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�6�D�å�H�W�D�N 

�ý�O�D�Q�R�Y�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H��porodice MATH-BTB sudjeluju u ubikvitinskom putu degradacije proteina kao 

adaptori E3 ligaze ovisne o kulinu ���� �L�� �R�G�J�R�Y�R�U�Q�L�� �V�X�� �]�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �S�U�H�P�D�� �F�L�O�M�D�Q�R�P�� �V�X�S�V�W�U�D�W�X���� �8��

�X�U�R�þ�Q�M�D�N�X����Arabidopsis thaliana L.�����S�R�V�W�R�M�L���ã�H�V�W���J�H�Q�D���R�Y�H���R�E�L�W�H�O�M�L����BPM 1-6). Protein BPM1 uz domene 

�0�$�7�+���L���%�7�%���V�D�G�U�å�L���L���N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�X���G�R�P�H�Q�X���6�3�2�3���N�R�M�D���]�D�M�H�G�Q�R���V���G�R�P�H�Q�R�P���%�7�%���V�X�G�M�H�O�X�M�H���X���V�W�Y�D�U�D�Q�M�X 

proteinskih interakcija s kulinom 3. Domena MATH sudjeluje u selektivnim interakcijama s proteinima 

ciljanim za proteasomsku �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X���� �7�D�N�Y�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �%�3�0���� �L�� �Q�H�N�L�K��

transkripcijskih faktora poput HB6 koji ima ulogu u odgovorima reguliranim apscizinskom kiselinom u 

�E�L�O�M�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����3�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����V���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D���'�0�6����

i RDM1 koji sudjeluju u metilaciji DNA posredovanoj molekulama RNA. U ovom radu interakcije 

proteinskih domena BPM1 s transkripcijskim faktorom HB6 i proteinima DMS3 odnosno RDM1 su 

analizirane metodom kopurifikacije �Äjedan na jedan�³���� �.�R�Q�V�W�U�X�L�U�D�Q�L�� �V�X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�L��

plazmidi, optimizirani su �S�R�V�W�X�S�F�L�� �S�R�W�L�F�D�Q�M�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �L�O�L��

�Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �W�H�� �V�X�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�L�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �U�H�N�R�P�E�L�Q�D�Q�W�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �L�]�� �N�H�P�L�M�V�N�L�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�L�K��

bakterijskih stanica. Interakcija proteina je provjerena hibridizacijom po Westernu i metodom SDS-

�3�$�*�(�����3�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D���M�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����L���'�0�6�����S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�D���G�R�P�H�Q�R�P���0�$�7�+���W�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D��

BPM1 s RDM1 koja �Q�L�M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�D���Q�L�W�L���M�H�G�Q�R�P���S�R�M�H�G�L�Q�R�P���G�R�P�H�Q�R�P. Interakcija proteina 

BPM1 i HB6 nije dokazana uslijed degradacije proteina HB6 .  
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Members of MATH-BTB protein family partake as adaptors of cullin 3 dependant E3 ligase in the 

ubiquitin proteasome pathway and are responsible for specificity towards a substrate. In Arabidopsis 

thaliana there are 6 genes from this family (BPM 1-6). BPM1 protein along MATH and BTB domains, 

contains conserved SPOP domain which together with BTB domain partakes in forming of protein 

interactions with cullin 3. MATH domain has a role in selective interactions with proteins which are 

targeted for proteasomal degradation. This kind of interactions are established between BPM1 protein 

and some transcriptional factors like HB6 which has an important role in abscisic acid dependant 

response in plant cells. Preliminary research have shown an interaction between BPM1 protein and 

DMS3 and RDM1 proteins which partake in a DNA methylation directed by RNA molecules. Here 

interactions between BPM1 protein, HB6 transcription factor and proteins DMS3 and RDM1 were 

�D�Q�D�O�L�]�H�G���Z�L�W�K���Ä�R�Q�H���W�R���R�Q�H�³���S�X�O�O���G�R�Z�Q���P�H�W�K�R�G�����$�G�H�T�X�D�W�H���S�O�D�V�P�L�G��constructs were made, conditions for 

induced expression and purification for each protein and protein variant were optimised and recombinant 

proteins were expressed and purified from chemically transformed bacterial strains. Protein-protein 

interactions were proven by Western blot and SDS-PAGE. Interaction between BPM1 and DMS3 was 

confirmed and it is primarily mediated by MATH domain. Positive interaction between BPM1 and 

RDM1 didn't show preference towards any BPM1 domain. BPM1 and HB6 interaction wasn't confirmed 

due to HB6 degradation. 
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�������8�9�2�' 
�8�U�R�þ�Q�M�D�N����Arabidopsis thaliana L.) je biljka dvosupnica iz porodice �N�U�V�W�D�ã�L�F�D���W�H���M�H���M�H�G�D�Q���R�G��

�Q�D�M�þ�H�ã�ü�L�K�� �P�R�G�H�O�Q�L�K�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H�� �E�L�R�O�R�J�L�M�H�� �N�R�M�L�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �X�� �V�Y�U�K�X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

biljnog rasta i razvoja (Meinke i sur., 1998)���� �-�H�G�D�Q�� �R�G�� �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L�K�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�H��

�E�L�O�M�Q�R�J�� �U�D�V�W�D�� �W�H�� �D�G�D�S�W�D�F�L�M�H�� �Q�D�� �R�N�R�O�L�ã�Q�L�� �V�W�U�H�V�� �S�R�S�X�W�� �V�X�ã�H���� �V�D�O�L�Q�L�W�H�W�D���� �U�D�G�L�M�D�F�L�M�H���� �S�U�L�V�X�V�W�Y�D�� �W�H�ã�N�L�K��

metala i nedostatka nutrijenata je �Y�H�]�D�Q���X�]���U�D�Y�Q�R�W�H�å�Q�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�D��

se regulira degradacijom proteina ovisnom ili neovisnom o ubikvitinu (Sharma i sur., 2016).  

�����������'�H�J�U�D�G�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�Y�L�V�Q�D���R���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�X 

Proteinska degradacija je �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L�K�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�L�K�� �S�U�R�F�H�V�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�H����

�8�N�R�O�L�N�R�� �V�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �S�R�J�U�H�ã�Q�R�� �Vmotaju ili se �R�ã�W�H�W�H, moraju se ukloniti iz stanice kako ne bi 

�S�R�W�D�N�Q�X�O�L���D�S�R�S�W�R�]�X���L�O�L���S�U�R�P�M�H�Q�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�H���R�P�H�W�D�Q�M�H�P���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���V�L�J�Q�D�O�L�K���S�X�W�R�Y�D�����2�V�L�P��

�]�D�ã�W�L�W�Q�H���X�O�R�J�H�����S�U�R�W�H�L�Q�V�N�D���G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�D���L�P�D���Y�H�O�L�N�X���Y�D�å�Q�R�V�W���X���U�H�J�X�O�D�F�L�M�L���U�D�Y�Q�R�W�H�å�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��

regulatornih proteina i formaciji peptidnih fragmenata koji kontroliraju odgovor adaptivne 

imunosti. Kako bi se razlikovao protein koji ima nativnu konformaciju od krivo smotanog 

proteina, �N�U�L�Y�R���V�P�R�W�D�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q���V�H���R�]�Q�D�þ�D�Y�D signalnim molekulama nazvanim degronima koje 

ga usm�M�H�U�D�Y�D�M�X�� �S�U�H�P�D�� �S�U�R�W�H�R�O�L�]�L���� �'�H�J�U�R�Q�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �G�Y�D�� �G�L�M�H�O�D���� �D�� �W�R�� �V�X�� �P�M�H�V�W�R�� �S�R�þ�H�W�N�D��

degradacije proteina i signalna molekula koju prepoznaje proteasom 26S koji pripada 

proteazama  ovisnim o adenozin trifosfatu (engl. Adenosine Triphosphate, ATP) (Schrader i 

sur., 2009). �1�D�M�þ�H�ã�üe signalna molekula koja usmjerava protein prema proteasomu 26S sastoji 

se od nekoliko kopija proteina ubikvitina (Thrower i sur., 2000). Ubikvitin je mali protein koji 

