH = 6,8 - 0,500 mL
30% Akrilamid/bisakrilamid (A/Bis) 2,00 mL 0,267 mL
10% SDS —/ —1
10% Amonijev persulfat (APS) —/ —1/
Tetrametiletilendiamin (TEMED) —1/ —/

2.2.24. Hibridizacija po Westernu

+LEULGL]DFLMX SR :HVWHUQX VDP NRULVWLR X VYUKX LP
se neki proteini nisu mogli detektirati SBPAGE-om, potencijalno su se mogli detektirati
KLEULGL]DFLMRP SR :HVWHUQX JGMH VH PRJKaGéhV HNW LU
bojanjem poliakrilamidnih gelova.

2.2.14.1. Prijenos proteina na menbranu

Nakon razdvajanja proteina SEPG elektroforezom proteini su preneseni na poliviniliden
fluoridnu (englPolyvinylidene Ruoride, PVDF) membranu (Immobilio®). PVYDFmembrana
pripremljena je ispiranjem jednom u metanolu i tri puta u-@ko minutu. Gel i PVDF
membranaV ORAHQL VX X ND]JHWX L]PHYX NDWR-GHVLS POWRG H DO W
papir (Whatman 3M), gel, PVDmembrana ILOWHU SDSLUH#).M3K dldgbnjaD QR G D
NDJHWH PMHKXULUL JUDND \éx jé& anetajupndteinsk) ptijeps, a3¢W LV NLY
ILOWHU SDSLUL JHORYL PHPEUDQH L VSXaYH VX ELOL QU
odvijao u MintPROTEAN 3 i TrasBlot Cell (BioRad)sustavu sedenim blokom u puferu za
prijenos sastava 3,39 g/L Tris HCI, 14,4 g/L glicin, 200 mL/L metanol, pH = 8,3, a transfer se
provodio 2 h na 200 mA.

2.2.14.2. Imunodetekcija proteina na PVDF membrani

1DNRQ ]DYUAHQRJ SULMH Q R&/Dh ur2bi RIE29%Ondijekavoxople@dg N L U D Q
1 7 PBSu. Nakon blokiranja membrane, dodano je primarno antitijelo pripremljeno u 10 mL
2% mlijeka u 11 PBSu s an#iGST SC138 mouse (Santa Cruz) ili adts mouse 11922416001
(Roche) monoklonskim primarnim antit@ RP UDJULMHYHQLP X RPMHUX 1
u primarnom antitijelu 3hOL SUHNR QR U LsprianaRigputd 1D nil BIPBSa po
10 min. Nakon toga membrane su inkubirane 2 h u 1:5000 sekundarnog antitijelm(Asg
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IgG Peroxidase Conjage, A4416, Sigma) pripremljenog u 2% mlijeku otopljenomilPBS
X 3R IDYUAHWNX LQNXEDFLMH PHPEUDRQIDLI MABSBIRQIRY QR LV
min. Prilikom detekcije direktno na membrama stranu membrane s proteining@dano je
500 — supstrata HRP substrate (Luminatdorte, Millipore) uz inkubaciju od 3 minute.

1IDNRQ LQNXEDFLMH PHPEUDQD MH SUHQHVHQD X SODV
osvijetlienu kazetu za razvijanje sa filmom HSR4y Film ParG 12 7 30cm 100pk (Henry
Schen) na membrani. Film se inkubirao na membrani u mrald® 2nin. Signal na filmu je
GHWHNWLUDQ X X DDt ¥5LnMLAQFX Dentu%X-R-ay DeveloperzKulzer) i
fiksiran u fiksiru (85 mL HO + 15 mL Agfa Dentus X-Ray Fixer £Kulzer). Signal na
mePEUDQL WDNRYHU MH GBi@itFCNeMilubhiDece@tWestard Bbt\sean&er
(LI-&25 %LR6FLHQFHV QD YLVRNRM RVMHWRBright Westeklv L WRNR

Blot Imaging Systems (ThermoScientific) s viemenom ekspozicije 2@ rin.

2.2.14.3. Vizualizacija proteina na poliakrilamidnom gelu i PVDF

membrani bojom Coomassie Brilliant Blue

Proteinske vrpce u poliakrilamidnim gelovima vizualizirane su u otofmdmmassie
Brilliant Blue (CBB) (0,1 % (w/v) CBB R250, 45 % (v/v) metanol i 10 % (v/v) ledena octena
NLVHOLQD LOL X NRPHUFLMDOQR GRVWXSQRM ERML ,QVWD
*HORYL ERMDQL RWRSLQRP &%% RGERMDYDQL VXavX YUXUR
proteinskih vrpci.

PVDF membrane bojane su u otopini CBB sastava: 0,1% (w/v) CBBOR 50% (v/v)
MetOH, 7% (v/v) octena kiselina. Nakon inkubacije od 5 min (RT) na tresilici, boja je uklonjena
i dodano je 30 mL otopine za odbojavanje 1 (50% metaf6loctena kiselina). Membrana je
LOQNXELUDQD PLQ X RWRSLQL ]D RGERMD YwkiQrijhbte g D W U H \
dodana otopina za odbojavanje 2 (90% metanol, 10% octena kiselina). Membrana je inkubirana
u otopini za odbojavanje 2 do pogwroteinskih vrpci. Na kraju, membrana je isprana u
GHVWLOLUDQRM YRGL L SRVX4aHQD QD SDSLUQDWRP UXpQLN

2.2.15. Kopurifikacija proteina

.DNR ELK LVW ijuDpéatealDYBEBHRDMN iFHB6 proteinom BPM1 i njegovim
delecijskim varijantama koristioamn metodu kopurifikacije (engPull Down). Metoda se
zasniva na afinitetnom vezanju proteina od interesa (mamacBangl. |D PDWULFX L SURS:

potencijalnih interkacijskih partnera (plijemngl. Prey. Ukoliko protein plijen stupa u
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interakcije sproteinom mamaece, RQ VH QHUH LVSUDWL WLMHNRP LVSLUL
proteina.

Uovom LVWUDALYDQMX *67 R]QDpHQL SURWHLQ %30 L QMH
PDPDF YH]DQ ]D JOXWDWLRQ VHIDUR]QX PDWULFX GRN VX
plijen. Reakcija vezanjproveGHQD MH X P/ PLNURHSUXYHWDPD X YRO.
(GST protein) do trideset (GSBPM1, GSTBPM1'BTB, GSTBPM1'MATH,
GST-BPM1'SPOP ) mikrolitara kuglicaR GJRYDUDMXuULP SURWHLQRP PDPFH
SURpPLAUHQLP S WwRMisROMPHISOMSS H Bis-HB6) te se volumen do 200
—/ QDGR S X EBSRMV Reakcija vezivanja inkubirana je6% K Q D f& X] NRQVWLEL
rotiranje (Dynal sample mixer, model MXIGI% LGV SRWWHU .DGD MH LQNXEDF
SUYH FHQWULIXJH UFI f& PLQ VDNXSOMHQbeMH QHY
pet puta sa 0;2 mL 1 T PBS uz centrifugiranje pri istim uvjetima. Nakon zadnjeg ispiranja
RVWDWDN SXIHUD XNOR QM30@)Malkuglzé je@bdans SR P SUSIWILLAR P
SLB, ana 20—/ )dodanoje —/ S XIHSELB. Uzorci suanalizirani hibridizacijom po
"HVWHUQ X N RHi$ aMmitljeld kdajinDs4/ detektirati proteini DMS3, RDM1 i HB6, dok

su GST fuzionirani proteini vizualizirani bojanjem PVDF membrane otopinom CBB.
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5(=8/7%7,
. RQVWUXNFLMD GHOHFIW3WONLK YD

Kako bsmo LVWUDALOL XORJX NRQJHUYLUDQLK GRPHQD 0%$7+
interakciji s proteinima DMS3, RDM1 i HB6, konstruirane su delecijske varijante proteina
BPM1. Kako EL VH XV SMHaQ R cijskg Gatifabte pOteinaGBPOITE(ka 7.)
NRQVWUXLUDQL VX HNVSUHVLMVNL SOD]PLGL 6YDNL HNVSL
spomenutih varijanta proteina BAMsa fuzioniranim Hisili GST-SULYMHVNRP ]D OD
SURpLAUDYDQMH SURRGIVOYDXBYBRRRAEAHR/WHSOD]PLGD NRULV\
53-DEST-BPM1 odnosno pGEXT-1-BPM1. Konstrukcija plazmida je provjerena

restrikcijskim cijepanjem i sekvenciranjem.

Slika 7. Shematski prikaNRGLUDM X (BPMLSIY P B RIFEL P G R P H (BDRISPO® 7 +
te njegovih delecijskitvarjanta 9 H O L p L Q HisG RiRa#aQdOuealnom omjeru(lzvor: Slika je
LIUDYHQD X SURJ||btpeMidehdeicbiy GHU

3.1.1.Konstrukcija delecijskih varijantigena BPM1 RELO MHistHQ L K

privjeskom

SOD]PLGQL NRQVWUXNWL NRML VBRI & HHisPridj€skbmlsM VNH Y D
konstruirani metodom mjesn¥ SHFLILPpQH PXWDJHQH|33-DESTEPMI(RGL NDO X
Bauer, nepubliciranol. SRpHWaplicEH 3IRpHWXLEH]|DMQLUDQH QD QDpLQ
vanjske krajeve domene i prepisuju cijeli plazmid al@mmene koja se deletr& UL pHP X
IRUPLUDMX OLQHDUL]JLUDQL SODWQGhVEH a GiRiBitiherRPL KG H O H

37



lineariziranih plazmida su: pET-53-DEST- %30 0% 7 % S E53-DEST-
%30 00%7+ (Sika 8A) i pET-53-DEST-% 30 (06323 SIg& 8B).

Slika 8. Linearizirani plazmid pE353-DEST-BPM1 s deletiranim domenandg BTB i MATH te
B) SPORdobiveni reakcijom PCR 9 H O frggim@ridta u parovima baza prikazane su povrh fragmenta.
OznakepE R]QDpDYD PROHNXODUQL VNAD@REDUG *HQH 5XOHU N

Plazmidi su nakon cirkularizacigneseni transformacijomn bakterijski sof. coliNEB 5
alphaX] VHOHNFLMX QD &sBHrmadijS vodjéréni ¢ Wa Bakterijskim kolonijama
UHDNFLMRP 3&5a8RPMWIQLBEPME®723DWW% UHY )J)UDJPHQWL '1
od 920 kb dokazuju prisustvo pEBDEST-%30 0% 7 % S-B3-DEST-
%30 00%7+ L SEEST- % 30 063 23ka 9.). Vektorske mape plazmida
su prikazane u priloguPfilog Slika Il.).

Slika 9. Fragmenti BPM11 % 7 BPM100$7+ BPM10632XPQRAHQL L] WUDQVIRUI
bakterijskin  kolonija E. coli NEB 5alpha plazmidima pET-53-DEST-%30 0% 7 %
PET-53-DEST- %30 00$7+ L -5830DEST-%30 (063239HOLPLQH XPQRAHQLK IUDJ
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parovima baza prikazane su povrh fragmenta. BrojeviR ]QDpDYDMX SR M HXRZrakgibp QH NRO
R]IQDpDYD PROHNXODUQL VWDQGDUG *HQH 5XOHU NE '1$ /DGGHI

Dobiveni plazmidi su provjereni sekvenciranjefilacrogen, Europa, Amsterdam), a

plazmid pETF53-DEST-BPM10 6 32 3e dodatno provjeren dvostrukim restrikcijskim
cijepanjem enzimimg ED, L (FR , 8NROLNR RED HQlpeRi®dnXVSMHaC(
DIJDUR]QRP JHOX VH WUHEDMX G HWXN BbL,UBWHE, AVUIBBPHQWL '
8 VOXpDMX KhaVivizGahzipayli3e Yragmenti od 5668 i 54b odnosno €£co0130l

L SE (Q]JLP ;ED, QLMH XV &Nehispfelr samofeigstijesSD R S C
s Eco130I Prilog Slika I111A) pa g dodatna provjeraestrikcijskim cijepanjenmapravljenas
FD enzimom Xbalna purificiranom PCR produktu (1082 ppXPQRAHQLP SRpHWQL
attB1BPM1 fw i BPM1STOPattB2 revCijepanjem PCR produkBPM116323 GRELYHQL V.
fragmenti od 608 i 474 plP¢ilog Slika l11B).

3.1.2. Konstrukcija delecijskih varijantigenaBPM1 REL O MESTH Q L K

privjeskom

Delecijski fragmenti BPMTI% 7% %30 00$7+ L %30 (06323 skAupdPQRAHQ
PET-53-DEST- %30 0% 7 % -5%DEST-%30 G0$7 +pET-53-DEST-%30 06323
SRPRUX SRpHWQ LdoBanbrésivikdijskd® mj&sdd za enzim BamHT4dblica 2.).
Defosforiliranii linearizirani vektopGEX-4T-1 (4969 pbkao ipocijepani delecijski fragmenti
BPM10G% 7 %97 SE %30 008WB6-SE L %30 06 32Pb) su vizualizirani
agaroznom gel elektroforezotn SUR p L & U K8k 10A).JHO D

Delecijski fragmenti X J &l ysu u defosforilirani linearizirani vektof DKYDOMXM X U
komplementarnim lijepljivimBamH]I krajevima. 8 V S M H taQdRovhvacijeE. coli NEB 5
aphaSOD]PLGLPD MH SURYMHUHQD UHDDNEBRVR BV BBPMISRPR U X
STOPattB2 rev. Dobiverfragmenti dokazuju prisustvo pGEXT-1- % 30 (0 % 7920 pb),
pGEX-4T-1-% 30 00$7+ SE HMT9*%30 06323 SHika 10B).

Vektorske mape plazmida su prikazane u prildgpidg Slika IV.).
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Slika 10. A) Linearizirani vektor pGEX4T- L XPQRAHQL GHOHPMUMNEZ HUDJPHQ!
BPM10%79%PM106323 SRFLMHSDQL HBDHiaghkemi BPDIB O $ 7 +BPM10 % 7 %
i BPM106323XPQRAHQL L] EDNWH 2] B \cbliLNEBNSRIpHa QradfBrmiranih s
PGEX-4T-1-% 30 00$7+ SHAT:1-%30 0%7% RGQRMMIR%WIN(;06328BHOLPLQH
XPQRAHQLK IUDJPHQDWD X SDURYLPD ED]Ozn&d SEDROQBpBXDSR
molekularni standard Gene Ruler 1 kb DNA Ladder.

OEJLURP GD MH UDYHQR NORQLUDQMH SRPRUX MHGQRJ
napravljena je provjera orijentacijgradnje gena u vektdPlazmidipGEX-4T-1-% 30 0% 7 %
i pPGEX-4T-1- % 30 {6 3 2 dosljEpanienzimomEcoRI dok je pGEX4T-1-% 30 G00$7 +
pocijepanenzimimaEcoRI i Mlu NI. U Tablici 10 VX SULND]DQH YHOLpPLQH 1UD
QDVWDMX QDNRQ UHVWULNFLMVNRJ FLMHSDQMD RYLK SOI
XJUDGQMH JHQD 8VSMHAQR VX NR QNOEXMIUWDIPHI thH %O L N H
2 i 4 plazmida pGEXT-1-% 30 0632 31,\® H3 plazmida pGEX4T-1-%30 G03$7 +
(Slika 11). Replika 4 plazmida pGEXT-1-% 30 00$7+ QLMH XVSMHOD WH SULNI
plazmid pGEX4T-1-BPM1 (6199 pb) sodathom vrpcom koja ne odgovara nijednoj teoretskoj

visini cijepanja urablici 10.
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Tablica 10. 9HOLpLQH IUDJPHQDWIEL-HQD [P G®B SEFT(: %30 06323 L
pGEX-4T-1-%30 00$7+ QDNRQ UHVWULNFLMVNRJ FLMHSDQMD X VOXpD
genaBPM10% 7% %30 00$%7+ L %30 06323 XTYIHBRMLFOZne&d pb oznp DY D
parove baza.

Plazmid Restrikcijski enzim | Dobra orijentacija (pb) | Kriva orijentacija (pb)
pGEX-4T-1-BPM1 EcoRI 1125, 5074 124, 6075
EcoRI + Mlu NI 579, 1125, 4495 460, 1125, 4614
PGEX-4T-1-% 30 00$7+ EcoRIl+ Mlu NI 1299, 4495 460,5334
PGEX-AT-1-% 30 0% 7% EcoRlI 870,5074 124,580
PGEX-4T-1-% 30 (06323 EcoRlI 933,5074 124,5883

Slika 11 Fragmenti dobivenirestrikcijskim cijepanjen plazmida pGEX-4T-1-% 30 00$7 +
PGEX-4T-1-%30 0% 7% L-494(%30 063X3VOXpDMX GREUH L NULYH RULMHC
BPM10% 7% %30 00$7310 @823 X YHNWRUprEméTablici 10. Zvjezdica (*)
R]QDpDYD QHSRFLMGEXATRIL %S0 DPAYE5794 pb). 8elica (") prikazuje
nepocijepani plazmiggGEX-4T-1-BPM1 (6 SE D IUDJPHQW YHOLPLQH RG RNR
SULND]XMH QHVSHFLILPQR FLMHSDQMH MHW KGIL RICIIR MDD DPE RNk
parovima baza prikazane su povrh svafagmentaOznakapE R]QDpDYD PROHNXODUQL VW
Ruler 1 kb DNA Ladder a brojevi 14 broj bakterijske kolonije.