�V�H���V�D�V�W�R�M�L���R�G���������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���W�H���V�H���Y�H�å�H���]�D���V�X�S�V�W�U�D�W���S�R�P�R�ü�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���W�U�L���H�Q�]�L�P�D�����D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�H�J��

enzima �(�������X�E�L�N�Y�L�W�L�Q���N�R�Q�M�X�J�L�U�D�M�X�ü�H�J���H�Q�]�L�P�D���(�����L���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q���S�U�R�W�H�L�Q���O�L�J�D�]�H���(�� (Smalle i Vierstra, 

2004). Osnovna uloga ovog puta aktivacije je da konjugira ubikvitin preko izopeptidne veze 

�L�]�P�H�ÿ�X���.-�N�D�E�U�R�N�V�L�O�Q�H�� �J�U�X�S�H�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�V�N�H�� �R�N�R�V�Q�L�F�H�� �L�� �0-NH2 skupine lizina proteina supstrata 

(Schrader i sur., 2009). �3�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D���V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���H�Q�]�L�P�R�P���(�����N�R�M�L��formira 

tioestersku vezu sa C-�W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�L�P���N�U�D�M�H�P���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D���X�]���X�W�U�R�ã�D�N��ATP-a te ga prebacuje na enzim 

E2. Enzim E2 ima ulogu u prebacivanju aktiviranog ubikvitina na protein supstrat �S�R�P�R�ü�X��

enzima E3 koji prepoznaje supstrat ili direktno prebacuje ubikvitin na supstrat �E�H�]�� �S�R�P�R�ü�L��

enzima E3 (Smalle i Vierstra, 2004; Weissman, 2001). Ovaj ciklus se ponavlja nekoliko puta 

�V�Y�H���G�R�N���S�U�R�W�H�L�Q���V�X�S�V�W�U�D�W���Q�L�M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q���V���P�L�Q�L�P�D�O�Q�R���þ�H�W�L�U�L molekule ubikvitina (Thrower i sur., 

2000) �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H��preusmjerava u proteasom 26S. �8�N�R�O�L�N�R���V�H���S�U�R�W�H�L�Q���P�R�Q�R�X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�L�U�D���P�R�å�H��
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�G�M�H�O�R�Y�D�W�L���N�D�R���V�L�J�Q�D�O���]�D���S�R�S�U�D�Y�D�N���'�1�$���L���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���Y�H�]�L�N�X�O�D���G�R�N���ü�H���V�D�P�R���S�R�O�L�X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�L�U�D�Q�L���V�L�J�Q�D�O��

slati proteine prema proteasomu 26S (Johnson, 2002). Proteasom 26S je pr�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L���N�R�P�S�O�H�N�V��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H��2,5 MDa koji se sastoji od �V�U�å�L��20S i regulatornih jedinica �����6�����6�U�å���V�H���V�D�V�W�R�M�L���R�G���þ�H�W�L�U�L 

heptamerna prstena ���Y�D�Q�M�V�N�L���S�U�V�W�H�Q�L�����.���L���X�Q�X�W�D�U�Q�M�L���S�U�V�W�H�Q�L�������� �N�R�M�L���þ�L�Q�H���F�L�O�L�Q�G�D�U���V�D���V�U�H�G�L�ã�Q�M�R�P��

�ã�X�S�O�M�L�Q�R�P�� �N�R�M�D���þ�L�Q�L�� �D�N�W�L�Y�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �G�R�N�� �V�H�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�Q�H�� �M�H�G�L�Q�L�F�H�� �Y�H�å�X�� �Q�D�� �N�U�D�M�H�Y�H�� �V�U�å�L�� �W�H���L�P�� �M�H��

svrha da prepoznaju poliubikvitiniran�L���S�U�R�W�H�L�Q���V�X�S�V�W�U�D�W�����3�U�L�O�L�N�R�P���X�O�D�V�N�D���R�]�Q�D�þ�H�Q�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D���X��

�ã�X�S�O�M�L�Q�X���V�U�å�L�����S�U�R�W�H�L�Q���V�H���P�R�U�D���O�L�Q�H�D�U�L�]�L�U�D�W�L���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�O�L�M�H�G�L���S�U�R�W�H�R�O�L�]�D�����6�P�D�O�O�H���L���9�L�H�U�V�W�U�D������������; 

Lowe i sur., 1995). �3�R�M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���V�X�S�V�W�U�D�W�D���X�E�L�N�W�L�Y�L�Q�V�N�L�P��

lancem je prikazan na Slici 1.  

 
    Slika 1. Degradacija proteina ovisna o ubikvitinu�����8�E�L�N�Y�L�W�L�Q���V�H���Y�H�å�H���]�D���H�Q�]�L�P���(�����X�]���X�W�U�R�ã�D�N���$�7�3-a. 

Enzim E1 prebacuje ubikvitin na enzim E2. Enzim E2 u interakciji s enzimom E3 prebacuje ubikvitin 

�Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�� �L�O�L�� �V�H�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �Y�H�å�H�� �]�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�� �E�H�]�� �S�R�P�R�ü�L�� �H�Q�]�L�P�D�� �(������ �&�L�N�O�X�V�� �V�H�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D��

minimalno �þetiri �S�X�W�D���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H���S�R�O�L�X�E�L�N�Y�L�W�L�U�D�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q���ã�D�O�M�H���X���S�U�R�W�H�Dsom 26S na proteolizu (Izvor: 

Slika je �L�]�U�D�ÿ�H�Q�D���X���S�U�R�J�U�D�P�X���%�L�R�U�H�Q�G�H�U����https://biorender.com/). 

�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W���R�Y�R�J���P�H�K�D�Q�L�]�P�D���X���E�L�O�M�N�D�P�D���M�H���S�U�H�G�R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H�G�Q�R�P���R�G�������������Y�U�V�W�D��ligaza E3 

koja prepoznaje supstrat (Hua i Vierstra, 2011). Glavna komponenta E3 ligaza je domena RING 

(engl. Really Interesting New Gene�����N�R�M�D���L�P�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W prema enzimu E2 ili domena HECT 

(engl. Homologous to E6-AP-C-Terminus) (Huibregtse i sur., 1995). Ligaze E3 koje posjeduju 

domenu RING se dijele na �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �&�2�3���� ���H�Q�J�O����Constitutive 

Photomorphogenesis 1), SINAT5 (engl. Seven in Absentia in Arabidopsis Thaliana 5), ARC1 

(engl. Arm Repeat-Containing 1) �N�R�M�H���V�H���Y�H�å�X���G�L�U�H�N�W�Q�R���Q�D���V�X�S�V�W�U�D�W kako bi ga ubikvitinirale te 

ligaze koje funkcioniraju u kompleksu sa ligazom E2 poput SCF (engl. SKP1-CULLIN-F-box), 

CUL3-BTB (engl. Cullin 3 Bric a Brac, Tramtrack and Broad Complex/Pox Virus and Zinc 

https://biorender.com/
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Finger), CUL4-DDB1 (engl. Cullin 4 UV-Damaged DNA Binding Protein 1) i APC (engl. 

Anaphase Promoting Complex) (Moon i sur, 2004; Sharma i sur., 2016). Multimerne RING-

�O�L�J�D�]�H�����L�]�X�]�H�Y���$�3�&�����V�D�V�W�R�M�H���V�H���R�G���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J��proteina kulina (1-4) koji je jednim krajem vezan 

za  C-terminalnu regiju proteina skele i drugim krajem za adaptorsku molekulu koja prepoznaje 

�V�X�S�V�W�U�D�W���L���Y�H�å�H���J�D���G�L�U�H�N�W�Q�R�� �3�U�R�W�H�L�Q�L���V�N�H�O�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���Y�H�å�X za svoj N-terminalni kraj enzime koji 

modificiraju supstrat, poput enzima E2 (Chen i sur., 2013). Jedan od takvih proteina skele je 

RBX1 (engl. RING Box Protein 1�������5�%�;�����G�M�H�O�X�M�H���N�D�R���S�R�Y�H�]�Q�L�F�D���L�P�H�ÿ�X���&�8�/�����L���H�Q�]�L�P�D���(�����N�R�M�L��

ubikvitinira supstrat. U ovim tipovima ligaza, supstrat je direktno pozicioniran na adaptorski 

�S�U�R�W�H�L�Q�� �N�R�M�L�� �P�R�U�D�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�W�L�� �G�R�P�H�Q�X�� �%�7�%/POZ. Domena BTB/POZ se �Y�H�å�H�� �1-terminalnim 

krajem za CUL3 dok sekundarne domene ovog proteina poput domene MATH (engl. Meprin 

and TRAF [Tumor necrosis factor receptor-associated factor]) imaju ulogu u vezanju ciljanog 

supstrata kako bi ga pozicionirali za prepoznavanje od strane enzima E2 (Gingerich i sur., 

2005:, Chen i sur., 2013). Jedan od takvih adaptora ovisnom o kulinu u vrsti A. thaliana je 

protein AtBPM1. U sklopu ovog rada u proteinu AtBPM1 po prvi puta je izdvojena i domena 

SPOP (engl. Speckle Type POZ) koja je izvorno opisana kao subdomena domene BTB/POZ. 

Uloga domene SPOP je �G�D�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�D�� �G�R�P�H�Q�R�P�� �%�7�%�� �Y�H�å�H�� �N�X�O�L�Q�� ���� ��Slika 2). �5�D�G�L�� �O�D�N�ã�H�J��

�U�D�V�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�D�� �X�� �G�D�O�M�Q�M�H�P�� �U�D�G�X�� �G�R�P�H�Q�D�� �%�7�%���3�2�=�� �ü�H�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�W�L�� �G�R�P�H�Q�X�� �%�7�%�� �L�� �6�3�2�3���� �G�R�N��

domena BTB samo domenu BTB odvojenu od domene SPOP.   

 

Slika 2. Ligaza E3 koja posjeduje kompleks CUL3-�%�7�%�����.�X�O�L�Q�������V�H���Y�H�å�H���]�D���S�U�R�W�H�L�Q���V�N�H�O�H���5�%�;�����N�R�M�L��

pozicionira enzim E2 kako bi mogao ubikvitinirati supstrat. Supstrat je pozicioniran domenom MATH 

�S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�������G�R�N���G�R�P�H�Q�H���%�7�%���L���6�3�2�3���Y�H�å�X kulin 3 ���,�]�Y�R�U�����6�O�L�N�D���M�H���L�]�U�D�ÿ�H�Q�D���X���S�U�R�J�U�D�P�X���%�L�R�U�H�Q�G�H�U����

https://biorender.com/).   

 

https://biorender.com/
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�����������3�U�R�W�H�L�Q�L���0�$�7�+���%�7�% 

Proteinska porodica MATH-BTB je velika skupina proteina koja se sastoji od N-terminalne 

domene MATH i C-terminalne domene BTB/POZ s motivom cinkovih prstiju (Weber i sur., 

2005; Koonin i sur., 1992) �L�D�N�R�� �S�R�V�W�R�M�H�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�� �J�G�M�H�� �V�X�� �S�R�]�L�F�L�M�H�� �R�Y�L�K�� �G�Y�L�M�X�� �G�R�P�H�Q�D��

zamijenjene ili se pojavljuju kao �Y�L�ã�H�V�W�U�X�Ne kopije (Zapata i sur., 2007). Ova skupina proteina 

�M�H�� �ã�L�U�R�N�R�� �U�D�V�S�U�R�V�W�U�D�Q�M�H�Q�D�� �P�H�ÿ�X�� �H�X�N�D�U�L�R�W�L�P�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �L�� �Q�L�å�H�� �H�X�N�D�U�L�R�W�H��Trypanosomatidae 

(Euglenozoa) i Coccidia ���$�O�Y�H�R�O�D�W�D���� �W�H�� �P�H�ÿ�X�� �Y�L�ã�L�P�� �H�X�N�D�U�L�R�W�L�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �E�L�O�M�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H��

monokotiledona (Liliopsidae�����L���G�L�N�R�W�L�O�H�G�R�Q�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U���V�H���M�D�Y�O�M�D�M�X���L���X���V�N�X�S�L�Q�L���P�H�W�D�]�R�D�����=�D�S�D�Wa i 

sur., 2007). �*�H�Q�R�P���X�U�R�þ�Q�M�D�N�D���V�D�G�U�å�L���������J�H�Q�D���N�R�M�L���N�R�G�L�U�D�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�H���S�R�U�R�G�L�F�H��BTB/POZ, a samo 

6 gena koji kodiraju za proteine porodice MATH-BTB/POZ (Gingerichi sur., 2007). Ti proteini 

nazvani su AtBPM od (od BTB/POZ-MATH) i numerirani brojevim�D�� �R�G�� �M�H�G�D�Q�� �G�R�� �ã�H�V�W�� Svi 

�þ�O�D�Q�R�Y�L���L�P�D�M�X���N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�H���G�R�P�H�Q�H�����D���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���L�P���V�H���N�U�H�ü�X���R�G�����������G�R���������N�'�D���V�D�����������G�R����������

aminokiselinom. U in vitro uvjetima mogu formirati h�R�P�R�� �L�� �K�H�W�H�U�R�G�L�P�H�U�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �G�R�P�H�Q�D 

MATH i BTB/POZ���� �D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �$�W�%�3�0���� �P�R�å�H�� �X�V�S�R�V�W�D�Y�L�W�L�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �V�� �N�X�O�L�Q�L�P�D��AtCUL3A i 

AtCUL3b domenom BTB/POZ �G�R�N���G�R�P�H�Q�D���0�$�7�+���Y�H�å�H���V�X�S�V�W�U�D�W�H���N�R�M�L���V�H���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�L�U�D�M�X���L���ã�D�O�M�H��

ih u proteolizu (Weber i sur., 2005). �2�V�L�P���ã�W�R���%�3�0�����P�R�å�H���V�X�G�M�H�O�R�Y�D�W�L���X��degradaciji proteina 

ovisnom o ubikvitinu�����S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���P�R�å�H���Y�H�]�D�W�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���S�U�R�W�H�L�Q�H���W�H mijenjati njihovu aktivnost 

�L���S�R�O�R�å�D�M���X���V�W�D�Q�L�F�L��neovisno o njihovoj degradaciji. BPM1 se nalazi u citoplazmi gdje ima ulogu 

�X���X�V�P�M�H�U�D�Y�D�Q�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���S�U�R�W�H�R�O�L�]�X���S�R�P�R�ü�X��proteasoma 26S, ali je lokaliziran i u jezgri gdje 

�M�H���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R���X�N�O�M�X�þ�H�Q u procese koji se odvijaju u jezgri ���/�H�O�M�D�N���/�H�Y�D�Q�L�ü���L���V�X�U����������������. Osim 

lokalizacije u citoplazmi i jezgri, proteini BPM se mogu nalaziti samo u citoplazmi (BPM4) ili 

samo u jezgri (BPM2) (Weber i Hellmann, 2009). �9�H�ü�L�Q�D��gena BPM je eksprimirana u svim 

�R�U�J�D�Q�L�P�D���� �D�� �Q�D�M�Y�L�ã�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �M�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �X�� �S�X�S�R�O�M�F�L�P�D�� �L�� �F�Y�L�M�H�W�R�Y�L�P�D�� �G�R�N�� �M�H�� �Q�L�å�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �X��

k�R�P�X�ã�N�D�P�D. Ekspresija gena BPM1-3 �M�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���X�R�þ�H�Q�D���X���S�H�O�X�G�Q�L�P���]�U�Q�F�L�P�D��(Lechner i sur., 

2011). U genomu kukuruza (Zea mays) je dokazano postojanje 31 gena koji kodiraju proteine 

MATH-BTB/POZ. Jedan od njih, MAB1, eksprimiran u zigoti ima ulogu u regulaciji duljine 

�G�L�R�E�H�Q�R�J�� �Y�U�H�W�H�Q�D�� �X�� �P�H�M�R�]�L�� �L�� �X�� �L�G�H�Q�W�L�W�H�W�X�� �M�H�]�J�U�H�� �W�R�N�R�P�� �D�V�L�P�H�W�U�L�þ�Q�H�� �G�L�R�E�H�� �S�R�O�H�Q�R�Y�R�J�� �]�U�Q�D��

���-�X�U�D�Q�L�ü i sur., 2012). �5�L�å�D�� �N�R�G�L�U�D�� ������proteina MATH-BTB/POZ te posjeduje 41 genomski 

lokus za koji se pretpostavlja da su pseudogeni MATH-BTB/POZ ���-�X�U�D�Q�L�ü�� �L�� �V�X�U������ ����������. 