3UHNRPMHUQ DLHSNYBHLHVIDMD QM H
GHOHFLMV N LSKU R VHHLLWDBQ W D

Kako bi se inducirala sinteza proteids-BPM1 i njegovih delecijskih varijanta, bakterijski
sojeviE.coli 5RVHWWDE '( L LOL %/ ( VX WREDESBWESTBPLUDQL
%30 0%7% -530DEST- %30 (G0$7+ L -5330EST-%30 06323 selekcijski
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pritisak. Transformacija jgrovjerena reakcijom PCFERpHWQLFDPD DWW% %30 1Z
STOPattB2 rev Dobiveni su fragmenti DNA koji dokazuju prisutnost pET-53-DEST-

%30 0%7@20 pb), PpET-53DEST-%30 00$7+869 pb) i pET-53DEST-

% 30 0632882 pb)u soju RosettaSlika 12A) odnosno BL21 $lika 12B). Proteinska

ekspresija je inducirana dodatkom IP-BG a proteini suvizualizirani SDSPAG
HOHNWURIRUH]RP 8VSMH&QR HidH6 2@ GXFAkOjinPe SORRLS WRQ H
uslijed niske topivosti, dok proteikiis- % 3 0 U % @dosndHis- %30 06323 VX XVSMHAaQH
L QG X FL U h&kandpiinzaQije UD]O L p L WN R M D NKWRUHIE RO ukC U

Slika 12. Provjeratransformacije bakterijskih soje¥a coliA) Rosetta B) BL21 plazmidimapET-
53DEST-% 30 0%7% -53QFEST-BPM (0$7+ L SBDEST%30 06323HOLpPLQH
fragmenata u parovima baza prikazane su povrh fragmBntgevi - R]QDpDYDMX SRMHGL
bakterijske kolonije, @znakgpE R]QDpDYD PROHNXODUQ L UNADRagdeD UG *HQH 5X
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3.2.1.0ptimizacija prekomjerne ekspresijeproteina His- % 30 0% 7 %

Nakon XV S MttddstpiiacijeE. coli BL21 (DE3), uspostaljena jebakterijska kultura u
volumenu od 10 mL u svrhurgparativne indukcije proteinedbDYyHQD VX GYD SUHSDI
SRNX&aD M D HisQ@&3ON &M ¥

UYL S Rpiepatabvdeindukcie provedenje u medijima TYT i TB (ukupno 7
kombinacija) U dvije replike je dodaa 1% glukoza (Glc) koja je uklonjencentrifugiranjem
prije indukcije IPTGom te su bakterije resuspendirkth X VY M H & ¢z dntibidtikivbXe
kombinacije rastdakteriaVX WUHWLUDQH KODGQLRBRRAPHJIBLQYPHQBR
IPTG. Dvije su kombinacijelodatnotretirane WR S O L Q V N20Pmia RaN R Ff &akon
dodatka IPTGa Uvijeti rastai indukcije svih kombinacija detaljno su opisani Béici 13A.
ProteinHis-% 30 0% 7% LPD WHRUHWVNX Y UspddrbhdpnXkomri@nacije N'D
neinducirane IPTGRP igbBDIds LQGXFLUDQLP NRPELQ)DvEInd 0P MDALF
SURPLMHQD PHGLMD NDR QL GRGDWDN JOXNR]H ]D YULMHP
nisu potakle produkciju proteina Hi% 3 0 U % {Skka 13B).

Slika 13. A) Uvjeti rasta i indukcije bakterij&. coliBL21 (DE3) uz varijacije medija, tretmana i
GRGDWND JOXNR]JH =YMH]GLFD R]IQDpDYD GRGDWQL WUHWPD
IPTG-a.B) Rezultati SDS3$* HOHNWURIRUH]H &UQRP VWUHOLFRP MH R]QDY
His-%30 0% 7 %L NRIMMH XVSMHEQR LQGXFLUDQ @&zn@kaM HOG Q RQVD INIRWIE L Q
PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJH5XOHU®5kDEY 3UHVWDLQHG 3URWF
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"UXJL S Piepasaide indukcije je provedeamedijuTB. U svaku repliku je dodan
U D] OL p LKako DiGpoteki iddukcijuproteina Glika 14A). 'RGDWDN UD]JOLPpLWLK D
pomogao u poticanju ekspresijoteinHis- % 30 0 % {Shka 14B).

Slika 14. A) Aditivi dodaniu medij TB kod rasta bakterijée. coli BL21 (DE3) Indukcija je
provedenama24 hpri f& X] GRGDWDN-a. Uz&r&k 1dDpDYD QHIDWLYQX NRQW
nije dodan IPTGB) Rezultati SDS3$* HOHNWURIRUH]H &UQRP VWD HOIOARDR QIH |
proteina His% 30 0% k&L VH QLMH XVSMHEQR LQGXFLUDR XzekdM HGQRP
N'D R]IQDpDYD PROHNXOVNL VRydstaredRIckirB addeé5260KDE.E 30 XV

3.2.2.Prekomjerna ekspresijai optimizacija SURpLaAauDYDQMD SURWHL
His- % 30 MATH

3.2.2.1Indukcija His- %30 G0$7 +

Indukcija His% 30 00$7+ SURWHLQD SUR¥EHeIHBRDV MWMWD & R MX
transformiranim ET-53-DEST- %30 00$7+% DNWHULMH VX LQGXFLUDQH X
YT. 3ULMH LQGXNFLMH EDNWHULMH VX HIWSUHRMNMHGB®KGD PK@DCLC
uz dodatak 0,5 mM IPT@. U uzorku tretiranim IPT@m na geluje vidljiva vrpca koja
odgovaraHis-% 30 0087+ QD WHRUHWVNRM YHOLPLQL RG N
neiduciranom uzorkuSJika 15A). Indukcija proteina dodatno j& R Vénaunjunodetekcijom
His-% 30 00$7+ QD 39') P HRiE&dN@htiHis u induciranom uzorkuSjika
15B).
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Slika 15 Indukcija proteina His% 30 00%$7+ A) Detekcija indukcije proteina
His-% 30 00%$7+ QD NRAG eldgktroforeze. Protein ima teoretsktHO Lp L Q X N'D L R]QI
je crvenim krugom odnosno crnom strelicom. U negativnoj kontrplbgz IPTGa) nije vidljiv na
WHRUHW YV BRMWNn¥déteKcifalp@teinaHig% 30 00$7+ QD 39') P HittielbDapt:
+LV &UQD VWUHOLGDQR]|¥DYDFD BRGRWHIN'D OHPEUDQD MH VOLN
Western Blot Imaging Systems uz ekspoziciju od 20 @nakaN'D R]QDpDYD PROHNXOVNL
3DJH5XOHUE 30XV 3UHVWRI0RPEG 3URWHLQ /DGGHU

SURpPLEAUDXNB@ MES F 1tV

Nakn XVSMHAQH SURWH L Q WWHHY W IQUEDXaNNEHEM i didRiD His
%30 00%7 N RtdnedUNI-NTA NXJOLFH N D RncwWsekciMmHa REB10Vi2.2.11
Na temelju dobivenih rezultateSl{ka 16A) inducirani protein His% 30 00$%$7+ WMH
potpunosti pristan u talogu u obliku inkluzija te je netopifProtein nije bio prisutan u
supernatantu u topivom obliku. 8 U Rénin&uzorcima (eluensima E1 i E2) su bile vidljive
YUSFH NRMH RGJRYDUDMX WHRUHWVNRM YHOLpPLQL SURMW
antijelom anti-His je pokazano da te vrpce ne pripadaju proteindi8 0 0 0 $ 7(8lika
16B).
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Slika16. SBURpPLAUD YWEOMHOSTLH) $QDOL]D SUR p L-BAG®eIdRtQMrErof' 6
B) Imunodetekcija na PVDF membraimintitijelom antiHis proteina His% 30 00$7+ QDNRQ
SURpLAUDYDQG® DPOWULFL 3URWHLQ LPD WHRUHWVNX YHOLPLQX |
krugom u talogu i crnom strelicom na membrani gdje se ne vidi pozitivan signal. Membrana je slikana
QD XUHYyD M EsterfoBldt litadihg: Systems uz ekspoziciju od 20 min. Oznake uzoraka: talog (P),
supernatant (S), nevezana frakcija (FT), ispiranja-(M8), eluensi (E1, E2) i NNTA agarozna matrica
nakon ispiranja proteina (BPznakaN'D R]QDpDYD PR OH NXHSNIHWYWED OW GUHD/ W
Protein Ladder 1250 kDa.

3.2.2.3. Optimizacija topivosti His %30 00$7 +

Zbog netopivosti proteina Hi8% 30 0057+ XVOLMHGLR MH SRNXaDM RSV
NRULAWHQMHP UD]JOLPLWLK SXIHUD ]Di r@sts] XndukcheWoii sSuL MD 3R
ELOL SRJLWLYQL X SUYRP SRNX&DMX LB&BEXNGEE™MH VXUL LU
solubilizirane u puferima MATH1, MATH2 i MATH3Tablica 8). Rezultati su pokazali da se
His-%30 00$7+ L GDOMH X SRWSXQRVWLtoghD@GliRg [174). WD OR J X
supernatantu MATH3 (S3) nazirala se proteinska vrpca koja bi potencijalno mogla pripadat
solubiliziranom His% 30 00%$7+ @&hodetekcija je pokazala negativan signal u S3
(Slika 17B). Optimizacija topivosti His% 30 00$7 + Q Ljdlaiprofriéisom pufera.
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Slika 17. Optimizacija topivosti His% 30 00 $ 7 A) Analiza topivosti proteina nakon sonikacije
X SXIHULPD 0$7+ 0%$7+ L 0%$7+ &UYHQLP NUXRP IREIYBPpHBQ MH S
talozimaB) Imunodetekcija proteinaHi8% 30 G0$%7+ X 3 L 6 QD 39 antijeldhantiD Q L
+LV 3R]JLWLYDQ VLJQDO MH SULND]DQ FUQRP VWUHOLFRP OHPEU
Imaging Systems uz ekspoziciju od 20 min. Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), abrdjevi uz P
S odgovaraju brojevima MATH pufer@znakakDa R]QDpDYD PROHNXOVNL VWDQGDUG
Prestained Protein Ladder-260 kDa.

3.2.3.0ptimizacija prekomjerne ekspresijeproteina His- % 30 8POP

Indukcija His% 30 0087+ SURWHLQD SURY¥EH®IHRMBettM HBLXL VR M X
transformiranim s plazmidom pEF3-DEST-% 30 06323

3UYL SRNXaDphMvederie XNFLFEMHPHGLMD /% L —/ SEIEONRQRUQH
RosettaBDNWHULMH VX L]ORAaH@HiK@mD GGRODWRBRWHRHDIPXMH XV
indukcija nal8 hpri f &akondodakal mM IPTGa. Analiza neinduciranih i induciranih
uzoraka pokazala je da protein Hi$§30 106323 WHRUHWS/NH YMOLQLMH RVSME
eksprimiran Slika 18). Dodatna provjera indukcije provedena je imunodetekcijom na PVDF
membraniantitijelom anti-His, ali ni neiducirani ni inducirani uzorci nisu imali pozitivhe

signale (nije prikazano).
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Slika 18. Detekcija proteina His%o30 (06323 QD NIRALG 6le&troforeze. Protein ima
WHRUHWVNX YHOLpPLQX N'D R]IQDPpRIQRPUDREDMWIRIMDHER B D PR\
atL R]QDpDYDMX QHLQGXFLUDQ BziaaQ ROV Q RQ D@leMIsi sthbdard X ]RU N |
3DJH5XOHUE 30XV 3UHVWRI0RDPEG 3URWHLQ /DGGHU

'UXJL SRNX&DM SUHSDUDWL ¥hediju Z 2 AQAOONFLME7MSHUBNROYRGE R
E. coli BL21. U dva uzorka dodana je 0,5% Glc koja je uklonjena prije indukcije kao i u
piMDaQMLP SUHSDUDWLYQLP LQGXNFLMDPD 6YL X]J]RUFL VX
X]JRUFL VX GRGDWQR WUHWLUDQEMWREBORQ\VARECDARNMRP PRL,
Uvjeti indukcijesvih kombinacija detaljno su opisani &kci 19A. Analiza rezultata SD®AG
elektroforezom i imunodetekcijomasititijelomanti-His u svim uzorcima pokazala je negativne

rezultate §lika 19B).
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Slika 19. A) Uvjeti rasta i indukcije bakterij&. coliBL21 (DE3) uz varijacije medija, tretmana i
dodatka O XNR]JH =YMH]GLFD R]QDpDYD S U B)GANlizd WiéuRoGe PLQ
His-% 30 06323 QDNR®* HOHNWURIRUH]J]H &UQRP VWUHOLFRP MH R
proteinaHis% 30 06323 RG OznBlKdN'D R]QDpDYD PROHNXOVWE G@@OWVGDU
Prestained Protein Ladder-260 kDa.

3.2.4. Optimizacija indukcije delecijskih varijanta proteina His-BPM1
dodatkom MgCl

Indukciju proteinaHis- % 30 0% His-% 30 G03$7iHis-% 30 063 BZRNXADR VDP
optimizirati dodatkom MgGI tokom bakterijskog rasta. Pripremljene 8u preparativhe
indukcije umedijuTB 1100 —/ SUHNRQRUQH E DH volHBU21IMransfermiane® W X U H
plazmidimapET-53-DEST- % 30 0% 7 % -53DEST-% 30 00$7 4 QET-53DEST-
BPM106323 8 PHGLM 7 %0 dliceroGiRO@A MQMgCh. Bakterije transformirane
plazmidom pET53-DEST- % 30 (16323 VX UDVOH PLQ GRN VX RVWDOD
2h QD .\z&rcisu prije indukcieW UHWLUDQL . ,PAXON® DM Df fokthkBUR N XaD O D

K QD uzfd&datk 0,5 mM IPTGa. Uzorci prije i poslije indukcije analizirani su

imunodetekcijom. Nijedna delecijska varijanta proteina-P4s30 QLMH XVSMHaAQR LQ

(nije prikazano).
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SUHNRPMHUQDLHNYRBpULEBVDMD QMH
*6/%30L QMHIJRYLK GHOHFLMVNLK Y

Delecijske varijante proteina HBPM1 VX VH SRND]DOH QHWRSLYLPD LOL
LQGXFLUDWL .DNR EL V HjaPphte@®DHEEBRROMIWHBAG gpotéinskdim N F
domenama proteina BPM1, konstruirana sUQrRYD SOD]JPLGD NRML VDGUAaH GF
GSTFBPML1 s ciiem SREROM&ADQMD L QRiaxXmidi IpGEX4B1BPWIHIDG D+
PGEX-4T-1-BPM10 % 7 % pGEX-4T-1-BPM10 6 3 2 3su uneseni transformacijomu
bakterijske sojeve. coliRosetta (DE3) i BL21 (DE3Rrovjeratransformacije je kao u sekciji
32,alUDJPHQWL '1$ YHOLPLQH RG SEBTGRAMBD] XMK7SULVXVWY
kb pGEXA4T-1-%30 0%7% L SH-B%30 06323 X VR M3ika ROX)HW W D
odnosno BL21 %lika 20B). Nakon X V S Mttd@stpihacije, potaknuta je indukcg&spresije
proteinaX RED EDNWHULMVND VAR Blekrofdtdzan pilHhikbiditzbkdjodn' po
‘HVWHUQX SURYMHUHQD XVSMHAQRVW -BPRISLYhWRYWH L LQC
GHOHFLMVNLK YRWXMDQGOMXF LINDSMHAQURpPL&GBPOIL, GSFL FLOMD
%30 0%7% -%80 00$7+ L-9%3FJ0 06323 DOL LP HNVSUHVLMD L
RYLVQR R NRUL&WH QR cHIiNxS tdddijall MVWRRULRMWX QRP ]D LQG X

50



Slika 20. Provjeratransformacije bakterijskin sojeva. coli A) Rosetta iB) BL21 plazmidima
PGEX-4T-1- % 30 MATH, pGEXA4T-1-% 30 0% 7 #GEX-4T-1-% 30 (6 3 2&nake 34 su
LIROLUDQL SOD]JPLGL L] SRMHGHDQIQKH HD B WRHIQ VWil 22 eSNORUCRRYQ. P
su povrhfragmentaOznakapE R]QDpDYD PR O HINGE@ BWeR1 kivDNE Caddbr

3.3.1.0ptimizacija indukcije L SURpLaAUDYD GQMBPMW,EBTHL QD
%30 00$7+GBT-%30 (06323

Proizvodnja proteina GSBPM1, GSF% 30 00$%$7+ L -9%30 (6 3 28lucirana je

18h na 15 £ dodatkom G mM IPTGa u 250 mLPHGLMD T <700 B UNDRIRQX UH
coli Rosetta. Na gelu j& L G O M L ivaDndxiktigaNrdtéina GSP6 30 (6 3 2 3RgkManoj

visini od 63,96 kDaVizualizacijaekspresije GSBPM1 i GSFBPM 0 OATH u ukupnim

proteinima indKFLUD QR J X]R U N Dna(8lika 214 LKako bX$£3IdMiBki@0 provijerila

indukcija proteina, inducirani uzorci su centrifugirani, isprani i sonicirani u puferu LyB3
(Tablica5 QDNRQ pHJD VX SURYMHUHQL X}PRAGRrlekvorezBidD L VXS
hibridizacijom po Westernu.$QDOL]RP &h @DpoAtRdgn signal proteina GST

%30 06323 QD WHRUHWVNRM Y-ARAQLOBRG+ QD M| HsnBGIAV V N R
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55,92 kDa iGST-BPM1 NRML LPD SRPDN X NUHWDQMX NUR] JHO SRA&\
60 kDa dok mu je teoretska visina 71,02 kBhlqa 21B). Svi detektirani proteini imabku jasno

U D Jiosigmal u talogu, dok superntantu signatije bio toliko jasan. Stogge provedena
hibridizacija po Westernu kako bi se pokazalo postoje li solubilizirani proteini u supernatantu.
Imunodetekcija antitijelom anttGST je dokazala postojgn signala svih proteina u
supernatantu na teoretskiiLVLQDP D X N O-BPVA KoMX uiduplerrfigdahtu detektiran

Q D eRvanoj visini od 71,02 kDaS{ika 20C). Signali prekomjernceksprimiranih proteina u
supernatantbili su mnogoslabiji od signalautalag SURWHLQ %-&8TEM B N XaDR
LQGXFLUDWL QD Lepwteingd BT @ivjedhdin,laliRj¥gt/B iddukcija nijspjela

(Prilog Slika V.).

Slika 21. Indukcija sinteze proteina GSBPM1, GSF% 30 00$7+ L -%30 (16323 X
bakteriji E. coli Rosettau mediju 2 T YT. A) Detekcija indukcije proteina GSBPM1, GSF
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%30 007+ L -9%3F0 06323 -PA& elektroforezom analizom ukupnih proteina u
neinduciranom-j i IPTG induciranom (+) uzorkuB) Analiza solubilinosti proteina proteina GST

BPM1, GSF%30 00$7+ L-9%30 06323 QDNRQ VRQLNDFLMH YL]XDOL]DFLN
supernatanta (S) SBFRAG elekroforezom €) imunodetekcijom proteina s GSirivjeskom na PDF
membranantitijelomanttGST.OHPEUDQD MH VOLNDQD QD XUHYDMX L%ULJKW
uz ekspoziciju od 20 mifProteini imaju teoretsku visinu od 71,&%,92 i 63,9&Da.Crvenim krugom

VX ]DRNUXAHQL XVSMH&aQ®zndk NKD CRL]JQ D PMYDSPROHINQQVNL VWDQG
Plus Prestaied Protein Ladder 150 kDa .

1IDNRQ XVSMHaQGI-BERE IGEPRBMDG0$7+ L -¥IF0 06323 X
WRSLYRM ID]JL VXSHUQDWDQWX SURWHLQL VX SWBpLAUHQL
—/ JOXWDWLRQ VHIDUR]QLK NXJOLFD 6YD WUL SURWHLQD V
SURWHLQD ELOD MH MDNR PDOD NDR aWRSRIiksi22)YLGOMLYR L]

Slika 22. Vizualizadc MD SURDpPLAUBFNIQGEF %80T 00$7 6ST-%30 06323 QD
glutation sefaroznoj matrici SBS$* HOHNWURIRUH]RP 3URWHLQL LPDMX R]QDE
VWUHOLFDPD D XVSMHAQR SURpPLAUHQL SURWHLQL JDRNUXAHQL
frakcija (FT), ispiranje 1 (W1), proteintezani na glutation sefaroznu matricu (B)znakakDa
R]QDpDYD PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJH5XZ6KD&E 30XV 3UHVWDL(

Kako bi se SRYHUDOD HMpNVSIpteteiniMdBST-BPM1, GSF% 30 0ATH i
GST-%30 06323 SRVWSORDMNMIVRMARSWLPL]LUDWL SURPMHQRP HN
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sojaE. colii vrste medija za rast. Plazmidi pGEN-1-BPM1, pGEX4T-1-BPM100$7+ L
PGEX-4T-1-BPM1 0 6 3 2ieseni su transformacijomsojE. coliBL21 (DE3). Indukcija je
usposavljena u 250 mL med! D 1 p#d iBtim uvjetima kao i prviPripremljeni uzorci taloga

i supernatanta su provjereni SIPAG elektroforezom§lika 23). Na gelu su vidljivi pozitivni

signali za sve proteine na teoretskiLVLQDPD X SXQRXYRGIORBXYIKKIRSNHYL SF
indukcije osim za GST% 30 (16323 NRML QD JHOX QLMH YLGOMLY QL X
IDMYHUD UD]JOLND X RGQRVX QD SUYL SRNXaDM LQGXNFLN
%30 007+ JGMH MH ]Q ERpERjaS BYitiiEdEDaobzirom na signale
SULOLNRP SUYRJ S Rohk4 21BMPreko@jerxadkspradijd GST% 30 0037 +
WDNRYHU VWYDUD SDUFLMDOQH SURG XjNWgiHI ppoRinaIGPT.QL RG
Promjena ekspresijskog soja i medija dovelag&R YHUH HNVSUHVLMH L-WRSLYR
%30 X RGQRVX QD SUYL SRNX&aDM LQGXNFLMH DOL MH QMH.
od proteina GST% 30 00$7 +

Slika 23. Detekcija proizvodnje i solubilizacije proteina GBPM1, GSF% 30 G0$7+ L-*67
%30 06323 X E D NWG %l M DP PH G IYM Rroteini prisutni u talogu (P) i supernatantu
(S) nakon sonikacije vizualizirani su SIPAG elektroforezom. Svi proteiniios GST-% 30 (016323
VX GHWHNWLUDQL X VXSHUQDWDQWX WH VX |[DRNUXAHQL FUYHQL
crnim strelicama.=YMH]GLFD R]QDpDYD LJ-BRRU G20aka BRIV HRY Q D p B6Y7D
PROHNXOVNL VWDQGDUG 3D Jth8aeOosi8kDaUHVWDLQHG 3URWHLQ
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6ROXELOL]LUDQL SURWHLQL VX SURpLAUHQL NDRaL SUYL
Proteini GSTBPM1 i GSTBPM116323 XVSMH&EGQR VX SURpPLAUHQL QD Rpt
VX VLIJQDOL ELOL YLGOBUYR ¥MDVYXaRVPMUMERXEQBXVSMHAEQI
vizualizacije proteina u supernatantu nakon sonikacije i protein &S30 06328 SMHaEQR MH
SURpPLAUHQ X ERQNHP SSWLEIRNREP akbjd Rlika 24). Rpil @roteini
SURPBIQAII VX X YHQDP DNR®MNRQ LQGXNFLMH X EDNWHULMVNRP
X RGQRVX QD LQGXNFLMX X EDNWHULMVNRP VRMX 5RVHWW I

Slika 24. Detekcija proteina GSBPM1, GSTF% 30 00$%$7+ L -%3J0 06323 -PAG
HOHNWURIRUH]JRP QDNRQ SQ@ RHPH IDIDRM@RNWD PQBV WIORAW BWERIHAQR
R]IQDpHQL VX FUYHQLP NUXJRP 7HRUHWVNH YLVLQH SURWHLQD F
nevezana frakcija (FT), procisceni proteini vezani na glutation sefaroznu matricu. Volumeni nanesenih
uzaaka GSTBPM1iGSF% 30 06323 VX — P 607+ —/ JERXUDDPLQH
ekspresije proteina. groteinima GST% 30 06323 L%80 00%$7+ SURpPLVWLOL VX VH
koji odgovaraju visini proteina GSBPM1, ali su to proteini koji imaju nespedfiQR YH]DQMH ]D PDW
NRG SURpPLAUDYDQMD L-BOML pratdih@ynaAkeN ODMBRINDO FBY¥ D PROHNXOVNL
3DJH5XOHUE 3UHVWDLQBGKRURWHLQ /DGGHU
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3.3.2.Prekomjerna ekspresijaL SURpPpLaAUDY D GMDP%S 0 RiVibH Q D

Plazmid pGEX-4T-1-BPM10% 7% NRUL&AWHQ MH ]D LBEBWKHN®BIYX SUR

RpHNLY D Q Bil,5Ka) tbhaktetijskim sojevimd&. coli Rosetta i BL21. ®zirom na
pretpostavku GD GHOHFLMD GRPHQH %7% X]JURNXMH QDMYHUOX
pripremljena je pregrativna indukcija GSSBPM1 0 % 7 $6ja BL21 ili Rosetta medijuTB uz
SULVXWQRVW UShkaO254) L NekoK bBkELij$KdgYd3ta svi su uzorci tretirani 20 min
QD OHGX QDNRQ pHJD VX SURGWddatam 0@ GoXIFiMIPT@INek K QD
X]RUFL VX LPDOL SUHGWUHWPDQ QD -Df8VSNMHRQAYWRRQG
proteina provjerena je analizom ukupnih proteina uzoraka svih tretmana i negativne kontrole
(bez dodanog IPT@). Nijedan uzorak nije imao vidljivu indukciju u uspodbeds
neinduciranim uzorcimaS(ika258 J]ERJ pHJD MH SURY H GHti@d&omdéntk QRGHW F
GST. Jedini pozitivan signal na pravoj visini od 61,55 kDa je imala inducirana bakterijska
kulturaE. coliRosetta kojoj je dodan 0,1 M MgGI2% glicerol. OvajX ]RUDN WDNRVYHU SRN
vLIJQDO SDUFLMDOQH WUDQVODFLMH QD RWSULOLNH N'D
%30 0%7% GROD]JL GR SURL]YRGQMH NUQMHJ SUBIKXNWD X]
25C). Negativni rezultati imunodetekcije nisu pagani.
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Slika 25. Preparativna indukcija GSP6 3 0 0 % APAvjeti indukcije bakterijeéE. coliBL21 (B) ili
5RVHWWD 5 X PHGLMX 7% X] YDULMDFLMH DGLWLYD WUHWPDC
SUHGWUHWPDQ QD f& P-IDQ QOANVRNT IGWROS DI\W NDU,BMD O D K QD
negativne kontrole u koje nije dodan IPTE. Analiza ukupnih proteina SDBAG elektroforezom.
1LMHGQD MDALFD QH SRND]XMH MDVDQ VA% R® 0%JID RpHNINYDQR M
C) Imunodetekcija proteina GS%% 30 0% 7% QD 39') P H&EUat@jelob Q W¥drku s 0,1
M MgCl.i 2% dicerolom. Protein je detektiran na teoretskoj visini od 61,55 kDa kao i njegov parcijalni
produkt translacije na 35 kDa. Signal je detekt uz ekspoziciju od 15 mi©znakaN'D R]QDpDYD
PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJH5XOH-USEKB HRO/QRQA R 3D RAEXIOMH UK
Prestained Protein Ladder-260 kDa.

IDNRQ SRWYUGH XV SMAHIER 6% 7YE KINBURKH *&SWDYDQMH SURW |
LQGXNFLMD X YHUHP YROXPHQX X] LVWH XYMHWH 3URWHL!
MgCl2i2% JOLFHUROD %DNWHULMH VX SUYL SXW UDVOH X F
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SXW X P/ PHGLMD 7% K Q Busigrfakind8kdjebili nédatiipi (il D
SULND]DQR 8 RED SRNXaDMD X WUH kspoheXcilaRQedagdlredtaM H E D N
L X40H X VWDFLRQDUQX ID]X RGXPLUDQM Dje zaDridukcii@ DN R Q
proteina ideala OD vrijednostod 0,6 do 1,0.

Indukcija proteinaGST- %30 0% 7% X YHUHP YROXPHQrep@dwm& Q SR]L
indukcije nije ELOD naVQleird da je vrlo vjerojatno Mgglrazlog pretjeranog
bakterijskog rasta, protokol je optimiziran smanjenjem koncentracije Mg&0 mL medija 4
i <7 5DVW EDNWHULMD XVSRVWDYOMHQ H HolNRedéttayVW H UL
medij je dodano 10 mM ili 50 mM Mgel L JOLFHURO NRML VX GRGDYDC(
bakterijskog rasta ili negsredno nakon indukcije IPF@m. Detaljni opis sastava uzoraka
indukcije nalazi s n&lici 26A. Bakterije swbile predtretirane 30 min hladnitremanom na 4
f& D LQGXNFLMD MH WHNOD K QD f& QD USP 1LMF
proteinaGST% 30 1% 7% X LQ G XF L URiKaReB)XaliRwrézulbimunodetekcije
antitijelom ant-GST pokazali da je indukcija proteina GBPO 0% 7% XVSMHOD X VYD
WUHWPDQD X] SRMDYX GYD SDUFLMDOQD SURGXNWD QD YH
odgovara proteinu GSTS(ika 26C).

Slika 26. A) Uvjeti indukcije bakterijeE. coli SRVHWWD X PHGLMX kdhcemtraéije YD UL M D

MgClz i vremena dodavanja MgelL JOLFHUROD =YMH]GLFD R]QDpDYD GD M
prije dodatka IPTGD ,QGXNFLMD MH WB) Re@ulati SDSPA® elektfooreze indukcije
proteinaGST% 30 0% 7% 7HRUHWahdBSY®W30DQDo3IWRVIH N'D DOL QLMH

nije imala pozitivan signalC) Imunodetekcija proteina GS% 30 0% 7% QD 39') PHPEUDQ
antitjelomant-*67 3URWHLQ MH GHWHNWLUDQ QD RpPHNLYDQRM YLVL(
produkti translage na 40 kDa odnosno 26,98 kDa (protein GST). Signal je detektiran na filmu uz
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ekspoziciju od 30 minOznakaN'D R]QDpDYD PROHNXOVNL VWiledQR3dehG 3DJHS5
Ladder, 16180 kDa

=D SURDPLAUDYD QMBS WiBoWW % LNDPULEMW H @I ivHVIGGD Goxad F L M D
neposedno prije dodavanja IPT&i 246 glicerol dodan prije bakterijskog rasta). RintGSTF
%30 0%7% SURpPpLAUKHOQUMHS RSRMDQR SURWRNROX VD —
kuglica. Na temelju dobivenih rezultat8lika 27) vidljivo je da je protein GST% 30 0% 7 %
LIUDJLWR QHWRSLY SR&WR VH YHULQVNLP GMHORP QDOD]LR
X VXSHUQDWDQWXQ RB SR W piLLa) MG XML QIRE MV SUNRRGYHUHP Y
NRULAWHQLK JO Xkiighod/ hdg@kod tdstdlid Bdl€xijskKih varijanta proteina &ST
BPM1.

Slika 27. Detekcija proteina GSP630 (%7 %-8% HOHNWURIRUH]RP QDNRQ SUR
JOXWDWLRQ VHIDUR]QRM PDWULFL 7HRUHWVND YLVLQD SURWI
PrRPLAUHQ SURWHLQ JDRNUXAHQ MH FUYHQLP NUXJRP 2]QDNH X]F
frakcija (FT), ispiranja B (W1- : SURPLAUHQL SURWHLQ YH]DQ QD JOXWDW]
9HULQD SURMWBOQID 787 |DRVWDOD MHRXPWDORNROWpL @B KIUDD S
supernatantuOznakaN'D R]QDpDYD PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJH5XOHUG
180 kDa.
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BURpLAUDYDQMH SURWHLQD *67

Plazmid pGEX4T- NRUL&WHQ MH ]D LQGXNFLMX SURWHLQ *67 R|
bakterijskim stanicamg. coi 5 RVHWWD '( L %/ ( ,QGXNFLMD L SUR
*67 MH UD put®daralMdsa ostalim GSR ] Q D p prQdirfima, u 10 mL medija2 i
YT iz bakterijeE. coli Rosetta u 100 mL medijad TYT (BL21). Nakon indukcije proteife
SURpLAUHQ SUHPD SURWRNROX RSLVDQRP X VHNFLML
VHIDUR]QLK NXJOLFD 3URWHLQ *67 nSDS MAGEE@RrofdridzotWU RpL & U

QD RpHNLYSGKkR28).YLVLQL

Slika 28. Detekcija proteina GST SBS$* HOHNWURIRUH]RP QDNRQ SURpPL&UD
VHIDUR]QRM PDWULFL 7HRUHWVND YLVLQD SURWHLQD R]QDpHQED
]JDRNUX&HQ MH FUYHQLP NUXJRP /LM 2 ¥Y\T, RdsBttay, |auBsmiDepikul2 H S O L N X
(4 7YT,BL21). 2]QDNH X]RUDND WDORJ 3 SURpPL&UHQL SURWHLQ YH]D
Oznaka N'D R]QDpDYD PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJHBNRDAUE 3UHYV
RGQRVQR 3DJH5XOHUE 3UHV-Y8DKDAHG 3URWHLQ /DGGHU

3UHNRPMHUQDLHNYBHILHNVM DM D Q M H
LQWHUDNF LM VINLRWSHDLLOVD Q% BID

Interakcijski partneri PMS3, RDM1 i HB6) proteina BPM1 su izvorno trebali biti

prekomjernoeksprimiranis GST-privjeskom ali obzirom da su za reakciju kopurifikacije
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LQGXFLUDQL L XVSMHAaAQR SURpL a gov@deléciskerMijdfte ¥GSTS UR W H |
SULYMHVNRP LQWHUDNFLM YV N His$iivjeakom PdAmiti XEEARaG+y FLUD Q L
'06 /R U N RsvL, (2012), pET-28a(+})RDM1 i pPROEXHtb- + % 7TRNLU NRMI
kodiraju za proteirHis-DMS3, His-RDM1 i His-HB6 V X XV SuMadeénQriansformacijomn

bakterijski soE. coi 5RVHWWD E '( 7 (EPRQWerénd rRaKE b PCR In fusion
SRpHWQIabliosPZp VHOLPLQH YL]XDOL]JLUDQLK '1$ IUDJPHQDWD
plazmida su: 492 pb za pE2Ba(+}RDM1, 936 pb za pPROEMXtb-HB6 i 1263 pb za pET
28a(+)}DMS3 (Slika 29.). ,] XVSMHaQ R WUQLKXY EEDINPMWHULMD MH XVSRVW
NXOWXUD NRMD MH VOXaLOD |]D XVSRVWDYOMDQMHis-NXOW XU
DMS3, HisRDM1 i His-HB6.