�)�L�O�R�J�H�Q�H�W�V�N�D���D�Q�D�O�L�]�D���U�L�å�Q�L�K��proteina MATH-BTB/POZ �S�R�N�D�]�D�O�D���M�H���J�U�D�Q�D�Q�M�H���N�O�D�G�D���ã�W�R���M�H���G�R�N�D�]��

da se ovi proteini dijele u 2 grupe, manju koja j�H���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�D���U�L�å�L���L���X�U�R�þ�Q�M�D�N�X���W�H���Y�H�ü�X���S�U�R�ã�L�U�H�Q�X��

skupinu specifi�þ�Q�X���]�D���U�L�å�X (Gingerich i sur., 2005) te ostale vrste iz porodice trava (�-�X�U�D�Q�L�ü���L��

Dresselhaus, 2014). �â�W�R�� �V�H�� �W�L�þ�H�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�K��proteina MATH-BTB/POZ, otkriveno je da se 
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nalaze u jajnim stanicam�D���L���H�P�E�U�L�M�L�P�D���N�R�G���Y�H�O�L�N�R�J���E�U�R�M�D���R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D���X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���L���þ�R�Y�M�H�N�D�����D��

�Q�D�M�Y�L�ã�H���V�X���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L���X���J�H�Q�R�P�X���Y�U�V�W�H��Caenorhabditis elegans sa 50 gena (Thomas, 2006). U 

vrsti Mus musculus �W�D�N�R�ÿ�H�U���V�H���M�D�Y�O�M�D���E�D�U�H�P�������K�R�P�R�O�R�J�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���7�'�3�2�=�����N�R�M�L���L�P�D���K�R�Pologe 

�X���þ�R�Y�M�H�N�X����C. elegans i Drosophila melanogaster. �.�R�G���P�L�ã�D���V�H���S�U�R�W�H�L�Q�L���7�'�3�2�=�����S�U�H�S�L�V�X�M�X���]�D��

�Y�U�L�M�H�P�H���U�D�]�Y�R�M�D���H�P�E�U�L�M�D���ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���Y�D�å�Q�R�V�W���X���G�L�R�E�L���V�W�D�Q�L�F�D���L���H�P�E�U�L�R�Q�D�O�Q�R�P���U�D�]�Y�R�M�X�����G�R�N���V�H��

neki prepisuju nakon razvoja organa i tkiva (Huang i sur., 2009;  Huang i sur., 2004).   

1.2.1. Domena MATH 

Domena MATH je konzervirana domena pozicionirana �E�O�L�å�H���1-terminalnom kraju proteina 

BPM. Sastoji se od otprilike 18�����D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���N�R�M�H���þ�L�Q�H 8 �‰-�Q�D�E�R�U�D�Q�L�K���S�O�R�þ�D (Sunnerhagen i 

sur., 2002). Naziv MATH dolazi od homologije s C-terminalnim krajem proteina meprina A i 

B odnosno domene TRAF-C (engl. Tumor Necrosis Factor-Receptor Associated Factor, TNF-

RAF; �7�5�$�)������ �0�H�S�U�L�Q�L�� �S�U�L�S�D�G�D�M�X�� �H�N�V�W�U�D�F�H�O�X�O�D�U�Q�L�P�� �P�H�W�D�O�R�S�U�R�W�H�D�]�D�P�D�� �N�R�M�H�� �V�D�G�U�å�H�� �Y�L�V�R�N�X��

homologiju C-terminalnog kraja sa domenom TRAF-C dok su proteini TRAF regulatori i 

�L�Q�W�H�U�D�N�W�L�Y�Q�L���S�D�U�W�Q�H�U�L���N�R�M�L���V�H���Y�H�å�X���Q�D��receptore TNF. Proteini TRAF sastoje se od visokog udjela 

�‰-�Q�D�E�R�U�D�Q�L�K�� �S�O�R�þ�D�� �N�R�M�H�� �V�H�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X�� �N�D�R�� �G�R�P�H�Q�D�� �7�5�$�)-�&�� �S�D�� �V�H�� �R�Q�D�� �þ�H�V�W�R�� �Q�D�]�L�Y�D�� �0�$�7�+��

�X�V�O�L�M�H�G���V�O�L�þ�Q�R�J���V�D�V�W�D�Y�D ���0�D�U�t�Q�������������������2�V�L�P���ã�W�R���V�H��domena MATH javlja u metaloproteinazama, 

�þ�H�V�W�D�� �M�H�� �L�� �N�R�G�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�L�� �S�X�W�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�D�� �V�L�J�Q�D�O�D. �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �N�D�R�� �G�L�R��

proteina BPM, domena MATH sudjeluje u prepoznavanju i pozicioniranju supstrata kako bi se 

mogao ubikvitinirati enzimom E2 (Pintard i sur., 2003). Uz MATH-BTB/POZ, funkciju 

ubikvitin ligaza E3 posjeduju i protein TRAF te MATH-TRAF. Domena MATH n�D�M�þ�H�ã�ü�X��

interakciju uspostavlja sa domenom BTB/POZ�����D�O�L���V�X���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�H���L���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���V���S�H�S�W�L�G�D�]�D�P�D����

�I�L�O�D�P�L�Q�R�P�� �L�� �G�R�P�H�Q�R�P�� �5�O�X�$���� �2�V�L�P�� �ã�W�R�� �M�H�� �R�Y�D�� �G�R�P�H�Q�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �X�� �E�L�O�M�N�D�P�D���� �M�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �L�� �X��

�S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D�� �S�U�R�W�R�]�R�D�� �W�H�� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �J�O�M�L�Y�L�F�D�� �N�D�R�� �L�� �N�R�G�� �L�U�L�G�R�Y�L�U�X�V�D���� �D�O�L�� �Q�L�M�H�� �R�W�N�U�L�Y�H�Q�D�� �Q�L�� �X��

jednom prokariotu (Zapata i sur., 2007).   

1.2.2. Domena BTB/POZ 

�'�R�P�H�Q�D�� �%�7�%���3�2�=�� �M�H�� �N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�D�� �G�R�P�H�Q�D�� �O�R�F�L�U�D�Q�D�� �E�O�L�å�H�� �&-terminalnom kraju proteina 

BPM. Po prvi puta je identificirana u D. melanogaster �N�D�R���P�R�W�L�Y���Ä�E�U�L�F���D���E�U�D�F�����W�U�D�P�W�U�D�F�N���D�Q�G��

�E�U�R�D�G�³ kompleks transkripcijskih faktora kao i kod brojnih proteina poxvirusa koji posjeduju 

cinkove prste �S�R�S�X�W���=�,�'�����*�$�*�$���L���=�)�����]�E�R�J���þ�H�J�D���G�R�E�L�Y�D���Q�D�]�L�Y���3�2�=�����H�Q�J�O����Pox virus and Zinc 

finger) (Zollman i sur., 1994). Proteini koji imaju domenu BTB/POZ dijele se u �Y�L�ã�H���S�R�U�R�G�L�F�D����

�D���G�Y�L�M�H���Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�H���V�X���S�R�U�R�G�L�F�H BTB/POZ i MATH-BTB/POZ. Porodica BTB/POZ ima ulogu 
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kao supstrat-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���D�G�D�S�W�R�U���&�8�/�����N�R�P�S�O�H�N�V�D���(�������3�L�Q�W�D�U�G���L���V�X�U���������������������3�R�U�R�G�L�F�D���0�$�7�+-

BTB/POZ je jedna od nekoliko porodica u kojoj domena BTB stupa u interakciju s nekim 

�G�U�X�J�L�P���P�R�W�L�Y�R�P���N�D�R���ã�W�R���V�X���Q�S�U�����%�7�%/POZ-ZF (engl. Zinc Finger), BTB/POZ-BACK-Kelch 

(BBK), BTB/POZNPH3, BTB/POZ-BACK-PHR (BBP), BTB/POZ-ANK (engl. Ankyrin) i Rho-

BTB/POZ (Stogios i sur., 2005). �'�R�P�H�Q�D�� �%�7�%���3�2�=�� �R�V�L�P�� �ã�W�R�� �L�P�D�� �X�O�R�J�X�� �X��putu degradacije 

proteina ovisnom o ubikvitinu, djeluje i na transkripcijsku represiju (Ziegelbauer i sur., 2001), 

regulaciju citoskeleta (Ziegelbauer i sur., 2001), tetramerizaciju te zatvaranje ionskih kanala 