Slika 29. Provjeratransformacije bakterijskog sofa coli Rosetta plazmidima pPROENtb-HB6,
pET-28a(+yRDM1 i pET-28a(+}DMS3. .DR SR]JLWLYQH NRQWUR OH9M®IUHIEQWH Q L
fragmenata u parovima baza prikaz su povrh fragment@znakapE R]QDpDYD PROHNXODUQL
Gene Ruler 1 DNA Ladder a brgevi 1-4 broj replike bakterijske kolonije.

3.4.1.Prekomjerna ekspresijaL. SURpLaAUDYD GMDMSURWHLQD

ProteinHis-DMS3 S U R p lieduidiréplike. Prvi puje induciran X P/ PHGLMD i1 <7
i 0,5 mM IPTG Indukcija je tajala K QD ,apflBRWHLQ MH SURpIEHAHQ V
kuglicaprema protokolu iz sekcije 2.2.11. te mu je promijenjen pufer kako bi imao isti puferski
sustav kao i proteini mamci (sekcija 2.2.11.PYRWHLQ MH XVSMHAaAQR SURpLauUF
U eluensima su bili prisL L SURWHLQL NRML VX VHNT@hat&H ELILPQR
obzirom da proteini prirodno mogu imati nekoliko uzastopnih histidna.

'UXJD L WUHUD UHSOLND VX LQGXFLUD Q@G58 MMUIPD@MOQR X
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SRVWXSDN SURDpPL ANDR D QJNd DU M B OLLMNAX DOL MH ]D GUXJX UH
17%$ NXJOLFD D ]D UH-ETAkNgKca. Rezutalti sulbili pozitivni za obje replike

te je protein His' 06 SURpPLEAUHQ QD RpHNLYDQRM YLVLQL RG N
PYWRUH SUPRMSj€dvathd bogX SRWUHEH PDQNMA NRDADDEDQHAaAIWNR N
VPDQMLOR QHVSHFLILPQR YH]DQM R*RpGI iptoteDHiRINS3Y H i L Q X
(Slika 30. ,DNR MH UHSOLND LPD® B XQRAY M XXp NRW R[BHXQ X FSOUAR
DMS3 (Prilog Slika VI.).

Slika 30. Detekcija proteina H¥OMS3 SDS3$%$* HOHNWURIRUH]RP QDNRTASURDpLAU
PDWULFL UHSOLND SURWHLQ LPD R]JQDpHQX WHRUHWVNX YL\
krugom u eluensima. Protein Hs06 XVSMH&aEaQR MH SURpLAUHQ WH VH QDOD
supernatantu i eluensima. Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), nevezana frakcija (FT), ispiranje
1 (W1), ciljani protein ispran sa MNTA matrice (E1E3), spojendrakcije eluensa sa promijenjenim
puferskim sustavom (EPznakaN'D R]QDpDYD PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJH5
Ladder 16180 kDa.

3.42. Prekomjerna ekspresijaL SURpLaAUDYD @MRDNMIURWHLQD

Protein His5'0 MH SURpLaUOHG MHGDPRP MH X P/ PHGLMD T <7
om ,QGXNFLMD MH WUDMDOD K QHKaoireplka Dor&teim WBMSJ.L VX SUF
5H]XOWDWL VX SRND]DOL XVSMHE'QR X URLPLRK X YILYWH BXU KW
QD SURDpL aineHHsDMSB RHE-HB6 kada e koristio isti volumen NNTA kuglica.
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Zbog izraziteekspresije i topivosti His5s'0 ]DVLWL YHULQX VORERGQLK NRRL
na NENTA matrici. HisSRDM1 je detektiran na teoretskoj visini od 22,38 kDa u supernatantu

i eluensima. Protein HiIS'0 MH SRND]DR QDMYHUX VWDELOQRVW RG V?°
vrlo nisku stopu degradacije u odnosu na proteinelHiS3 | HisHB6 (Slika 31).

Slika 31. Detekcija proteina HERDM1 SDSPAG elektroforezom nakonp R p L & G2 YWENDAM D
matrici. 3SURWHLQ LPD R]JQDpHQX WHRUHWVNX YLVLQX SURWHLQD F
NUXJRP X HOXHQVX 8VSMHAQR VH SURpLVWLR WH VH QDOD]L >
Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), nenefrakcija (FT), ispiranja (W1), ciljani protein ispran
sa NiNTA matrice (E2E3).OznakaN'D R]QDpDYD PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJH!
Ladder 16180 kDa.

3.4.3.Prekomjerna ekspresijD L SURpLAUDY MH@MES SURWHLQD

ProteinHis-HB6 je JERJ LJ]UD]LWH QHVWDELOQRVWL VODEH HNVS
SURWHLQLPD NRML VH ¥YHAX RHWSHFXILpWRDMINRLI SROXAaLY
SXWD 6YD WUL SXWD MH SréehRip| kointeqraxijkaSusiM &G R X DUHD N F L |
kopurifikacije sproteinomGST-BPM1 i njegovim delecijskim varijantama.

3UYD UHSOLND NhHucBan&PpW B IWNHR@IR LQH NXOWXUH X u P/ PHC
tikvicama od 2 L. Poizvodnja proteinanduciraraje K QD doda&om 0,5 mMPTG-a,

a His-HB6 je S U R p Lkaai Ho@pteini DMS3His | RDM1-+LV V NTA Kuglica.

Rezultati su pokazali pozitivan signal za protein-HB6 u talogu na teoretskoj visini od 38,39
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kDa. U supernatantu i eluensima signal nije bio vidiilika 32A), ali n&kon imunodetekcije

antitijelomantiHis, His +% MH YL]XDOL]JLUDQ X HOXSIiKa838)QD RpHNLYL

Slika 32 3URpPL&UDY D QM-HBG([(ERIRAH)AR PQHOLYVL]D SURpPpLAUDYHBQMD SURYV
nakon SDS3%$* HOHNWURIRUH]H 3URWHLQ LPD WHRUHWVNX YLVLQX R
u talogu, odnosno crnom strelicom. Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), ispiranja (W1), ciljani
protein ispran sa NNTA matrice (E2E3).B) Imunadetekcija proteina HisiB6 u eluensu 1 na PVDF
membraniantitjelomant-r+LV &UQD VWUHOLFD R]QDpDYD SURWHLQ QD YL
VOLNDQD QD XUHYDMX L%ULJKW :HVWHUQ %O RWOzRakaBD®QJ 6\VWH
R]QDpDYD PROUBDNCGODWNEL 3aDJHS5XOHUE 30XV -230MDAWDLQHG 3URWHL

'UXJD UHSOLND MH LQGXFLUDQD X GYLMH WrddkcidkeH R G
SRWDNQXWD K QD f& GRGDRDWNR® |DYREHIYH LQGXNFLMFE
od 50 mL s spojene, centrifugirane, isprane i sonicirane u puferu LyBlilica4 QDNRQ pHJD
VX SURWHLQL SURpiNTAK@Ilica\kéb i replika/1.1Rezultati su pokazali da je
protein HisHB6 ponovno inducirama dobroj visini od 38,39 kDa. Zazl&ku od replike 1u
ovoj replici se u eluensima naziru signali na teoretskoj visini koji bi potencijalno mogli
odgovarati HisHB6 (Prilog Slika VII. 2YD UHSOLND MH LPDOD SXQR YL&H
SURWHLQD WRNRP SURpLA D pajeQ MidkioncenGagije pristeideDnegdis O L N X
replici 1.

=DGQMD UHSOLND MH LQGXFLUDQD X Wrddktijaje trajgl&18 / X F
K QD uzfdbdatak 0,5 mM IPT@. Cijeli postupak ekstrakcije proteina je isti kao u
prethodne dvije repliik RVLP aWR MH EDNWHULMVNL Wabl©oaR4). VRQLFL
SURWHLQL VX SURpLIAAHRXINODLFD SUHBRD YHU VSRPHQXWRP S
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SDS3%$* HOHNWURIRUH]H VX SRND]DOL QDMYHUX VWRSX RC
Q HV S H kilotihgs@ri& prethodne dvije replike. Signal od 38,39 kDa je samo vidljiv u talogu

I potencijalno u supernatantu dok se u eluensima ne nazire vidljiv signal (nije prikazano).

. RSXULILNDFLMWD %BVRWHQERBIRYL
GHOHFLMVNLKMD®& LMD®) W DLNVL V

+%

Interakcije proteinagGST-BPML1 i njegovih delecijskih varijanta s proteiniraas-DMS3,
His-RDM1 i His-HB6 su provjeene kopurifikacijom. Mamaag¢otein sGST-privjeskom) je
vezan za glutationefaroznu matricu, a plijerpfotein sHis-privieskom XNROLNR VH YHAat
PDPDF VH SURpLaAUXMH |[DMHGQR V PDPFHP QDNRQ QL]D LVS
interakcija je provjerena hibridizacijom po Westerantitijelom anti-His koje detektira
interakcijske partnere, dok su proteini s G$fivjeskom detektirani direktn na PVDF

membrani obojanorbojom CBB.

3.5.1. Kopurifikacija proteina GST-BPML1 i njegovih delecijskih varijanta s
proteinom His-DMS3

Interakcija proteina GST 30 00$7+ *%B0 06323 L-%B80 0% 7% V
proteinom HisDMS3 je prRYMHUHQD NRSXULILNDFLMB® izZaktelGDQ Q
nestabilnosti protemHis'06 L NUDWNRJ REXXAULYRWEOLMD MH UDYHQD |
RG NRMLK MH W UOhai He L © D O/ 0 MaQpipieind RIEDMISEu\Wwdddsd L M X
QD RVWDOH GYLMH UHSOLNH SURpLaAUDYDQMD PJ P/
proteina His'06 L —/ SURWHLQD PDPFD YH]DQLP ]D JOXWDWL
QHIJDWLYQD NRQWUROD NRULAWHQ MH SNURWHER® *67—Y/HNMI
—/ +L060 NDNR EL VH VSULMHPLOL ODAaQR SR]JLWLYQL VLJQD
D ]D SRILWLYQX NRQW U R-@3 N RULIMVINV Mebs MHDMESB FidEr@to od6 7
prije. Protein HisDMS3 je imunodetektirarantiijelom anti-His na PVDF membrani na
teoretskoj visini od 49,08 kDaiagput-u (plijen bez mamca) 6 LJQDOL RG N'D X MD
s reakcijskim smjesamaznakaB na Slici 23A) ukazuju na vezivanje proteina HXVIS3 s
proteinima GSIBPM1, GSFBPM1'SPOP i GS$-BPM1'BTB, dok je za
GST-BPM1'MATH negativan te je signal HI®BMS3 vidljiv samo u nevezanoj frakciji. Signal
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u nevezanoj frakciji HEbDMS3 + GSTBPM1'MATH puno je slabiji u odnosu na ostale
nevezane frakcijeHT) gdje postoji pozitivan signal vezanja RRDPFLPD % XGXuL GD |
VOXpDMX QH DMNEB ¥rot€)d ba 6EBRPM1' 0$7+ RpHNLYDOL SXQR MDpl
IUDNFLML )7 SRVWRML PRIJIXUQRVW GD VH GLR SURWAHLQD L]
VLIXURBEDFLW PRJXUQR\DWSR i(GBTHBRPNDLNWAT M. MlegdtiVan signal

His-DMS3 u nevezanoj frakciji proteina GEBPM1' 6323 VXJHULUD VQ-DESEQ DILQL\
prema GSTIBPM1' SPOP §lika 33A). Signal je vidljiv i u negativnoj kontroli, proteinu GST
vezanimza glutation sefaroznu matricu uslijgateduge ekspozicije filmaSignal se nije

pojavljivao u reakciji s GSThiakon smanjenja trajanja ekspozicije (nije prikazano) ili slikanjem
PHPEUDQH QD -DiGitH@HeMikimirgescent Western Blot Scanner -QOR,
BioSciences) (nije prikazano). Na membramividljivi mamci GSTBPM1 na teoretskoj visini

od 71,02 kDa i GSBPM1'MATH na teoretskoj visini od 55,92 kDa kao i njegov parcijalni

produkt koji je nastao vjerojatno uslijied degradacije. Proteini -8BM1'SPOP i
GST-BPM1'BTB nisu vidljivi vjerojatno uljed preniske koncentracije ili potencijalne
degradacije na membrani. HI K6 MH YLGOMLY X LVWLP MDALFDPD ND!
pozitivan signal na proteinu GST, GBPM1'MATH i nevezanoj frakciji proteina
GST-BPM1'SPOPR Na membrani signal HIEBMS3 nijevidljiv u nevezanoj frakciji proteina
BPM1-GST i BPM1'MATH-GST, ali su ti signali na filmu najslabiji u odnosu na ostale
QHYH]DQH IUDNFLMH X NRMLPD VH MDYOMD VLHEIM3I3SD MH Y
na membrani da se detektira bojom Cgika 33B). HissDMS3 interagira sa svim proteinima

mamcima osinGST-BPM1' MATH.
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Slika 33. Vezivanje proteina His-DMS3 na GSTBPML1 i njegove delecijske varijanted)
Imunodetekcija HiDMS3 antitijelom anti-His na teoretskoj visini od 49,08 kDa reakciji
kopurifikacije. HisDMS3 je interagirao sa svim mamcima osim GBAM1'MATH. Signal je
negativan u nevezanoj frakciji proteina GBIPM1'SPOP. Oznake: reakcija vezivanja HiIMS3
proteina na mamo@) i nevezana frakcija proteina (FT). Signali ste#térani na filmu uz ekspoziciju
od 30 min.B) Detekcija proteina mamca i plijena u reakciji kopurifikacije na PVDF membrani
obojanom CBBRP &UQLP VWUHOLFDPD VX R]QDpHQL GHWHNWLUDQL |
26,98 kDa, GSIBPM1 71,02 kDa i GSBPM1 'MATH 55,92 kDa)OznakaN'D R]QDpDYD PROHN X
VWDQGDUG 3DJH5XOHUE 3UHSWDAL QHG 3URWHLQ /DGGHU

3.5.2. Kopurifikacija proteina GST-BPML1 i njegovih delecijskih varijanta s
proteinom His-RDM1

Interakcija proteina GSP030 00%$7+ *BB0 06323 L-%B80 0%7% V
proteinomHis5'0 MH SURYMHUHQD NRSXULILNDFLMRP AMHGDQ QI
X GYLMH XVSMHaAQH UHSOLNH QD NRMLPD VX YLGOBMILYL MH(
sesastojalRG —/ SURWHLQUDR@QMWPNRQFHQWUDFLMH —J P/ L
PDPFD YH]DQLP ]D JOXWDWLRQ VHIDUR]QH NXJOLFH .DR QH
YH]DQ ]D JOXWDWLRQ VHIDUR]QH N X JRDIVEHis, a za-poziBvRPP L M H & D
NRQWUROX NRBBI0& W HK) HMM H 6rHRDM Do@pijepo¥rnatd. Ymunodetekcija
antitijelom antrHis pokazala je protein HHRDM1 na teoretskoj visini od 22,38 kDa u

pozitivnoj kontroli kao i u negativnoj kontroli te u sviuzorcima proteina mamaca i njihovih
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nevezanih frakcija. lako se H§'0 YHa&H ]D QHJDWLYQX NRQWUROX *67 L
kuglice, signal vezanja je vidljivo puno slabiji u odnosu na interakciju s proteinima mamcima,

D VLIQDO PDPFD *6 ji otMdstaShxs@rilah@mac8lka 34A). U replici 1 signal

vezanja HiSRDM1 za GST je negativarP(ilog Slika VIII. ), ali se vidi slabi pozitivan signal

QD JOXWDWLRQ VHIDUR]QLP NXJOLFDPD NRMH VX NRULaAWH
PRJIXU@OVIERJ P DO protéirh@®is-RDKQIHzapinjeu pore kuglica. Rezultati se
podudaraju & signalima na PVDEmembraniobojanom CBBom gdje se vidi pozitivan signal

Hiss5'0 X VYLP MDALFDPD NDR L QD PHPEUDQL RBPMR X LQWHE
usljed YUOR PDOH NROLPLQH SURWHLQD NRMD MH ELOD X UF
VHIDUR]QLK NXJOLFD WRNRP SURFHVD LVEAMI Dptsiia, 8VSUN
interalcija vezanja s proteinom HRDML1 je i dalje vidljiva imunodetekcijom na menam.

Na membrani su vizualizirani mamci GBPM1'MATH (55,92 kDa) i GSTBPM1'SPOP

(63,96 kDa) dok ostali mamci nisu detektiraojom CBB vjerojatnouO LMHG SUHPDOH NR
proteina(Slika 34B). Hiss5'0 VH YH&H ]D VYH GRPHQH SURWWYHI®D %30
DILQLWHW YH]DQMD QL ]|D MHGQX GRPHQX DOL VH VODER Y

Slika 34. VezivanjeproteinaHis-RDM1 na GSTBPML1 i njegove delcijske varijante (replika 2)
Imunodetekcija HilRDM1 antitijelom antiHis na teoretskoj visini od 22,38Da u reakciji
kopurifikacije. HisSRDM1 ima pozitivhu interakciju sa svim uzorcima. Signal je pozitivan u reakciji s
proteinom GST, ali je intenzitet vezanja puno slabiji u odnosu na ostale proteine. Oznake: reakcija
vezivanja HisRDM1 proteina na mamce Bnevezana frakcija proteina (FT). Membrana je detektirana
QD XUH-PM Ehetniluminescent Western Blot Scanner-QOR, BioSciences) na Vvisokoj

osjetljivosti (12 min)B) Vizualizacija proteina mamca i plijena u reakciji kopurifikacije na PVDF
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membraQL ERMRP &% % &UQLP VWUHOLFDPD VX R]IQDpHQL GHWHNWL
26,98 kDa, GSTBBPM1'MATH 55,92 kDa i GSIBPM1'SPOP63,96 kDa).OznakaN'D R]QDpDYD
PROHNXOVNL VWD Q G PtesiaiBdd Proei Oadded6a KDX V

3.5.3. Kopurifikacija proteina GST-BPML1 i njegovih delecijskih varijanta s
proteinom His-HB6

Interakcija proteina GST© 30 G0$7+ *GB0 06323 L-%80 0%7% V
proteinom His+% MH SURYMHUHQD NRSXULILNDFLMRP AMHGDQ QI
4 replike odkojih nijedna replika nije imala pozitivne signale uslijed vrlo niske koncentracije i
stabilnosti proteina His1B6. 3 R p H Whebtradija HidHB6 se kretala od 0,11 do 0,79 mg/mL
RYLVQR R UHSOLFL SURpLAUDYDQMD DOLpM&HIRQMMND S W RWYHHIL
NRML VH YHaX QHNT& hh&ttidupa (@ Realix Kohcentracija proteinaHB6 puno
PDQMD RG LIPMHUHQH 8 VYDNRM UHSOLFL NRSNXUYRONCPFHH M |
proteina HisHB6 s —/ SURWHLQD PDP kuixtionH¢éfaan® kjdicel Kao
QHJDWLYQD NRQWUROD NRULAWHQ MH SURWHLQ *67 YH]DQ
kontrola vezivanja bio je GSP430 pLMD MH L Q bdigrijeNvarRdia PHW ¥ BW L SRN X
kopurifikacije je jedini imao poziian signal unputuimunodetekcijomantitijelom antiHis,
ali je visina proteina Hi#1B6 na visini od 55 kDa umjesto na teoretskoj visini od 38,39 kDa
(Slika 35A). Rezultati se podudarajuP®/DF membranonobojanom bojom CBB gdje se ne
vidi nijedan pozitivan signal HiHB6. U inputu nema pozitivhog signala vjerojatno uslijed
SUHPDOH NROLDLGRS da R Uetdhtia hojerh \CBB. Na membrani je samo
vizualiziran mamac GSBPM1'MATH (55,92 kDa) te njegovi parcijalni produkti nastali
uslijed degrdacije kao i parcijalni produkti degradacije GBPM1'SPOP dok ostali mamci
QLVX GHWHNWLUDQL ERMRP &%% YMHURMDWQR XVOLMHG S
na membrani i/ili na glutation sefaroznim kuglican®lika 35B). Na temelju dobiver
UH]XOWDWD QH PRaH VH ]DNOMXpLWL QLAWD R LQWHUDNFL
SPOP proteina BPML1 uslijed vjerojatne degradacije proteina HB6 i/ili premale koncentracije

koja bi se vizualizirala imunodetekcijom.
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Slika 35. Vezivanje proteina His-HB6 na GSTBPML1 i njegove delcijske varijanteA)
Imunodetekcija HidHB6 antitijelom anti-His na visini od 55 kDa. Teoretska visina proteina je 38,39
kDa. HisHB6 nije detektiran u ostalim uzorcima vjerojatno uslijed degradacije proteina ili premale
koOLpLQH SURWHLQD |]D LPXQRGHWHNFLMX -2B&r2aNidmce&) BDINFLMD
nevezana frakcija proteina (FT). Signali su detektirani na filmu uz ekspoziciju od 6B)netekcija
proteina mamca i plijena u reakciji kopurifikacije na PVBEembrani obojanom CBBm. Crnim
VWUHOLFDPD VX RIQDpHQL GHWHNWLUDQL PDPFL QRATWHHRUHWVN
GST55,92 kDa)OznakaN'D R]QDpDYD PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJH5XOH!
10-180 kDa.
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5$635%9%

&LOM RYRJ LVWUDALYDQMD MH ELR LVWUDALWL XORJX GR
interkaciji s proteinima RdDM puta DMS3 i RDML1 te transkripcijskim faktorom HB6. U tu
VYUKX ELOR MH SRWUHEQR LQGXFLUDWL tijskeU&iphté WLWL S
BPM1'MATH, BPM1'BTB i BPM1'SPOP te interakjske parthere DMS3, RDM1 i HB6
REL O M KE&H Qddosvio Hisprivieskom &WR SRGUD]XPLMHYD QL] PHWRGHF
SRVWXSDND HNVSUHVLMH L SURpLaApDYDQMD SURWHLQD NF
VSHFLILPQR XVSRVWDYOMHQL

(NVSUHVLMD SURWHLQD L XVSMH:

(NVSUHVLMD L S UOtefel 88PMY, D BRWEH MAT'H,
BPM1'BTBiBPM1'SPOPRELOMHAHQLK SULYMHVNRP *67

Escherichia coiMH QDIMGHRP DULQ ]D SURL]Y RBd@WcKu proelddi NRP MH
XVSUNRYV OLPLWLUDMXULP IDNWRULPD SURWHLQVNH HNVSL
LQGXNFLMH X SURNDULRWVNRP VXVWDYX MH PRJXUQRVW I
LQNOX]LMYV NQoktaWsmt HOHMA. MR EL VH SRVSMHAGLR SURWHLQVNL
je konstruiran u obliku fuzijskog proteina sa proteinskim privieskom ddisosno GST.
SURWHLQVNL SULYMHVFL VH NRULVWH NDtiRa ELSRW¥YHRPR DX
proteinska topivostali ponekad mogu i destabilizirati proteine (Costa i sur., 2(Adyjjesci
GST i MBP (englMaltose binding protein GRND]DQR SREROM &Rspiedijud SUHNR
topivost u odnosu na proteine koji nemaju ovejpske(Zhou i Wagner, 2010ProteinGST-

BPM1 jeranije X VS M H & Q Rulm@djud B LDUDIQX] VODEX HNVSUHVLMX L WR S
8 RYRP UDGX VH SRNX@batDpriReéd/ BPNLYdraspekdin bakterijskog
ekspresijskog soj&. colii PHGLMD ]D UDVW 1DLPH SURWpBMWNMND HNVS
PHGLMX /% D Odgpxhodapokexa iMuHiéN LP VOXpDMHYLP B BdR@MH WR S
SURGXNFLMH WRNWYRLQMWNPAHWD ERORMWD KUDQMLYL PHGLML |
YT.RD]JOLNH X SUHALY O MeH QrMeinseeDmdikdfje)drdvtRze D pW Q MHQ LFH GD
bakterijama mijenjastopa metaboliziranj&komponentakoje se nalazes visoko hranjivim

medijima (Kram i Finkel, 2015) Bilgimol i sur. (2015)navoct da U D ] O kamtewtriacija
SHSWRQD L HNVWUDNWD NYDVFD PRaH SRYH D tahelNRQFHQ\
dobivenih rezultataidljivo je da se topivost i razinekspresije proteina GSBPM1 SRYHUDOD
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promjenom medij2 T <7 X PHGLM 3SRWHQFLMDODQ UD]J]ORJ SRYHUDQ
objasnititime a WeRedij 1 < Bogatijiizvor ugljjikaXVOLMHG YHUH NR&&HHQWUDF
SRGUAaDYD UDVW E UKkanen)200Y.NH ELRPDVH

DUXJL SRWHQFL M Dilfb@a rékonpliidrantnoghpiote¢id&ST- %30 PRAaH ELWL
SURPMHQD HNVSUHVLMYV N Rdhdd protamad j&) st e Repliol RKdi@je 9 H U L
NRULAWHQ E B.NOWBL2L B3N odnBsM na soj Rosetta (DE3jojem je prihod
bio manji. Oba soja ne proizvode mRWHD]JH /RQ L 2PS7 &WR VWDELO]
UHNRPELQDQWQLK SURWH ieRtbr pRARE kbjivkatiDa za( desdt RaBdha L
koje se ubrajaju kodoniRIL (AGG/AGA, AUA, i CUA) koji su slabo zastupljeni H. coli, a
V S H F Lsulzp @ukariotske organizmé& SUHQL WL S bR Eliosdom gvepozNa rijetki
kodon (poputkodonaRIL) nedoYROMDQ EURM SR W uzkbko@ati KravslacljskeP R & H
pauze, prekid translacije i slabiju proizvodnju proteina (Nastyrj 2001Rosano i Ceccarelli,
2014) Stoga soj Rosetta (DE3)pazmidom S5$5( PRAH GRSULQMHWL YHUHP
prihoduuslijed translacijskog ubrzanja (Bilgimol i sur., 201S)druge strans RYHUD QD UD]LQ
WUDQVODFLMH PRa4H GRYHVWL GR QHSUDYLOQRJ VPDWDQN
(Rosano i Ceccarelli, 2014RDQLMD LVWUDALY DI@phil WXQIRHUDRMHDL @GLD WH
5% kodonaRIL se YHULQRP QDOD]H X QHWRSLYRM IDJRGEBVNMQR L
sekvena proteina BPM1 V D G3,Bé%lLkodonaRIL, ochosno GST-BPM1 5,086, a mjava
translacijskog ubrzanjanjenenegativneposljedicejavljagju se DNR MH XpHVW®BORVW Yl
'RGDWQL QHGRVWDWDN VRMD 5RVHWWD MWB &DRGUR DPFYHD\Q B
plazmidapRARE (wolfson.huji.ac.il/expression/rosetta.pdf).

GST-BPML1 je pokazao blagi ponkakretanja na geluX V O X p xéjexu m€R 7 <7
(E. coliRosetta). Detektiran je na visini 0d-68 kDau talogudok mu je teoretska visina 71,02
N'D 6OLpDQRSWDRMBRONHRI . 7RNLU REMDaQ MudetgielRY X SRN
privieska GST na kretanfgeST-BPM1 NUR] JH OswWR &d(dpisujei pomak kretanja za
protein GST.UoR P LV W U D ahil¥ X & WX Q@hdjlited Xa¥@Es Te se vjerojatno radi o
XWMHFDMX GUXJLK pLPEBSQLNRJIHWRSE H UicRiichim@dikana FD G D
istog eksperimentaroteinGST-BPM1imunodetekcijonbio detektiran na teoretskoj visini od
71,02 kDa Treba napomenuti da pgetekcija indukcije proteina GSBPM1 u talogugdje se
XRpDYD SR PdkikzNebHa\Wrbvigidna na 7% poliakrilamidnom gelu dok se u svim
RVWDOLP VO X p Dpdridijéprévizrapdsl kb JIR6YgBIuU.Rath i sur. XRpDYDMX GD
VH QHNL SURWHLQL NUHUX VSRULMH LOL EU&H RYLVQR |
koncentracija akrilamida i molekularna mMas SROLSHSWLGD RIENMRXEXMB\YIMH

smjera pomaka kretanja na geldutori sugeriraju dagelovi koji imaju koncentraciju

72



DNULODPLGD QLAX RG HNYLY D HERAY Gt DPYRDEML Xoe@BRSDE M QIIR B &1
SURWHLQ ]ERJ pHJD nbgatih§i @& ReN/Q S RADW DHIGIH WA Hp R BRH UFHR D WA
gel prema pozitivnomaboju 6 RE]JLURP GD VH RYD SRMDYD MDYOMD YHU
i transmembranskih proteina, ova hipoteza bi se trebala piekdperimentalno na gelovan
NRML LPDMX Y H PKkakes Yi\seRvidjxloRi@azi li do promjene visine detekcije.

ProteiniGST-BPM1' MATH i GST-BPM1' SPOPhili su inducirani paralelno sa proteinom
GST-BPML1. S obzirom da su delecijskegteinskevarijante BPM1 SPOP i BPM1IMATH
SUYL SXWD LQGXF netad@niih vivaeulbRopLraduHn@ Hostoje literaturni podaci
NRML EL VOX&LOL ]D XV S RNaHeBEM rez Rt [Y N Q M dapd-id phOasAD W D
proteina GSTIBPM1'MATH ]DGRY R O MIDKY 2 Mskabd topivost varijanté5ST-
BPM1'SPOPQDGRPMHAWHQBURVYE HARBDYMRI]IL XVSMHEAQH RSWLEF
jednaki kao i za GSBPMljerseL |D RYH YDULMDQWH SRY hio2i@dD HNVSL
promjenom soja RosettauBL L PHGLMD 1 <7 X 1 <7

Na topivost proteinaX W Mriddxe{je ili delecije domenkoje PRJX ]QDpDM@R XWMH]
smatanje, ali i stopu eksmige (Prakash i Bateman, 2015\ aWR VH WLpH SURWHLQD ¢
da delecija domene MATH (405 pb)RoYHUDY D V W D EijuOkQj&j¥ ia IS XHQNR/ SADHD X
RGQRVX QD SURWHLQ %30 L GUXJH GHOJWAFH jeVjedida YDULML
GHOHFLMVND YDULMDQWD %30 SURWXXLOQ®DXNRWDO RVEH OXWHEA
privjeskom His

Rezultati ukazuju dae stailnost poteina BPM1 smanjujako se uklanjguGLMHORY L EOLAL
terminalnom kraju proteindpak Wklanjanje domene SPOR92 pb)nije imaloposeban utjecaj
na stabilnoshi na ekspresijw varijantiBPM1'SPOP, ali uklanjanje domene BTB (354 pb)
iznimnoje destabilizirdo protein Tako je varijant8PM1'BTB imala smanjenekspgesiju te
je bilavrlo netopivau odnosu nha BPML1. Proteaika varijantaGST-BPM1'BTB se stoga nije
mogla LQGXFLUDWL NODVLPpQRP PH&REGER ArijdigorePa §ST- LQG XFL
BPM1. ORJXUH MH GD MH XNODQMDQMH %7% GRPHQH YLaH GH)
domeneMHU VH XNODQMD YHVH GNROBQRIY WILUQHE LOQMMHGLR GRI
SPOP domena sesvim radovimaR|QDpDY DM X V/PORIoMENR dhdzirém da imaju
]DMHG @dgp M u ovom radu su po prvi puta ove domeodvojenesamojednom
aminokiselinom (Gly) LV W U BadebvidduQokkazane kao dvije subdomeYeHiH GRPHQH
BTB/POZ Uzme li se wbzirda £ domeneBTB i SPOPipak, zbog baremMMHGQH ]DMHGQLY
funkcije xinterakcije s kulinom3mogu promatrati kagedinstvena domena, delecija bilo koje

od ovih dviju domendormira tzv. krnju odnosno atrofiranlomenuBTB/POZ Prakash i
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Bateman (2015) uvode pojam atrofije domdria V O X pdoEMseluntiesto delecije cjelovite
regije, XNODQMD GLR MHGQH GRPHdmer@Smatpa+P da fuBtsi wdD MH N U ¢
DPLQRNLVHOLQD LOL YL&H YUOR GHVWDELOL]JLUDMXUOL S

X RYRP VOXpDMX WR EIRBRLOBD LAEAMNMNID D%l LOL & WHUPLQI
toleriraju X RYRP VOXpDMX . GakoPli Qel2cija 3amtokiselina i na N i na C
terminalnom kraju potencijalno uzrokovatiestabilizaciju proteinasmatra 8 dau tim
V O X b D Nvdstoje k@mpenzatorni mehanizmi stabilizacifgogaje P R J XdeHdelecija
domene BTB destabilizira protein jer se naldzi QMHJRY R P V U HGhaduQMwebePi GLMHO
sur. (2005) konstruirana je delecijska varijanta BPM1 nazvanaMiBESPgdje je uveden
kodonSTOPQD ORNDFLML OHXFLQD NRML VH QDOD]JL L]PHYyX C
proteinska varijanta BPMIBTB 'SPOP nije toliko nestabilna kao BPNMBRTB. To dodatno
XND]XMH QD WR GD MH GHOHFXMD M XWXDOM XiG R.PVWOEHG R P ¥ Q3R :
GHVWDELOL]LUDMXUD RG NUQMH GHOHFLMH %7% EH] VXEGI
SURWHLQ a&WR X]JURNXMH QMHJRYR NULYR Qdpmeopidn@MH ]JER
talogu u oblikuiQNOX]J]LMVE.LK WMHOHAaDF

Domena MATH ima ulogu selektivnog prepoznavanja ciljnih proteina u putu degradacije
proteina ovisnom o ubikvitingPintard i sur., 2003)e nema direktn@ovezanu ulogusa
domenama BTB i SPOP. Stog@HOHFLMD GRPHQH 0%$7+ SRWHGRFLMDOQ
aktivnostRVWDOH GYLMH GRPHQH a@&4WR EL REMDVQLOR SREROMAZA
odnosu na ostaléleki radovi poput.u i sur.(2016) spominju da delecija-té¢rminalne domene
PR AaH S RstabilnbBst\ptoteina, ali to ovisi o termodinamici smatargatikturi cjelovitog
proteina. NadaljeNitharwal i sur. (2007)opisuju protein kod kojeglelecija Nterminalne
domene nelestabilizira proteindok je C-terminalna domena esencijalna za funkciju.