(Minor i sur., 2000). Proteini BTB/POZ �V�H���R�S�ü�H�Q�L�W�R���P�R�J�X���N�O�D�V�L�I�L�F�L�U�D�W�L���X���G�Y�L�M�H���J�U�X�S�H�����D���W�R���V�X���R�Q�L��

koji sudjeluju u protein-protein interakcijama i oni koji reguliraju transkripciju vezanjem za 

�P�R�O�H�N�X�O�X�� �'�1�$���� �'�R�P�H�Q�D�� �%�7�%���3�2�=�� �V�D�þ�L�Q�M�H�Q�D�� �M�H�� �R�G�� �R�W�S�U�L�O�L�N�H�� �������� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D od kojih je 

�N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�R���������K�L�G�U�R�I�R�E�Q�L�K���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X���X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�R�V�W�L���G�R�N���V�X���Y�D�Q�M�V�N�H���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�H�����-avlja se 

u jednoj ili dvije kopije u kombinaciji s prethodno navedenim domenama���� �D�� �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �M�H��

pozicionirana na N-terminalnoj domeni porodice BTB/POZ. Osnovna struktura sastoji se od 5 

�.-�]�D�Y�R�M�Q�L�F�D�� �L�]�D�� �N�R�M�L�K�� �V�O�L�M�H�G�L�� �W�U�R�O�D�Q�þ�D�Q�D�� �‰-�Q�D�E�R�U�D�Q�D�� �S�O�R�þ�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�å�H�� �I�R�U�P�L�U�D�W�L�� �K�R�P�R�� �L��

heterodimere, ali i homotetramerne interakcije s drugim proteinima (Stogios i sur., 2005). Iako 

se javlja u brojnim skupinama proteina, BTB/POZ je izrazito konzervirana domena. U 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���V�W�U�X�N�W�X�U�D���G�R�P�H�Q�D���%�7�%���3�2�=���;-kristalografijom pokazano je da ima visokosrodnu 

sekvencu proteinima BTB-ZF, Skp1, elonginu C i kalijevom kanalu T1 (T1-Kv) iako nemaju 

istu sekundarnu strukturu niti ulogu (Stogios i sur., 2005). �â�W�R�� �V�H�� �W�L�þ�H�� �S�R�U�R�G�L�F�H�� �0�$�7�+-

BTB/POZ, BTB/POZ domena je uglavnom pozicionirana na C-terminalnom kraju proteina uz 

�G�R�G�D�W�D�N���R�G���������G�R�����������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���N�R�M�H���þ�L�Q�H���.-zavojnice. Evolucijski domena BTB/POZ se 

ne javlja u arhebakterijama ni u bakterijama osim u vrsti Candidatus protochlamidya za koju 

�V�H���V�P�D�W�U�D���G�D���M�H���L�V�K�R�G�L�ã�W�H���R�Y�H���G�R�P�H�Q�H���N�R�M�D���M�H���Q�D�V�W�D�O�D���Q�D�N�R�Q���R�G�Y�D�M�D�Q�M�D���H�X�N�D�U�L�R�W�D��(Horn i sur., 

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 temelju komplementarnosti s ljudskim proteinom SPOP, domena 

BTB/POZ se po prvi put odvojila na dvije domene, domenu BTB duljine od 118 aminokiselina 

�L�� �G�R�P�H�Q�X�� �6�3�2�3�� �N�R�M�X�� �V�D�þ�L�Q�M�D�Y�D�� ������ �D�Pinokiselina (Leljak-�/�H�Y�D�Q�L�ü���� �Q�H�S�X�E�O�L�F�L�U�D�Q�R��. Domene 

BTB i SPOP odvojene su je�G�Q�L�P�� �J�O�L�F�L�Q�R�P�� �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�M�X�� ����������Prema poravananju sekvenca 

�O�M�X�G�V�N�R�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �6�3�2�3�� �L�� �$�W�%�3�0������ �V�O�L�þ�Q�R�V�W�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �M�H��samo 27%, ali su krucijalne 

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �R�þ�X�Y�D�Q�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �V�O�L�M�H�G�D�� �G�R�P�H�Q�H�� �6�3�2�3�� �L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �6�3�2�3�� �S�D�� �M�H�� �S�R�� �Q�M�H�P�X�� �G�R�E�L�O�D��

naziv (Slika 3).  
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Slika 3. Poravnanje sekvence AtBPM1 sa sekvencom ljudskog proteina SPOP. �8�N�X�S�Q�D�� �V�O�L�þ�Q�R�V�W��

sekvenca je 27������ �D�� �N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �V�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H�� �L�V�W�L�P�� �E�R�M�D�P�D���� �3�R�U�D�Y�Q�D�Q�M�H�� �M�H�� �U�D�ÿ�H�Q�R�� �X��

programu: https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.  

Ljudski protein SPOP je supstrat-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���D�G�D�S�W�R�U���&�8�/�����N�D�R���L���%�3�0�����N�R�G���E�L�O�M�D�N�D�����9�H�O�L�þ�L�Q�H��

�M�H�� ������ �N�'�D�� �W�H�� �L�P�D�� �R�þ�X�Y�D�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�]�X�V�Q�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �N�R�M�H�� �þ�L�Q�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �1-terminalnu MATH, 

BTB/POZ te domenu 3-�E�R�[���L�]�D���þ�H�J�D���V�O�L�M�H�G�L���Q�X�N�O�H�D�U�Q�D���Ookalizacijska sekvenca. Protein SPOP 

�Y�H�å�H���N�X�O�L�Q�������S�U�H�N�R���G�R�P�H�Q�H���%�7�%���Q�D���S�R�G�U�X�þ�M�X���.��-�������R�P�þ�H�����D���G�R�G�D�W�D�Q���S�D�U���.-zavojnica iza domene 

BTB, 3-box, �L�P�D�� �X�O�R�J�X�� �X�� �S�R�M�D�þ�D�Y�D�Q�M�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �6�3�2�3�� �L�� �&�8�/���� �W�H���X�� �R�O�L�J�R�P�H�U�L�]�F�L�M�L��

(Zhuang i sur., 2010). U literaturnim podacima, domena SPOP proteina BPM1 �V�H���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���N�D�R��

C-�W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�D�� �Ä�%�$�&�.�³�� �G�R�P�H�Q�D��(Slika 4���� �W�H�� �V�H�� �R�S�H�ü�Q�L�W�R�� �J�O�H�G�D�� �N�D�R�� �G�L�R�� �%�7�%���3�2�=�� �G�R�P�H�Q�H 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Uloga domene SPOP je da zajedno s domenom BTB stupa u 

interakciju s kulinom 3 te da sudjeluje u homooligomerizaciji, a konc�H�Q�]�X�V�Q�R���L���S�U�H�P�D���S�R�O�R�å�D�M�X��

odgovara domeni 3-�E�R�[���S�U�R�W�H�L�Q�D���6�3�2�3���ã�W�R���E�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���]�Q�D�þ�L�O�R���G�D���G�R�P�H�Q�D���6�3�2�3���S�R�M�D�þ�D�Y�D��

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �%�3�0���� �L�� �&�8�/���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �W�R�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� ��-box proteinu SPOP. 

�%�L�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�þ�N�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�U�H�G�O�D�å�X���G�D���V�Y�L���S�U�R�W�H�L�Q�L���0�$�7�+-BTB/POZ i BTB/POZ-Kelch koji 

nemaju domenu 3-�E�R�[�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �Q�L�V�X�� �D�G�D�S�W�R�U�L�� �&�8�/���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �%�7�%���3�2�=������ �ã�W�R��

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


8 
 

�G�R�G�D�W�Q�R�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �W�H�R�U�L�M�X�� �G�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �%�3�0����ima domenu 3-box, odnosno domenu SPOP s 

obzirom da pripada skupini adaptora CUL3 (Zhuang i sur., 2010).  

 
    Slika 4. Prikaz konzerviranih domena proteina BPM1. Zelenom bojom je prikazana domena MATH, 

�F�U�Y�H�Q�R�P�� �G�R�P�H�Q�D�� �%�7�%���� �D�� �O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R�P�� �G�R�P�H�Q�D�� �%�7�%-BACK koja je u ovom radu nazvana domenom 

SPOP. Domena BTB-BACK se u svim literaturnim podacima zajedno sa domenom BTB/POZ naziva 

samo BTB/POZ. Izvor: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/.  

�����������,�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�V�N�L���S�D�U�W�Q�H�U�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�� 

BPM1 ima nekoliko dokazanih interakcijskih partnera uz CUL3 koji pripadaju u skupinu 

�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�K���I�D�N�W�R�U�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���'�5�(�%���$�����H�Q�J�O����Dehydration-Responsive Element Binding 

2A) (Morimoto i sur., 2017), HB6 (engl. Homeobox Protein 6) (Lechner i sur., 2011), WRI1 

(engl. Wrinkled 1) (Weber i Hellman, 2009), MYB56 (engl. MYB Domain Protein 56), ERF1 

(engl. Ethylen-Responsive Transcription Factor 1) (Chen i sur., 2013), ERF4 (engl.  Ethylene-

Responsive Transcription Factor 4) (Chen i sur., 2013) i RAV1 (engl. AP2/ERF and B3 

Domain-Containing Transcription Factor) (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. 

�%�3�0���� �L�Q�W�H�U�D�J�L�U�D�� �V�D�� �þ�O�D�Q�R�Y�L�P�D�� �$�3�����(�5�)�� �S�U�H�N�R�� �V�Y�R�M�H��domene MATH, a kontrolira njihovu 

razinu tako da interferira s njihovim afinitetom prema DNA te �V�H���S�U�H�G�O�D�å�H���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���G�D���L�K���X��

�N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L �ã�D�O�M�H�� �Q�D�� �G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�X�� �R�Y�L�V�Q�X�� �R�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�X�� ���:�H�E�H�U�� �L�� �+�H�O�O�P�D�Q���� ������������ S obzirom da 

ERF1 sudjeluje i u signalnom putu aktiviranim �M�D�V�P�R�Q�D�W�R�P���� �Q�M�H�J�R�Y�D�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D��

�R�E�U�D�P�E�H�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �R�G�� �S�D�W�R�J�H�Q�D�� �L�� �E�L�O�M�R�M�H�G�D���� �8�� �Y�H�ü�L�P�� �U�D�]�L�Q�D�P�D�� �(�5�)���� �M�H�� �G�R�N�D�]�D�Q�� �G�D��

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �R�W�S�R�U�Q�R�V�W�� �X�U�R�þ�Q�M�D�N�D�� �Q�D�� �S�D�W�R�J�H�Q�H�� �S�R�S�X�W��Botrytis cinerea i Plectosphaerella 

cucumerina tako da njegovim smanjenjem ekspresije u prisustvu proteina BPM1 pada i 

obrambeni mehanizam biljke (Lorenzo i sur., 2003).  

     �-�H�G�D�Q�� �R�G�� �V�Q�D�å�Q�L�K�� �%�3�0���� �L�Q�W�H�U�D�N�W�R�U�D�� �N�R�M�L�� �S�U�L�S�D�G�D�� �V�N�X�S�L�Q�L�� �$�3�����(�5�)�� �M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �'�5�(�%���$��

(Morimoto i sur., 2017). DREB2A ili CBF (engl. Crepeat Binding Factor) je glavni faktor koji 

regulira gensku transkripciju u �V�X�ã�Q�L�P���V�W�U�H�V�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���Q�H�R�Y�L�V�Q�L�P�D���R���S�U�L�V�X�V�W�Y�X���D�S�V�F�L�]�L�Q�V�N�H��

kiseline (engl. Abscisic Acid, ABA) te u stresnim uvjetima visokog saliniteta i topline (Sakuma 

i sur., 2006). Kako bi DREB2A bio transkripcijski aktivan, regulira se na posttranslacijskoj 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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razini kako bi se stabilizirao, a unutar njegove strukture se nalazi i negativna regulatorna 

domena (NRD) bogata aminokiselinama prolinom, glutamatom, serinom i treoninom. 

�8�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H���R�Y�H���G�R�P�H�Q�H���S�R�W�L�þ�H���N�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�Y�Q�X���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���'�5�(�%���$���W�H���M�H���W�D�N�Y�D���I�R�U�P�D���S�R�]�Q�D�Wa kao 

�'�5�(�%���$���&�$���N�R�M�D���S�R�W�L�þ�H���S�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���F�L�O�M�Q�L�K���J�H�Q�D���L���S�R�Y�H�ü�D�Ya otpornost na stres no 

�X�W�M�H�þ�H�� �L�� �X�V�S�R�U�D�Y�D�Q�M�H�� �U�D�V�W�D��te �I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �S�D�W�X�O�M�D�V�W�L�K�� �E�L�O�M�D�N�D�� �X�V�O�L�M�H�G�� �þ�H�J�D�� �V�H�� �Q�M�H�J�R�Y�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D��

strogo mora kontrolirati (Sakuma i sur., 2006). DREB2A interagira s proteinom BPM1 u jezgri 

�S�R�P�R�ü�X���G�R�P�H�Q�H���1�5�'���N�R�M�R�P���V�H���Y�H�å�H���]�D��domenu MATH proteina BPM1 (Sakuma i sur., 2006; 

Morimoto i sur., 2017). �.�D�G�D���V�H���M�D�Y�O�M�D���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�Q�L���L�O�L���V�X�ã�Q�L���V�W�U�H�V�����'�5�(�%���$���V�H���V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D���S�U�L��

�þ�H�P�X���G�M�H�O�X�M�H���N�D�R���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L���I�D�N�W�R�U���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H���G�H�J�U�D�G�L�U�D���S�R�P�R�ü�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����N�D�N�R��

se ne bi inhibirao rast biljke (Morimoto i sur., 2017).  

    �:�5�,���� �M�H�� �þ�Oan transkripcijskih faktora AP2/EREBP (engl. Apetala 2/Ethylene-Responsive 

Element Binding Protein) koji pozitivno regulira biosintezu ulja u biljkama. Naziv je dobio 

prema formaciji �V�P�H�å�X�U�D�Q�L�K��biljnih mutanata koji nastaju uslijed njegove mutacije (Maeo i sur., 

2009). Triacilgliceridi koje regulira WRI1 se nakupljaju u sjemenci tokom ranog embrionalnog 

stadija u fazi maturacije. Formira dvije varijante nastale alternativnim prekrajanjem, a to su 

RcWRI1-A i RcWRI1-�%���N�R�M�H���L�P�D�M�X���U�D�]�O�L�N�X���X���R�N�Y�L�U�X���þ�L�W�D�Q�M�D���R�G�������S�E�����5�&�:�5�,��-A ekspresija 

�M�D�Y�O�M�D���V�H���X���F�Y�L�M�H�W�R�Y�L�P�D�����O�L�V�W�R�Y�L�P�D�����S�H�U�L�N�D�U�S�X���L���U�D�]�Y�L�M�D�M�X�ü�L�P���V�M�H�P�H�Q�N�D�P�D, a RCWRI1-B samo u 

sjemenkama (Ji i sur., 2018; Maeo i sur., 2009). Osim uloge u sintezi triacilglicerida, sudjeluje 

�X���J�O�L�N�R�O�L�]�L���J�G�M�H���S�R�W�L�þ�H���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X���J�H�Q�D���Y�H�]�D�Q�L�K���X�]���R�Y�D�M���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���S�X�W�����D���W�D�N�R�ÿ�H�U���Y�H�å�H���L���J�H�Q�H��

�Y�H�]�D�Q�H���X�]���I�R�W�R�V�L�Q�W�H�]�X���L���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X���ã�N�U�R�E�D���þ�L�P�H �L�K���X�W�L�ã�D�Y�D�����0�D�H�R���L���V�X�U�������������������*�U�L�P�E�H�U�J���L���V�X�U������

2015). �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �W�H�P�H�O�M�H�Q�D�� �Q�D�� �L�P�X�Q�R�S�U�H�F�L�S�L�W�D�F�L�M�L�� �L�� �N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�L�� �G�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �M�H�� �:�5�,����

interakcijski partner proteina BPM1 u uvjetima in vitro i in planta�����1�M�L�K�R�Y�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���S�R�W�L�þ�H��

destabilizaciju supstrata, pa je BPM1 negativni regulator proteina WRI1 tako da ga usmjerava 

u degradaciju putem proteasoma 26S. WRI1 ima mehanizam regulacije degradacije koji ga 

sakriva od interakcije s proteinom BPM1 kada je to potrebno. Mehanizam se bazira na vezanju 

14-3-3 fosfopeptid-�Y�H�]�D�M�X�ü�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�L���L�Q�W�H�U�I�H�U�L�U�D�M�X���V���S�U�R�W�H�L�Q�R�P���%�3�0�����Y�H�å�X�ü�L���V�H���Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R��

�Y�H�]�D�M�X�ü�H���P�M�H�V�W�R���:�5�,�� (Zhai i sur., 2017). 