Rezultati preprativne indukciiBPM1'BTB nisu pokazalbolju ekspresijl proteinaovisno
R NRULEBDHOQWRFFRULMVNRP VRMX %/ L 5R \Vddlg¢iskb vahNjdneR aWR V
GST-BPM1. Dodatak 1% i 36 etanola nije utjecao na S UHVLMX aHOMHQRJ SUR
vizualno vdljivo da je ekspresija cjelokupnfiEDNWHULMVNLK SURWHtI®D YLAaD
X]RUNH V GUXJDpEWDR® RO XWERVRMDYOMD XYMHWH X EDNWH
WRSOLQVNL arRN aWR EL WUHEDOR SRYHUDWL HNVSUHVLMX
L WLPH SRYH D YKusahbX sy RI9Q) YARIWAKdeline prolin, arginin i glutamat
dodwvaQH VX V FLOMHP SR]LWLYQRJ XdékbQtkabsla@ipobziobiWeD Q M H S
GHOHFLMD %7% GRPHQH Y MH U RIvhatakj@ Rsukdtt)iRshrX(RDB) SRW H a N
XRpDYDMXOGDUJLQLQ SRPD&H NRG QDPDWDQMD SURWHLQD \
koji imaju WHQ GHQFL MX Lvp DO K & IHND\BNDDN Wi NR #O!pHA $9O0) su taky H U
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SRND]DOL GD D WaHLtQpivQstipRteiBea Msuomoto i sur. (2008)adraju da se

proteinska agregacija smanjuje uslijed interakcije s gvanidinskom grupom arginina, ali u ovom
eksperimentu arginin nijeimapQDpDMD @ XS MRWBIMQVNX HNVSUHVLMX 3L
kaR NHPLMVNL SURWHLQVNL aDSHURQ NRML WHRUHWVNL V
proteine. S obzirom da je glutamat glavni prekursor u biokemijskom putu sinteze prolina koji

VH DNXPXOLUD X ELOMNDPD XVOLMHG Voyupiohh@(LiEngdY M HW D
sur., 2013)Alibolandi i Mirzahoseini(2011) snatraju da je mehanizam stabilizacije proteina
prolinom povezan uxezanjeprolina i intermedijarninformi proteinatokom namatanja pri

pbHPX QDVWDMX DPILSDWVNL VXSt PrBlR @iHgNitaiDaDd BisuLbiiN R P S O H
X p L Q NuRopisaWhh eksperimentim®sim dodatka aminokiselina, osmolitske molekule su
QDMpHAaUL DGLWLYL NRML VH GRGDMX X PHQGleMyXsieYUKX ER
2012) 2G RVPROLWD X RYRP UDGX N R UpoidoM&pito)\VskrbEdiW DL Q J
glicerol. Osmoliti poput manitolad W LW H S WRHW IRdefeilREGije Lin vivo uvjetima

(Ignatova i Gierasch,26) DOL L SRY HuPpopabhadsird\ sosbliofal VeWRpokazali

Leiblyisur. (2012 NRML VX SRPRiUX EHWDLQD VRBI&EMelD HoptgaD O L Q
(199 VX WDNRYHU SRPRUX EkbhharhDprot&rikejidadstajdo a0du

X REOLNX LQNOX]LMD ,DNR EL X WHRULML YLA4D NRQFHQWL
bi rezultiralo akumulacijom osmprotektanta koji reguliraju protesko namatanje i
termodinamiku topivosti 5|VJHQ , osmolitit QLVX LPDOL SR]JLWLYDQ XpLQD
varijanteBPM1'BTB. 2G RVPROLWD JOLFHURO MH QDMpH&UL SROLR
Prema Alibolandi i Mirzahoseini (2011glicerol djeluje kaoblagi stabilizator proteinskog
QDPDWDQMD 6PDQMXMH SRYUALQVNX QDSHIRN\AR&ES® OL SRY
koncentracije glicerolaSRYHUDYD SURWHLQVNDVWWRME LORWRRNQYFLDAEQ
smanjene stope namaja ukoliko sed&isD X SRYLAHQLP N®eRke HNpowkaina,FL M D P D
1981) Vagenendd sur. SUHGODA&X PHKERUOPFNBRIQPSRYHUDR S
WRSLYRVW L VWDELOQRVW *OLFHURO VH YH&H ]D SRYUALQ
orijentiraju gicHUR O QIDQSERYM M DpLQ GD IgriateirsidilNe/éiQaRjuf Nrosxoa L

]D SUDYLOQR QDPDWDQMH WH VWYDUD W Rsamagppr@dhg UaL QX L
SRODUQRJ RWDSDOD pLPH SURWHLQL SRVWDMaageBrF&OMLY LM
moaH SRYHUDWL E DtleWoi shimbgasta tBkidrifa R Gbzirom da je glicerol izvor

ugljika bakterijskog rastéKopp i sur., 2017)Glicerol kao ni ostali osmolitinije pomogao ni

u bakterijskom rastu ni u ekspresiji rekombinantnih protaingom raduSol 1D& O VH WDNRYVH
dodaje kako bi se promijenili osmé&tsivjeti u bakterijskoj stanigiBilgimol i sur., 2015) no

ni onanije potaknulgroteinsku ekspresiju
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=D V Qd4 peDgvbtein BPM1BTB WRNVLpDQ ]D EDNWHULMH NDNR EL
bazalna ekspresija i time stabilizirala razina u stanici testiran je utjecaj gli&kobzirom da
je BPM1'BTB eksprimiran iz plazmidnog sustap&EX-4T-1 pod kontrolom tac operona,
indukcija proteina seS R V \bdd@dkem IPTGD NRML VH YH&H ]D SURWHLQ UH
blokira transkripciju gena za rekombinantni protein jer sjeda na operatorsko mjestoni@tse
RNA polimerazu 8NROLNR ,37* QLMH GRGDQ SURWHLQ /$&, UH EO
time VSULMHpPpLWL WUDQVNULSFLMX P51%$ RGQRVQR NRQDpPQR V
PRAH GRUL GR SURSXVQHeAWJTDQ QN B US S SMPIE® XAWUDQ VI
potrebno jeprisustvo molekuleFLNOLpPpNRJ DGHQR]LQ G&IQ ARJRosine WD HC
MonophosphategAMP) NRMD VH YH&H ]D UHF H&w\ Rdtbdlid AGIBRW HLQ &
Protein) uzvodnoodlacSURPRWUD 8NROLNR VH F$03 YHAH |]D SURWHL
transkripcija jer raste aktivnost RNA polimeraze neovisno o tome je li blokirano operatorsko
PMHVWR SURWHLQRP /$&, LOL QL M4 P R\itRtdati peRita hazalre] SUL V)
transkripcije. % X G X U L G Dprotdthpl@ARVodisi o dostupnosti cCAMP, a na dostupnost
F$03 XWMHpPpH GRVWXSDQ L]YRU XJOMLND NDMNRiskahicyY H VPDQ
pbHVWR VH-BR)EKk»(EIc) koja smanjuje razinu cCAMD X V W D @d_dmmanjujeP H
ED]IDOQD WUDQVNULSFLMD JHQD UHJXOLUDQLK ODF SURPEF
SURPRWRU PHYXWLP X VXVWDYX S*(; SRVWRML ODF SURPF
WUDQVNULSFLMD JHQD XNORQLUDQLK XuzZjskég prstetaR RaAH GRY
odsustvu IPTGa.

http://wolfson.huji.ac.il/expression/procedures/bacterial/Glucose%20supresgon.pdf

Rezultati tretmana glukozom kazuju nisku razinu svih bakterijskih proteina u odnosu na
RVWDOH WUHWPDQH QR V RE]JLURP GD MH NRUL&AWHQ PHGLI
SRVWRML PRIXUQRVW GDBD VS8R YUHRYRIQ BiegoWes OFisutnosti
http://wolfson.huji.ac.il/expression/procedures/bacterial/Glucose%20supresgomipt je

PRJOD ELWL SRYHUDQDp©tReihd BPQID WYDPVNBEMEFERDWRML PR.
je AWHWDIRN VY Lb®IQ WD E D N \t¢ Hi bakdMnijskexstahieio@lér&n{e odumirati i

time formirati manje cjelokupnih protein2 YR MH XMHGQR L SRWHQFLMDOL
ekspresija proteingST-BPM1' % 7% XVSMHOD SURPMHQR®BbA#AthEBMD 7% X

medij nema dodatan izvor ugljika, a tirre smanjujdazalratranskripcip.

Od ostalih aditiva koji nistmali pozitivanutjecaj na ekspresijBPM1' BTB provjeravan je
detergent Twee0. Tweenr20 PRaH VROXELOL]JLUDWL SURWSihgdH L] LQN

sur., 205). Alibolandi i Mirzahoseini (2011) smatraju da aditivi niskih molekulskih masa poput
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detergeta Triton-X i Tween80 mogu promovirati procesnatanja nestabilnih proteina.

-HGLQL SRIJLWLYDQ Xgdt€nd SSTBPMH BTNBLsHvILL e tretmanus
dodatkomO,1 M MgCk i 2% gliceroh. Kod ovog tretmangojavljivalo seubrzanjeulaska
bakterijeu eksponencijalnu fazY Hi Q D N R Pte vridPlrZ ulazak u stacionarnu fazu
8NROLNR EDNWHULMH XyX X VWD FL rRgdulsitstiziiat] ¥pteiseRpL Q M X
(Pletnev i sur., 2015Kako je u ovom radpokazanala glicerol nema gotovo nikakav utjecaj
na bakterijski rast, razlog pretjeranog bakterijskog raistge uzrokovan $1gCl.. Kako bi se
usporio bakterijski rast WLPH SRYHUDR SHBWHRRQVND GIU VKREY MHW L
<7 VD QLALP NRQFH{QWLEDmMkeEPE kakiéi@aXVSMHAQR QRUPDOL]L
navedenimtretmanimaprotein GSTBPM1'BTB je ujedno LPXQRGHWHNFLMRP SRW
SV0joj pravojpoziciji uz pojavudvaparcijalno formirana produkta. Ovo nandicirada protein
BPM1'"%7% LPD YLVRNX VWRSX SDUFLMDOQH WUDQVODFLMH S
da je uloga M§" dastabilizira ribosome i da neutralizira negativan nabP-a NRML MH QX&aD
za sintezu ribosom@ontes i sur., 2016) SRVWRML PRJIJXUQRV W, GredjuH SULV X
utjecalo na stailizaciju ribosoma ifekom translacije proteina GSBPM1'BTB. To je
dovodilo dostvaranja cjelovitog proteing6 RE]JLURP GD NROLpLQD ULERVRPD
stopastvaranjgroteina(Forchhammer i Lindahl, 19713 ATP promovira sintezu ribosomskih
51$ U51%$ NROLDpUQDISTOIAPLWLUDMXUL (CoRdODiNUN, 1EOBJH]H ULLE
McCarthy(1962)spoming dabakterijekoje imaju manjak M§f LOL SUHW M H,aj@ X SRWU
smanjenX NROURIE@®RX¥ RPD LDNR PRJX RGUADWL BPMRIMBXBYLMDE L ¢
SULURGQR VWYDUD YHOLNX NROLPLQX NUQMLXWSIRREGEXQD W
translaciju oL K SURWHLQD X Ve félo pjeldvitogQibtitdd MW R VH WLpF
bakterijskog rasta, mehanizam je nepoznat i ne postoje literaturni podaci u kojima se javlja
anomalija prebrzog utka u staonarru fazu rasta tretmanom s MgCMernon (1998)
VSRPLQMH GD PDJQH]LM LPD XORJX X UHJXODFLML UDVW
PHWDEROLpPND UHJXODFLMD 3RijeHjesEdaMvhiagherd kdo xdfakiod NR M L
SRYHUDYBRINEABSNLQD L SLULPLGLQD WH GD LPD YDaQx X
transkripciji kao i translacijiProtein GSTBPM1' % 7% VH YHULQVNLP GMHORP LQG
netopivih inkluzija nokako je GMH O RIBhiJye@ RX VXSHUQDWDQWX ]QDpL GD
razhnuWRSLYRVWL OHWDOQL LRQL PRJX GMHORYDWL NDR IDN
proteine, arangi sur. (2003) spominju magnezij kao najboljetalni ion koji ima to svojstvo
pLPH VH PRaH REMDVQLWL GMHOBMMLPEIB. SAoBRZAGNY BaVi®V SDUR
S X UL ILN D FdamMdXsaljednirhl igeinanom (50 mM) trebalo bi se eksperimentalno provijeriti
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mijenja li se solubilizacija GSBPM1'BTB u replikamau kojima MH NRULAWHQD (C
koncentracija MgGl (10 mM). Sinai sur. (2 WDNRYHU XRpDYOWKMEI GRGDW
X PHGLM |]D UDVW SRYHUDYD VROXELOL]DFLMX SURWHLQD V
se podudara sare@iWDWLPD GRELYHQLP X R Yse®lubNiAatljapeotei® Q M X . |
GST-BPM1'BTB SRYHUDOD PODWMPDSQRQDIL RSWLPDRIAK NRQFH
IDYRUL]JLUDOD QMHJRYX SRYHUDQX WRSLYRVW MHU QHNL S
koncentracijedodanogMgCl, (Pradeep i Udgaonkar, 2002Jopivost se PRaH L SRYHUDW
ukoliko se MgCt LOL ELOR NRML RG SUHWKRGQR NRULAWHQLK DG
proteina dodaju u pufer za lizu u kojem se bakterije soniciraju nakoriqske indukcije
(Leiblyisur.,2011) AutoripUHGOD&X PHKDQL]DP NRMLP VH BedRWHLQL R
VRQLNDFLMH L QD WHPHOMX WRJD SRYHUDYDMX WRSLYR\)\
SULYQEPISEMRQD NRML SRPDax X. Bkolikovsd n€ dodaRifekagnD P D W D Q
sonikacije, proteini koji su potencijalno bili solubilizirani dodatkom aditiva u medij za rast
PRJX VH RGPRWDWL L LVWDORALWL X LQNOX]JLMVND WMHO

uvjetima namatanja proteina.

4.1.2.EkspUHVLMD L S Uprddina{DIMSH RWH i HB6 RELOMHAHQL

privjeskom His

5H]XOWDWL SURDLaU-DMEBQ MiBREIVIL eV pddu@ddaju saVliteraturnim
SRGDFLPD 7RNLUG WH VX XVSMHB: ERX SYUREEGERHIQL 3UR
SURDpPLEBEXB ® UpostGj® standardizirani protokoli indukcie$S URPDYDQMD OHyYyXW.L
uslijed niske ekspresije i topivostiptimizacija protokol uzgoja provedena jgpromjenom
YROXPHQD PHGLMD, tempapaiyrd. Qdianjd/ihddikeilerpioteim. Na temelju
dobivenih rezultatekspresijiproteim His-+% QH RGJRYDUD L QifeROMEIMD QD
WH VX LQGXNFLMH SttaanuB IsGHRFHU Q Q L MfiddipiotdiiaShbzirom
da je rast bakterija vrlo spdrakterijamavjerojatn oRGJRYDUD GRGDWQLK K UDVW|
indukcije Naime,Q D JO R V G2¢G@natémpavitired f& Q-D f dieMgmekspresije
proteina zaustavljasporavaakterijski rasha neko vrijemé¢Jones i sur., 19873 D MH PRJXUH
dase nD f &ek§pHmira dovoljngroteinau odnosu na indukcijpri f& JGMH EDNWHU
rastu i induciraju proteine simultandajbolja indukcijau ovom radu se postigkod omjera
volumena medijavolumena tikvicend6,67. 9] T Xikdrr. (2005)skazujudavolumen medija
X RGQRVX QD YROXPHQ WLNYLFH X]JRMD XWMHpH QD GRVW.
SomervilleL SURFWRU WDNRYHU SUHGODaxX GD VHIWUHED
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medija tebrzina rotaciskeWUHaQMH NDNR EL VH RS WiaRilgdrabi@® D N XO\
uvjetima. S obzirom da je difuzijski koeficijent kisika u vodi, odnosno ragdijo nizak, kisik
QH PRAH GLIXQGLUDWL GXERNR X PHGLM .DNR EL VH SRMI
LIORALWL YHURM SRY U aihaeGNLWD NV R/ N &risvile WRHMSD F L 6
2013). Umjesto da se smanji volumen medija, u ovom radu je optimiziran volumen medija
odnosu n¥olumenWLNYLFH &awWwWR MH YHUOUL YROXPHQ WLNYLFH X RGC(
dodirna SR Y U &phoQ kdjelse nalazi medij tanji sloj medija u tikvici. 7 U H &dQddtbo
SRMDpDNUDFLMX XVOLMHG QHSUHVWDQRJ UDYQRPMHUQRJ |
His-HB6 je u eluensudetektiran imunodetekcijom aritis antitijelom ili SDS-PAG
elektroforezcomd WR XND]XMH QD Q MdadRRpoXawaRbdeeRikaieVBNO M XpLY R
u talogu. Imunodetekcija proteina Hi#86 X M H G Q R Poka@uiepbndikkretanja proteina
u gelu te je HiHB6 detektiran naoziciji od 55 kDa dok mu je teoretskazicija38,39 kDa.
6 Gah jproblemopisuje 7 R N(RAL9)u svom radwydje jeHis-+% GHWHNWLUDQ QD r
NRG VDPRJ SURFHVD SURpLaUDY D QM D raddvimakgthved i S\ XpDM X
(2011)teHimmelbach sur.(2002) 7R NL U V P D Wpdjavaa\tja ddtjeR i¥rBzito
visoke razine negativnih aminokisdiarginina i glutamata (18%) u proteinskoj sekvenct His
HB6 koji potencijalno mogu odbijati molekule SOS XMHGQR XWMHFDWL QD VWRSE
bi potencijalno uspilo prolazak uzoraka kroz geNavedenoQH REMD a Q Muovdn |[DaAWR |
radu proteinbio detektiran nanjegovojteoretskoj visini SRWHQFLMDOQR ®REMDAQM
trajanjeSDS-PAG elektroforezdcod detekcije HisHB6 na teoretskoj visini nego kada je His
HB6 detektiran na visini od 55 kDa
S obzirom da ekspresija i solubilnost pmteHis +% QLMH ELOD QDMXVSMHaQL
MH SRWUHEQR SURPLMHQLWL R®WDHYH®H 3D R RoRLGAANR VSLUE K |
bi se ekspresija HiBIB6 mogla mijenjatovisno oekspresijskom soji&. coli pa bi se njegova
ekspresijptr&« DOD SURYMHULWL X %/ '( LOL QHNRP GUXJRP V
moJDR SRYHUDWL S|épriviiehan\wektor@SWIHKR.EP LQDUQD LVWUDALYDC
da je ekspresija proteina HRDM1 slabija ukoliko je eksprimiran u plazmidu pPROEX u
odnosu na plazmid peZ8a(+) SD EL VOMHGHUL NIRBS D plaziidRpEX28a3-R QL UD W L
i usporediti njegovu ekspresiju i topivost sa proteinom-HEBS eksprimiranim s plazmida
pPROEXHtb. Ukoliko nijedna opcija ne bi promijenila efektivnost ekspresije-Hg6,
SRWHQFLMDOQR UMH & HeiMja z& rastditivira kiR shDradnytDu@akdii
4.1.1.
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4.1.3. Niska ekspresija protena BPM1'BTB i BPM1'SPOP RELOMHAHQL

privieskom His

ProteiniHis-BPM1'BTB i His-BPM1'SPOPQLV X XVSMHAaAQR LQGXFLUDQL QL
radu. S obzirom da su njihove GS@rijante usfM HAQR HNVSULPLUDQH SRVWRI
His-privjesak destabilizira strukturX VO L M H ® B IHQ M H/aH QrhoGuUndusindtlopd) Q H
SUREOHP VH SRWHQFLMD O QR-PRedak fXzZidrR QAP minXINRLNR VH
proteinaBPM1'BTB i BPM1'SPOP s obzirom da odabir Ni C-terminalne domene fuzije
XWMHpH GUDVWLpPQR QD W(StBLtMrR Géoidd NonSodithvi s 2088y R W H L ¢

%LOJLPRO L VXU QDYRGH QHNROLNR ELWQLK IDNWRI
ekspresije proteina u bakterift. coli. To su odabir promotoraterminatora, upotreba
modificiranih sojevaE. coi NRML PRJX IRUPLUDWL GLVXOILGQH YH]H
FLWRSOD]PH WH NRH ijéekoSIUHNMEXINKF B B HYRROWHWQD &aDSHURC
SRPDaX X QDPDWDQMX SURWHLQD D PRJX VH LQGX-FLUDWL
Timonen i sur., 2016yerghesa sur., 2012).(NVSUHVLMD daDSHURQD NRML VH L
temperaturama (endCold Shock Protein€Csp) ELO D M H t&&iEndéd DaitBrija f&

i/ili na ledu 2030 min Naime tijekom hladnogré¢tmananDJOLP VSXaWDQMHP WHP
mijenja se fluidnost membrane te se usporava aktivnost svih enairstiuktura DNA
destabilizira séormiranjem sekundarnih struktufaL P HsmaRjuje efektivnost transkripcije i
WUDQVODFLMH .DNR EL aktdrij®ivduciXajuLporelne \CBDKQjiMIjelDjlL ka&
ADSHURQL QXN O té XQNWAODLEMNDIMAMH @ WHIW QH VHNXQQRethbQH VWU
Timonenisur.,2016) 1DNRQ LQLFLMDOQRJ KODGQRJ WUHWPDQD QD
SURWHLQD WH VH RPRJXUDYD GD EDNWHULMES-UDMW X XVS
umjesto da zaustave svoj rggrmolenko i Makhatadze, 2002ptoga ¢ ekspresija proteina
His-BPM1'BTB i His-BPM1'SPOPbila induciranana tim temperaturama. Proteini Csp se
WDNRYHU LQGXFLUDMX LT@eneD sulN R 6powitbHaBnDtRtmakhity R

dodatak etanol@a QLWL LQGXNFLMD QD QLALP WHPSHUDWXUDPD QL\
BPM1'BTB i His-BPM1'SPOP.1HNL EDNWHULMVNL X]J]RUFL VX ELOL WUl
min pri f& NDNR EL VH SRWDNQXOD L géatxstéck MrbteifdoR WHL QD
WDNRYyHU GMHOXMX NDR SURWHLQVNL aDhSabuBRQ,1983) QDPDWL
ali su se rezultati pokazali negativnimda NUD M X S U RXjpeDatuiQutjétéfjekom

indukcije proteina HIEBPM1'BTB i His-BPM1'SPOP kako bi se usporedio rast i ekspresija

QD f& RGQRVQR f & Q BRNMRepadGtBr&WnhNoDdacth@arewell i
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Neidhardt, 1998%topa efektivnosti rada ribosoma tokom elongacije polipetidnih lanaca pada
smanjenjem temperatur&togaEL QD WHPSHUDWXUDPD R@bilafman8URG XN
AWR EL |D yrmailpfatemaBikBPM1'BTB i His-BPM1'SPOP X VOXpDMX QMLK
tRNVLpQBRRWLEL QD WHPSUDWXUDPD RG f usled RGN F L M D
efektivnosti ribosomadWR EL IDYRUL]LUD O RiskeéNtg&ekbpredijfitje@d RWHL QL
WHPSHUDWXUQD RSWLPL]DFLMD QLMH XWBAMIFBIB DHI® D XV SMt
BPM1'SPOP.

2SWLPL]DFLMD HNYVSUHMgodH XS BB X@DDQLIIP MH.-SRYLPD YLV
PHGLMD NDR &WR VX 7% L T <7 WH GRGDWNRP DGLWLYD L]
DOL QLMHGDQ SRNX&4DM VH QLMH SRND]DR HIHNWLYQLP aw
JOLFHURO VX MdpokYdnagrot®izku@kddresiju u odnosu nd§ WDOH WUHWPDQ
je suprotnditeraturnim podatcimdKopp i sur., 2017t eibly i sur., 2011)ok promjena medija
nije utjecala na promjenu ekspresije proteiidd NRyHU E D N VEHCOILBYAL KOE)VRMH Y L
Rosetta (DE3) nisutjecali naekspresiju proteina Hisprivjeskom Potencijalno se ekspresija
PRaH SURPLMHQLWL XNROLNR VH NRULVWL R EONNICG2IXJL HNYV
( NRML SRYHuUDYD SURWH&Q—ﬁijskﬁth!hKo@;@vm@Mébel?hLQD Vv
6+XIIOH 7 NRML SURPRYLUD IRUPLUDQMH GLVXOILGQLI
https://www.neb.corili Origami (DE3) u kojma se javlja proteinskprihod SXWD YHGOL X

odnosu na ostale ekspresijske soj@enz i sur., 1997)

Potencijalan razlog nestabilnosti delecijskih varijantassi30 PRA&H ELWL XVOI
aminokiselinske sekvence proteina. Proteini koji su bogati aminokiselinama Arg, Lys, Leu,
Phe, TyriTrpnaNWHUPLQDOQRP NUDMX VX SRGORAQL GHJUDGDFLN
potencijalno stabilizirala proteifHosur i sur., 2014)Protein BPM1 sam po sebi nije bogat
ovim aminokiselinama na-&rminalnom kraju, ali ukoliko se uklonira ispred Hbisvjeska
njegov RNYLU pLWDQMD SRBRND MXIME XD IR YW.HP BiIHhoQiRNLVHOL QL
(2015 VSRPLQMX L YDAQRVW X RGDELUX HNVSUHVLMVNRJ YHN
velik utjecaj na proteinski prihod s obzirom ddG U Hy X M Xve3adja koddnas broj i
XpHVWienR $VART | STOPWH WHUPLQDWRUD ORJZXIDHESME GD YHI
odgovara za idealnu ekspresiju delecijskih varijanta proteindBPM1 te da se geBPM1
treba ugraditi u neki drugi plazmid koji eksprimira Hhigvjesak no to je potrebno provijeriti
HNVSHULPHQWDOQR 7DNRVyHABXNWENNR DM@, Bodend feWwgH + LV
NRULVWLW SURPRWRU NRML LPD VODELMX HNVSBMWLMX 6X.
SULURGQR VODER HNVSULPLUD WH GD MH SRWUHEQR NRUL\
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optimizirao proteinski prihodOd ostalih problem niske ekspresije proteina, Bilgimol i sur.
VSRPLQMX PRJIJXUQRVW QHNRPSDWLELOQRVWL NRGRQD

QR RYDM SUREOHP VH SRNX&ADR SUHY G pazmihpRARBioaWHQMH

QLMH GRAERO B@RotepNH HNVSUHVLMH &4AWR VH WLpH VWDEL

potencijalan problem formiranja sekundarnih struktura u mRNA molekulama ovih proteina.

Prema programu RNAfold WebServer httbj/rna.tbi.univie.ac.at/ceili

bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi pLQL VH GD P51% PROBRMOIFOBURWHLQ

His-BPM1' % 7% IRUPLUDMX L]J]QLPQR SXQR VHNXQGDUQLK VWUXI
PRJOR RWHADYDWL SURFHV W Uke®dtoonid dbakhi ka2idpgRjikbYeD SR MELC
Q H XV Sihdikaij@. H

SRVOMHGQML SRNXabM RSWLPL]DFLMH HNVSUHVLMH SUR\
IPTG-D X VOXpDMX HNWSBAWLSM8»POPISINRRWHN@DEDNWHULMD LQG?
proteina od koK MH YHULQD Q tshowv ghetaf@izasDMBVY LW GH VH VXSUH\
(Malakar i Venkatesh, 2012a time i manji prihogroteina od interesa. Kako se ne bi javio
ovaj problem,za indukciju proteinaYHULQRP VH NRULVWH QLa&aHINRQFHC
smanjenje koncentracije s 1 mM na 0,5 mM nije pomoglo u indukciiBrisi1' SPOP.

8NROLNR VH &H OfuzilskinGEWRW\H IRYULAPD X EXGXULP LVWUDALY
ULMHALW ihd&k¢i®k B RG SRWHQFLMDOQLK UMH&AHQMD RYRJ
fuzionirati novi priviesak na Nili C-terminalni krajuz HSISULYMHVDN N BpMosEL SRYH
i stabilnost te ga kasnije odcijepiti proteazom kako bi ostao sampridjesak. Ovapristup
N R ErL @W radu Morimoto i sur. (2017) gdje jerotein DREB2A fuzioniran sa His i
tioredoksin (Trx)privieskom XVSMHAaAQR GRGEXMHU RA@ XV SN Hkd@d jeL Q G XFL
fuzioniran samo Blis-privjeskom S obzirom da u ovom radu nije provjerena indukcija pmate
His-BPM1'SPOP i HisBPM1' % 7% X PHGLMX ]D DXWRLQGXNFLMX SR\
HNVSUHVLMD X WRP PHGLMX ELOD XVSMHaQLMD 1DLPH PHC(
ostaleizvore ugljikapoput laktoze i glicerola. Glukozmanjujeekspresiju poteina sve dok se
ne metabolizirapri visokim vrijednostimaOD-a. Ekspresijaproteina S R p Lt€&kMislijed
PHWDEROL]JLUDQMD ODNWRI]H presheDprateida. QJkdtikowspriot&im X aL 1D N
WRNVLpQL ]D VWDQLFX EDNWHULMVND VWDQLFD UH DXWR

smanijiti nepotrebnu sinteZ&ox i Blommel, 2009)
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4.1.4. Formiranje inkl X]LMVNLK WMHOBPEID'MATS UROYBRROQRJ

privieskom His

Protein HisBPM1'MATH MH XVSMH&QR L QG X BiitibiRaQijomnbMjeta RiSteU HE H | C
L LOL LQGXNFRMHXaWARX p D MBPMY' MATHY Ub&2 Wé Hia ‘delécija MATH
domene najmanje destabilizipgotein S obzirom da Hiprivjesak vjerojatno destabilizira
konformacijunamatanja delecijskih varijanpaoteinaHis-BPM1 (spomenuto u sekciji 4.1)3.
protein HisBPM1'MATH je u potpunostprisutanu talogu u obliku netopivih inkluzijskih
W M H ORtefina Bttanighttps:/proteinsol.manchester.ac.yktotein HisBPM1'MATH na
skali od 0 do Ima S U H GiYdkipH@pivosti0,338 AWR MH QLVND WRSLYRVW X RG
topiveproteineE.coi NRML LPDMX IDNWRU YHUL RG 6 REJLURP GD
LQNOX]LMVNLK W¥Y®IND D& R F@DDNVB M B tdrfsihBeljev-Da) B/ResdH &8 Q H
isur,2009)QDL]JOHG VH pLQL GD QHPD SJRQUHHPRANBRSULEOLMWU O
formu, ali postoje dokazi dsepunoproteinaWDORAL X LQNOX]LMVND WMHOHAF
PHPXDIO®H ]DGUA&DY DMXDWYRIMXW X'Q N EF\A&Bfoot i Ventura, 2006;
Peterneli sur., 2009).3URWHLQ VH PRA&H SR WK Bd dpihxiaRroSKOIR p LV W L\
solubilizacije proteina HiBPM1'MATH EH] QDUXaDYDQMD WNjetdgnXWQH V
neinvazivanSRNX&aDM RSWLPL]DFLMiowmR Gatdulretérdeht d@aksitma X VSLR
kiselina nije pomogaoX SRYHUDYDQMX WRSLYRVWL SURWHLQD LDNF
SRYHUDYD WRSLYRVW SURWHLQD N R(EhouliBuR \2006)Tpivost L Q N O X ]
EL VH SRWHQFLMDOQR PRJOD SRY HHKR2awWet s& RGIR)WSNIRRtRi DPR QL |
LRQL SRYHUDYDMSKBRRYVIM QRIEXH @D VH WHUPRGLQDPLpPpNL
konfiguracija proteina uslig VPDQMHQRJ GRWLFDMD (BpRIWIf,X99Mh& WHL QD
WR MH PRJXiUH VDPR XNROLNR VX SURWHLQL LVWDORAHQL X
SUDYD LQNOX]LMVND WMHOH&AFD NRMD LPDR R ERYMQDK % CGRR|

potrebna je izrazito visoka koncentracija denaturanata i detata koji bi u potpunosti otopili

proteine u konformacijski odmotan polipeptidni lanac koji bi se morao raznim protokolima
SRN X aD W L(VenturaR200B)W L

1D SURWHLQVNX W R SiLfakRNV {EhoX Wshir H P06 DoRfiM® QQMYDAQLMD
DPLQRNLVHOLQ YV NButvi DUdriix Y8X78dbeir; 199¥)Negativne aminokiseline
PRYHUDY DM ®ProdéeiR HisBPRIY'WATH ima ukupno 10 negativnih aminokiselina u
SURWHLQVNRM VHNYHQFL aWR MH SRWHQFLMDOQR SUHQL\
RE]JLURP GD SURPMHQD KLGURIREQLK DPLQRMMHGILQD X KL
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funkciju ppP RWHLQD MHGQWRMRIGHRRIXHIKOR EL FLOMDWL KLGURIL
favoriziraju proteinsku topivostNDR &WR VX DVSDUDJLQ JOXWDPLQ WI
zamijeniti ih hidrofilnim aminokiselinama koje to poduppaput aspartata, glutamata i serina

(Trevino i sur., 2008)a W R Vudnjgkib fledtoraN RM L XWMHp X Q D(2hWoR iSsurf, RVW S U
2006) X RYRP UDGX VH RVLP GRGDWND RVPROLBWN IV DQ MW Q ¥
temperature tijekm indukcije te hladnim tretmanopri  f& ,DNR OLWHUDWXUQL SR
da tgpivost proteinaaste SUL QLALP W H BrSidldwEkiNsXrl) ZD@7Verai sur., 2007,

primijenjene modifikacije temperatungsupromijenile topivost proteina HIBPM1' MATH.