    �2�V�L�P�� �ã�W�R�� �%�3�0���� �Y�H�å�H���S�U�R�W�H�L�Q�H�� �Y�H�]�D�Q�H�� �X�]�� �E�L�O�M�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U���Q�D�� �U�D�]�L�Q�X��etilena, dokazano je da 

�Y�H�å�H�� �L��transkripcijski faktor MYB56 vezan uz regulaciju cvjetanja. MYB56 je negativni 

regulator proteina FT (engl. Flowering Locus T) koji je jedan od glavnih aktivatora cvjetanja 

(Chen i sur., 2015). �2�V�L�P���ã�W�R���X�W�M�H�þ�H���Q�D���F�Y�M�H�W�D�Q�M�H�����N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D���L���Y�H�O�L�þ�L�Q�X���V�M�H�P�H�Q�N�H���X�U�R�þ�Q�M�D�N�D���ã�W�R��

je dokazano mutantima koji su formirali manje sjemenke u odnosu na divlji tip, dok 

prekomjerna �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �S�R�W�L�þ�H�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���Y�H�ü�L�K�� �V�M�H�P�H�Q�N�D���� �0�X�W�D�F�L�M�R�P��myb56 smanjuje se broj 

�V�W�D�Q�L�F�D�� �Y�D�Q�M�V�N�R�J�� �R�P�R�W�D�þ�D�� �V�M�H�P�H�Q�D�� �G�R�N �V�H�� �W�D�M�� �E�U�R�M�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �S�R�M�D�þ�D�Q�R�P�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�R�P gena 
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(Zhang i sur., 2013).  MYB56 pripada obitelji transkripcijskih faktora R2R3-MYB te interagira 

sa svih 6 proteina BPM (Chen i sur., 2015). BPM1 usmjerava MYB56 u degradaciju putem 

proteasoma �����6�� �ã�W�R�� �]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �M�H�� �%�3�0���� �S�R�]�L�W�L�Y�D�Q�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�� �F�Y�M�H�W�D�Q�M�D�� �M�H�U�� �X�N�O�D�Q�M�D�� �Q�H�J�D�W�L�Y�D�Q��

regulator proteina FT (Chen i sur., 2015).  

    Osim interakcije s transkripcijskim faktorima koje usmjerava prema proteasomu 26S, BPM1 

�P�R�å�H�� �L�P�D�W�L�� �L�� �G�U�X�J�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �P�M�H�V�W�X�� �O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�H���� �8�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�L�� �X�V�P�M�H�U�D�Y�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�H��

prema degradaciji dok u jezgri potencijalno regulira procese neovisne o degradaciji (Leljak-

�/�H�Y�D�Q�L�ü�� �L�� �V�X�U������ �������������� �2�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �'�0�6���� ���H�Q�J�O����Defective in Meristem 

Silencing 3) i RDM1 (engl. RNA-Directed DNA Methylation 1) koji sudjeluju u putu DNA 

�P�H�W�L�O�D�F�L�M�H�� �X�V�P�M�H�U�H�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �5�1�$ (engl. RNA-Dependant DNA Methylation, RdDM) 

kolokaliziraju u prostoru jezgre (Gao i sur., 2010), a njihova interakcija s proteinom BPM1 je 

dokazana (Bauer i sur., 2014; �5�H�Q�G�X�O�L�ü�����������������7�R�N�L�ü�����������������S�R�V�W�R�M�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D���S�U�R�W�H�L�Q���%�3�0�� 

u putu RdDM ima ulogu neovisnu o interakciji s CUL3.  

1.3.1. Transkripcijski faktor HB6 

Protein HB6 pripada skupini I transkripcijskih faktora HD-ZIP (engl. Homeodomain Leucin 

Zipper�����N�R�M�L���V�X���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L���X���U�H�J�X�O�D�F�L�M�X���E�L�O�M�Q�R�J���R�G�J�R�Y�R�U�D���Q�D���$�%�$-u. ABA ima ulogu u prilagodbi 

biljaka na vodeni, solni i temperaturni stres (Leung i Giraudat, 1998). Neke od biljnih 

prilagodba u ovim situacij�D�P�D���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���]�D�W�Y�D�U�D�Q�M�H���S�X�þ�L���N�D�N�R���E�L���V�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�R���Q�H�S�R�W�U�H�E�D�Q���J�X�E�L�W�D�N��

vode, inhibicija rasta i prilagodba ekspresije gena. Regulacije ABA-e �Y�D�å�Q�D���M�H���L���W�L�M�H�N�R�P razvoja 

sjemenke i niskog vodenog potencijala te maturacije sjemenke ���%�X�V�N���L���3�D�J�q�V���� ����������. Razina 

ABA-e je negativno regulirana fosfatazom PPC2CA kodiranom genima ABI1 i ABI2 �ã�W�R�� �M�H��

dokazano mutantima abi1 i abi2 koji imaju smanjenu reakciju na razinu ABA-e. ABI2 i ABI2 

vjerojatno djeluju putem negativnog mehanizma povratne sprege u signalnom putu regulacije 

ABA-e (Merlot i sur., 2001). Ukoliko je razina ABA-�H���Q�L�V�N�D�����I�R�V�I�D�W�D�]�D���3�3���&���ü�H��defosforilirati 

protein kinaze koje dalje fosforiliraju transkripcijske faktore za transkripciju gena ovisnih o 

ABA-i. U prisustvu ABA-�H�����R�Q�D���ü�H���E�O�R�N�L�U�D�W�L���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���I�R�V�I�D�W�D�]�H���3�3���&���W�H���ü�H���S�R�þ�H�W�L���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�D��

gena ovisnih o ABA-i (Miyazono i sur., 2009). Transkripcijski regulator HB6 je ciljna molekula 

fosfataze �$�%�,�����W�H���V�H���U�D�]�L�Q�D���+�%�����S�R�Y�H�ü�D�Y�D���N�R�O�L�þ�L�Q�R�P���$�%�$-�H���X���V�X�ã�Q�R�P���V�W�U�H�V�X�����6�|�G�H�U�P�D�Q���L���V�X�U������

1999). HB6 djeluje negativno na ekspresiju ABA-e u stanici. Dok ABA stabiliz�L�U�D���L���S�R�Y�H�ü�D�Y�D��

razinu �Q�M�H�J�R�Y�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�����+�%�����G�M�H�O�X�M�H���X���P�H�K�D�Q�L�]�P�X���S�R�Y�U�D�W�Q�H���V�S�U�H�J�H���W�H���U�H�J�X�O�L�U�D���N�R�O�L�þ�L�Q�X���$�%�$-

�H���N�D�N�R���V�H���Q�H���E�L���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�O�D���S�U�H�Y�H�O�L�N�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D���þ�L�P�H���E�L���E�L�O�M�N�D���W�U�D�M�Q�R���]�D�X�V�W�D�Y�L�O�D���U�D�V�W�����/�H�F�K�Q�H�U���L��

sur., 2011). Interakcija proteina HB6 i BPM1 je doka�]�D�Q�D���X���V�X�V�W�D�Y�X���G�Y�D�M�X���N�Y�D�ã�þ�H�Y�L�K���K�L�E�U�L�G�D��

(engl. Yeast Two Hybrid) te kopurifikacijom (Lechner i sur., 2011). BPM1 interagira sa 
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�G�R�P�H�Q�R�P���O�H�X�F�L�Q�V�N�R�J���]�D�W�Y�D�U�D�þ�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�%�������D�O�L���Q�H���L���V�D���K�R�P�R�G�R�P�H�Q�R�P���S�D���P�R�å�H���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R��

potaknuti intereferencije s homo ili �K�H�W�H�U�R�G�L�P�H�U�L�]�D�F�L�M�D�P�D�����5�H�J�X�O�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�%�����W�D�N�R�ÿ�H�U���M�H��

�U�H�J�X�O�L�U�D�Q�D���S�U�H�N�R���&�8�/�����Y�H�]�D�M�X�ü�H���X�O�R�J�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����N�R�M�L���J�D���U�H�X�V�P�M�H�U�D�Y�D���S�U�H�P�D���S�U�R�W�H�D�V�R�P�X��

26S (Lechner i sur., 2011). 