1HND RG SRWHQFLMDOQLK UMHA&HQMBPELU RATE BiRabi QHWR S

SURPMHQD, ékspredja prQdna uz dodatd ULYMHVDN NRML SRYHUDYD WR
u in vitro sustavu te solub#dacija denaturantimgVallejo i Rinas, 2004)Paraskevopoulou i

Falcone (2018)SUHGODA&aX GD MH PHKDQL]DP NRMLP SULYMHVFL
SRYHUDQMX XNXSQRJ SURWHLQVNRJ Qdbdine MeRtrostackelgildl G pHJL
LIPHYyX SRMHGLQLK SURWHLQD pLPH RQL SRVWDMX WRSOML
WRSLYRVW SUHGODA&X ,IT¢tIMBRI SUMDERGL Sniall WbiquitriRelated

Modifier) privjescima Q DN R Q padidnibgiddicijepiti kako bi o&ao samo privjesak od

interesa. Zalis-priviesaksu SDUDVNHYRSRXORX L )DOFRQH XRpLOL
topivost nekih proteina ukoliko se koristi kao samostalna fuzija na protd.R VH WLpH
resolubilizacije inkluzijskk WMHOH&DFD 9DOOHMR L 5LQDV e
resolubilizacijuin vivotretmanom gvanidin hidrokloridom i ureom te uklanjanjem nepotrebnih
proteina iz inkluzija lizozimEDTA tretmanom uz dodatak detergenta Tritpn 1DNRQ &aWR EL
se protein solubilizirao potrebno bi bilo djelovati tretmanom koji bi potaknuo pravilno
uspostayhnje konformacije. Neki od tretmana koje spominju su direktna dilucija, uklanjanje
denaturanta kontrolirem membranomkromatografske metode namatanja, dodatadinina

L PLFHOD WH OLSRVRPD NDR SRPRIIGRGDWD S UFDBiHdRONDR P &)
8NROLNR QLMHGQD RG RYLK PHWRGPMQ MAEH s& hofebcijxiIvoS M Ha QD
PRaH LQGXFLUDWba MDRXYWD Y QSU 5DSLG 7UDQVODWLRQ
OROHFXODU %LRFKHPLFDOV JGMH MH PR IXueDvjerd@atBX NF LMD
GUXJDpLMX HIHNWLYQRVW WRSLYRVWL SURWHLQD V REJLUR

pravilne konformacije proteina (redoks uvjeti citoplaziartin i sur., 2001)
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.RSXULILNDFLMD%SEWUWR W HIMHDJ R6/ L
GHOHFLMVNLK YDULMDQWD V LQWH!I
‘06 50 L +%

Metoda kopurifikacije jén vitro PHWRGD NRMD VH NRULVWL |]D-LVWUDAaI
SURWHLQ OHWRGD VH NRPELQLUD V PHWRGRP GYDMX NYD
< + X NRMRM VH pHVWR MDYOMD SUREOHP ODAaQR SR]LWL

metoda najboljonsolucijom (Brymora i sur., 2004; Ito i sur., 2001).

4.21. Kopurifikacija proteina GST -BPML1 i njegovih delecijskih varijanta s
proteinom His-HB6

, QWHUDNFLMD SURWHLQD +% L %30 MH XVSMHaQR GRND]
potvrdilo da je mehah]DP XWLADYDQMD SURWHLQD +% av&ahiun]LUDQ (
ubikvitinom i degradacijom (Lechner i sur., 2011) bitno je potvrditi da je interakcija proteina
+% V SURWHLQRP %30 SRVUHGRYDQD QM HshfeYrRedasGRPHQR
protein BPM1 ima aktivnostneovisnuo kulinu 3 (Leljak-/HYDQLUO L VXU PRJXU
BPM1, RVLP aWR R]QDpDYD SURWHLQ +% XELNYLWLQRP X FL
ovisnu o kulinu 3, reusmjerava DDR komplgkgaRdDM na poziciju na genomR GUHYyH Q X
pozcijom WUDQVNULSFLMVNRJ IDNWRUD +% WH Q.DUsijtBM QDpL
izrazito niske proteinske koncentracije i nestabilnosti proteinat+is QLMHGDQ SRNX
NRSXULILNDFLMH QKopuHfikEdijiRe Bils Bd\jivh&dnQ pozitivha éntrola HB6
DokazdajeNRSXULILNDFLMD QHXVSMHaQD XVOLMHG SURWHLQVN
proteina da se detektira na filmu jesu negativni signali u nevezanim frakcljeamae, protein
bi u nevezanim frakcijama trebao biti prisuteaovisno o afinitetu vezanjga mamac 7DNRyH U
pozitivha kontrola HBEBPM1 pokazuje negativan signddWR RYH UH]XOWDWH NRSX
ne validnm /HFKQHU L VXU SUHGODA&aX GD MH JODYQL PHKI
proteinskom degradacijomsmjerenom ubikvitinom s obzirom da su detektirani signali
ubikvitina na proteinu HB6. AutotW DNRYHU SUHGODaX GD MH GRPHQD 0%$7-
SURWHLQD +% .DNR EL VH GRND]DOR NRMD MH GRPHQD SU
ovu reakciju kopurifikacije. Reakcija bi potencijalno uspjela ukoliko bi €D p DSV\VRQYRI 1D O D
koncentraciaSURWHLQD NRULAWHQD ]D SRMHGLQX UHDNFLMX
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GRGDWQLP SURpH& DDOPRP B FYM SXULILNDFLMH pLPH EL VI
NRML VH YH&aX QHNTAkEtidw, di@Rinitacidm metode indukcije kakm bio
YHUL SURWHEQYRNMHS YHKRSAUHGORAHQR X VHNFLML

4.2.2. Kopurifikacija proteina GST -BPML1 i njegovih delecijskih varijanta s
proteinom His-DMS3 i His-RDM1

'RVDGD&aQMD inténaktljEkin LodmQWMXO YHULQRP ED]JLUDQRIN®D LQWE
BPM1 s transkripcijskinfiaktorima(Weber i Helman 2009; Lechner, 201Then i sur., 2013,
2015 Morimoto i sur., 2017 GRN QHNROLNR SUHO (Faled Bu,20)iLVWUDAI
REMDYOMHQLK GLSORPVNLK UDGRYD G5HQGXOLU 7TRN
interagirati i s proteinima DMS8dnosno RDM1 koji sudjeluju putu RNA usmjerene DNA
metilacije uvrste Arabidopsis thaliangWierzbicki i sur., 2012)S obzirom da su interakeij
SURWHLQD '06 L %30 RGQRVQR 50 L %30 GRND]DQH X
metodom TAP (englTandem Affinity Purificaton L < + WH X 7RNLU PHW
kopurifikacije, GST% 30 MH ka@poailivRa kontrola vezanja proteine DMS3 i RDM1
uowmradu 8 5HQGXO ljdl WD N Rok&zahaSnterakcija proteina DMS3 i BPM1
PHWRGRP ELPROHNXODUQH IOXRUHVFHQFLMVNH NRPSOHPH
interakcijedomena MATH, BTB i SPOBnavedeninpartneriméako bi se bolje shvatilo koja
GRPHQD YHAH SURWHLQ '06 R G Q&u@diebaBGPOBR\BjdndR P G D
suldomene BTB u ovom radpo prvi puta ne postoje pubilicirani radovi s kojima bi se
usporedili rezultati vezani uz ovu domenu osim preliMid QRJ LVWUDALYDQMD UDVH
Y2H -DJL 0., hedbjaWjeno)Rezultati reakcije kopurifikacije pteina DMS3 i BPM1 su u
skladu sSUHOL P L QD U Q L nterakeifd) iDkyvas¢ib &) Mtenfrelju dobivenih rezultata
bLQL MéledgaDdlomene MATHR Q H P R Jveriaxjel ptoteina BPMia DMS3.8 7R NL

VH WDNRYyHU SUHG O D &HD GIY bdiHgiad Bera@®prokina DMSS.

1DMMDpD LepostiybubaNrédkdifilisDMS3i GST-BPM1' SPOPkod koje seY HU L QD
proteinaDMS3 vezala zaGST-BPM1'6323 8 SUHOLPLQDU ®@[ArRifidkadjgy UDALYC
LQWHUDNFLMH VXVWDYRP GYDMX NYDa&ptHYWKHO NREH UGIR p-MYL
signal interakcije proteina DMS3 i BPM1SPOP, aliQLMH X VaxikaywHiQdhzitetu
interakcijeu odnosu na BPM1BTB. U ovom raduse SULPMHUOUXMH GDDMS3iYH]DQMI
GST-BPM1'BTB slabije u odnosu na vezanje Hi1S3 i GSTBPM1'SPOPEX G XuL GD MH >
VOXpDMX GHOHFLMK IG\RP NQ B L% L 9 EaoSta)dtaW\hievezaboj ftakciji.
Kako bi se prgjerila preferencija vezanja DMS3 za BPNVBPOP odnosno BPMBTB
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trebalo bi ponoviti reakcij&opurifikacije saekvimolarnimkoncentracijamaroteinamaneca
1DLPH PRAXjaHd oWbh radprotein BPM1I SPOPELR NRUL&AWHQ X YLARM N
negoproteinBPM1'BTB. % XG X UL GD S WBRMW. HFPQMiI GEIBPM1'BTB nisam
detekirao na membrani pretpostavlja se da je njihova masa u eksperimentu bila manja od 10
QJ RE]JLURP GD VH &% % ERMRP PRJX GHWHNWGaudWI,VDPR P
2011) AaWR RQHPRJXUDYD XVSRUHGEX DILQLWHWD LQWHUDNEFI
Rezultati ove kopurifikacije sugestiraju seprotein DMS3 pU HIHU HQ F nMldd>@epiR Y HAa H
MATH V RE]JLURP GD VH QMHJRY VLJQDO QH GHWHNWLUD X VO.
MATH ima ulogu u vezanju supstrata kako bi se magaivitinirati L WLPH SRVWDWL R]Q
degradaciju ovismo ubikvitinu(Pintard i sur., 208) ovobL XSXULYDOR GD VH %30 X I
V SURWHLQRP '06 poSredQikpéoizinskP Regradacie 7R EL J]QDpLOR GD S|
BPM1 djeluje kagotencijalamegativan regulatggutaRdDM mehanizmom u kojem smanjuje
koncentragu proteina DMS3 3UHPD OLWHUDWXUQLP SRGDFLPD '06 L
NRPSOHNVD SRWLpX DNWLYDFLMX PHKDQL]PD |D PHWLODFL
LAOR XsmhmenOt& Hipoteze
Rezultati kopurifikacije delecijskih varijanta GEBBPM1 s Hs-RDM1 pokazujuda protein
His-5'0 LQWHUDJLUD VD VYLP GRPHQDPD SURWHLQD %30 WH
QH XWMHpH QD L QPAéekiihBrNafE VMY B BIlF Q@B D SRND]XMX GD 5'0
YHAH GRPHQX %7% D QH 0$7+ awRljekije KaQ BUpktRS BOL PP @ L
adapter za ubiktinaciju RDM1 -DJLUO L VXU Q&R EMIEaY Badtie@ B da
%30 PRaH LPDWL XORJXavanilRroteivaQuXieBrada¢ipitdrhkulina 3
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=$./-8y%.

8V S MH akphstrimaho 6 plazmida koji kodiraju za Hi®dnosno GST fuzijske
rekombinantne proteine BPM1, BPMWATH, BPM1'BTB i BPM1'SPOPu vektorima
pPET-53-DEST odnosno pGEXT-1. ,QGXNFLMD L SXULILNDFLMD- SURWH
SULYMHVNRP MH iizDdhaX YekidriisRohBojH. IEBLM21 (DE3) i upotrebom
PHGLMD 1 <7

8 VOXpDMX KLVWLGLQVNRJ RELOMHADYDQMH SURWHLQD ¢
inducirana samo varijanta HBPM1' 0$7+ DOL MH QMH]LQR SURpLAUDYDQM

Interakcija proteina BPM1, BPMMATH, BPM1'BTB i BPM1'SPOP sa indu@nim i
SURpPLAUHQLP SIBRWRIGQRFDOR 5'0 MH XVSMHaAQR SURYM
kopurifikacije. Dobiveni rezultati ukazuju da je domena MATH krucijalna za vezanje proteina
DMS3, dok interNFLMD V SURWHLQRP 5'0 QH RYLVL LVNOMXDPLYR
BPML1.

,DNR EL QDMHGQRVWDYQLMD PRJXUD >0 RilDrefuA&AVHLQD ¢
proteasomskeazgradnje proteina DM$8jerojatnost navedenog mehanizma umanjuje visoka
stabiQRVW L SUHIHUHQFLMDOQR SRMDYOMLYDQMH SURWHLQD
2012).

6WRJD MH QD WHPHOMX GRELYHQLK UH]XOWDWD SUHG
istovremenu interakciju proteina BPM1 sa partnerima RDM1 i DMS3. Prema njabilas
kompleks DMS3RDML1 interagira vezivanjem proteina DMS3 s domenom MATH dok
domene BTB i SPOP dodatnom interakcijom s proteinom RDM1 stabiliziraju funkcionalnu
cjelinu BPM:DM3-RDM1 =ERJ RNXSLUDQRVWL GRPHQD RYDNDY NRIF
interakdgju s CUL3 niti sa transkripcijskim faktorima. Stoga BPM1 ne s@pgEMH LVNOMXDpL)
proteasomskoglegradaciji transkripcijskih faktora (Lechner i sur., 2012, Chen i sur., 2013,
ORULPRWR L VXU LOL SURWHLQD '06 Y kbinpleksé®/ YD U XM
BPM1-DMS3-RDM1 odnosno kompleksa DDR,putu RdDMa.

6 XGMHOXMX OL WUDQVNULSFLMVNL IDIDREBIRDKIL @® YRYHQN
VSHFLILPQH ORNXVH QD JHQRPH EDODQVLUDMXUL WDNR
SUHGPHW MH EX®QME LVWUD
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35,/2*

Slika I. Vektorske mape plazmida A) pEZ2Ba(+}'06 /RUNRYLO L VXU -28a(+y % S(7
RDM1 i C) pPROEXHtb-+% 7RNLU
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Slika Il. Vektorske mape plazmidd) pET-53-DEST-BPM1 B) pET-53-DEST-% 30 0 % Tl
pPET-53-DEST-% 30 00$7iD)pET-53DEST- %30 (6323
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Slika lll. Restrikcijsko cijepanje A) plazmida pES3-DEST-%30 06323 HQ]JLPRP (FR ,
XVSMH®AIRQHXVS MH Q30 (06323 3&5 SURGXNWD SE HQ]JLPRP
pocijepanih fragmenata u parovima baza prikazane singgakog fragmenta. Brojevidoznacavaju
SRMHGLQDpQH L]RM@MmxakalSVEH R3QDpMLYAD PROHNXODUQL VWDQGDUG
Ladder..
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Slika IV. Vektorske mape plazmidd) pGEX-4T-1-BPM1 B) pGEX-4T-1-% 30 0% T
PGEX-4T-1-% 30 00$7iD) pGEX-4T-1-% 30 06323
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Slika V. Cjeloviti gel detekcije indukcije proteina BPM16 7 %30 00%$GST i
%30 06 3-B3T SDSPAG elektroforezom. Proteini imaju teoretsku visinu od 7158292 i 63,96
N'D &UYHQLP NUXJRP VX ]JDRNUXaAHQL SURWHLQL NRMje VX GHW
negativna kontrola koja nije bila tretirana IPTREP % 30 0%STije detektiran, ali je vidljiv
parcijalni produkt translacije koji odgovara visini protei@8T (26,98 kDa)OznakaN'D R]QDpDYD
PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJH5XO0OHU E25@KBRY (TherMd/SMENLMH G 3URW

Slika VI. Detekcija proteinddis-DMS3SDS 3$* HOHNWURIRUH]JRP QDNRQ SURpLAaU
Ni-NTA matrici (replika 3). TeorettD YLVLQD SURWHUQRPRYQWDHMIIFMAH D |DRNU
FUYHQLP NUXJRP X WDORJX 8VSMHaAQR MH SURpLAUHQ WH VH QD
eluensima. Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), ciljani protein isprai$& Niatrice (E%
E3).OznakaN'D R]QDpDYD PROHNXOVNL VWDQGD UdlderPLDHIBX OHUE 3 UH)
kDa.
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SlikaVIl. ' HWHNFLMD S UR p Hig-#HBEhBkbnSDRAGHlekdrBforeze. Protein ima
WHRUHWVNX YLVLQX RG N'D L RIQDpHQ MH FUYHQLP NUXJRP
Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), nevezana frakcija (FT), ispiranja (W1 i W3), ciljani
protein ispran sa NNTA matrice (EXE3), spojene frakcije eluensa sa promijenjenim puferskim
sustavom (E)OznakaN'D R]QDpDYD PROHNXOVNL VWDQGD Wald&PLDH5 XOH U E
+180 kDa

Slika VIII . VezivanjeproteinaHis-RDM1 na GSTBPML1 i njegove delcijske vgante (replika 1).
.RULAWHQR MH —O PDPFDResinate O SORWIONDLDQI¥RGXPHQX RG —
dopunjenim 117 3 %d@n. (Lijevo) Imunodetekcija HiRDM1-His antiHis antitijelom na teoretskoj

visini od 22,38 kDa u reakciji kopurifikacije. HRDM1 ima pozitivhu interakciju sa svim uzorcima
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osim sa proteinom GST. Signal je pozitivan u reakciji s glutation sefaroznim kuglicamaResig),

ali je intenzitet vezanja puno slabiji u odnosu na ostale proteine. Oznake: reakcija vezivdipavHis
SURWHLQD QD PDPFH % L QHYH]DQD IUDNFLMD SURWIBLQD )7
Chemiluminescent Western Blot Scanner-QOR, BioSciences) na visokoj osjetljivosti (12 min).
(Desno)Vizualizacija proteina mamca i plijena u reakciji kopurifikacije na PVDF membrani bojom

&%% &UQLP VWUHOLFDPD VX R]QDpHQL GHWHNWLUDQL PDPFL ¢
OznakaN'D R]QVYPP PROHNXOVNL VWDQGDUG 3DJHS5XOH®E KDAXV 3UHV
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