�����������'�1�$���P�H�W�L�O�D�F�L�M�D���X�V�P�M�H�U�H�Q�D���S�R�P�R�ü�X���5�1�$ 

�7�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R�� �J�H�Q�V�N�R�� �X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H�� ���H�Q�J�O����Transcription Gene Silencing, TGS) usmjereno 

�P�R�O�H�N�X�O�R�P���5�1�$���M�H���þ�H�V�W���S�U�R�F�H�V���N�R�M�L���V�H���M�D�Y�O�M�D���X���J�O�M�L�Y�D�P�D�����E�L�O�M�N�D�P�D���L���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D�P�D�����*�O�D�Y�Q�D���X�O�R�J�D��

�P�X���M�H���X���X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�X���W�U�D�Q�V�S�R�]�R�Q�D�����R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X���J�H�Q�V�N�H���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���L���L�G�H�Q�W�L�W�H�W�D���V�W�D�Q�L�F�H���W�H���X���R�E�U�D�Q�L���R�G��

stranih nukleinskih kiselina (Castel i Martienssen, 2013). Kod biljaka je TGS usmjeren 

molekulom RNA u putu �'�1�$�� �P�H�W�L�O�D�F�L�M�H�� �X�V�P�M�H�U�H�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �5�1�$ (RdDM) (Sanger i sur., 

1994). RdDM je epigenetski put de novo metilacije citozina molekule DNA u biljkama. 

Mehanizam puta �5�G�'�0�� �M�H�� �X�V�N�R�� �S�R�Y�H�]�D�Q�� �X�]�� �E�L�R�J�H�Q�H�]�X�� �P�D�O�L�K�� �Q�H�N�R�G�L�U�D�M�X�ü�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �5�1�$��

(engl. Non-coding RNA�����Q�F�5�1�$�����N�R�M�H���V�H���M�R�ã���]�R�Y�X���L���P�D�O�H���L�Q�W�H�U�I�H�U�L�U�D�M�X�ü�H���P�R�O�H�N�X�O�H���5�1�$����engl. 

Small Interfering RNA, siRNA). One su u �Y�H�ü�L�Q�L���H�X�N�D�U�L�R�W�V�N�L�K���V�X�V�W�D�Y�D���I�R�U�P�L�U�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���'�1�$��

�R�Y�L�V�Q�H���5�1�$���S�R�O�L�P�H�U�D�]�H���,�,�� ���3�R�O���,�,�����Q�R���X���E�L�O�M�D�N�D���V�X���J�H�Q�H�U�L�U�D�Q�H���S�R�P�R�ü�X���3�R�O���,�,�����3�R�O���,�9���L���3�R�O���9��

(Zhang i sur., 2013)���� �0�R�O�H�N�X�O�H�� �V�L�5�1�$�� �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �L�P�D�M�X�� �N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�X�� �G�X�O�M�L�Q�X�� �R�G��21 do 24 

nukleotida, a stupaju u interakciju s proteinima Argounaut (AGO) koji imaju �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X���X�O�R�J�X��

�S�R�P�R�ü�X���N�R�M�H���F�L�M�H�S�Dju mRNA u procesu RNA-�X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�D�����2�V�L�P���ã�W�R���S�U�R�W�H�L�Q���$�*�2 �P�R�å�H���L�P�D�W�L��

enzimatsku funkciju, �P�R�å�H���G�M�H�O�R�Y�D�W�L���L���N�D�R���N�D�O�X�S���N�R�M�L���S�U�L�Y�O�D�þ�L���H�Q�]�L�P�H���]�D���G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�X���K�R�P�R�O�R�J�Q�H��

�Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���]�D���N�R�M�X���V�H���Y�H�å�H���P�R�O�H�N�X�O�D���V�L�5�1�$�����D�O�L���P�R�å�H���V�W�X�S�L�W�L���X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X���L���V���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D��

koji modificiraju DNA (Aufsatz i sur., 2002)�����.�O�D�V�L�þ�Q�R, �7�*�6���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H���G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�H��

molekule RNA (engl. Double Stranded RNA, dsRNA) koja se procesira putem proteina Dicera 

�X�� �P�D�O�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �V�L�5�1�$�� �N�R�M�H�� �V�W�X�S�D�M�X�� �X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �V�� �U�L�E�R�Q�X�N�O�H�D�]�Q�L�P�� �N�R�P�S�O�H�N�V�R�P���� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

proteinom AGO koji uzima samo jedan lanac siRNA te ju vodi prema ciljanom mjestu 

degradacije mRNA (Bernstein, i sur., 2001). Drugi tip TGS-�D���M�H���5�G�'�0���N�R�M�L���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���S�U�R�P�M�H�Q�H��

na genomu.  

    Put �5�G�'�0���V�H���E�D�]�L�U�D���Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�H���P�D�ã�L�Q�H�U�L�M�H���3�R�O���,�9���L���9�����3�R�O���,�9���V�H���Y�H�å�H���]�D��

�P�R�O�H�N�X�O�X�� �'�1�$�� �S�R�P�R�ü�X��faktora remodeliranja kromatina ovisnog o ATP-u CLASSY1 

(CLSY1) koji �Y�H�å�H���K�R�P�H�R�G�R�P�H�Q�X proteina DTF1 (engl. DNA Transcription Factor 1) vezanog 

domenom SAWADEE za metilirane histone���� �1�D�N�R�Q���J�H�Q�H�U�D�F�L�M�H���M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H���5�1�$��

(engl. Single Stranded RNA, ssRNA) putem Pol IV, Pol II transkribira ssRNA i formira dsRNA 

�N�R�M�D�� �V�H�� �G�D�O�M�H�� �F�L�M�H�S�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �'�&�/���� ���H�Q�J�O����Dicer-Like 3) u male molekule siRNA 
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veli�þ�L�Q�H���R�G���������Q�X�N�O�H�R�W�G�D���V�D���G�X�O�M�L�P�����
���N�U�D�M�H�P��metiliranim �S�R�P�R�ü�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�(�1�������H�Q�J�O����Hua 

Enhancer 1). Metilira�Q�H���V�L�5�1�$���V�H���Y�H�å�X���]�D���S�U�R�W�H�L�Q���$�*�2�����L�O�L���$�*�2�����N�R�M�L���U�D�]�G�Y�D�M�D���O�D�Q�F�H���L���Y�H�å�H��

�V�D�P�R���M�H�G�D�Q���O�D�Q�D�F���I�R�U�P�L�U�D�M�X�ü�L���H�I�H�N�W�R�U�V�N�L���N�R�P�S�O�H�N�V (Smith i sur., 2007). Takav kompleks (AGO4 

i siRNA) putuju prema j�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�R�M���5�1�$���N�R�M�X�� �J�H�Q�H�U�L�U�D �3�R�O���9���� �7�D���M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�D���5�1�$�� �þ�L�Q�L��

�R�N�R�V�Q�L�F�X���]�D���N�R�M�X���V�H���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R���Y�H�å�H���V�L�5�1�$�����3�U�R�W�H�L�Q���$�*�2�����S�U�L�Y�O�D�þ�L���N�R�P�S�O�H�N�V���'�'�5���N�R�M�L��

�M�H���G�R�E�L�R���Q�D�]�L�Y���S�R���S�U�Y�L�P���V�O�R�Y�L�P�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�L���J�D���þ�L�Q�H����DMS3, DRD1 (engl. Defective in RNA-

Directed DNA Methylation) i RDM1. DRD1 je faktor remodeliranja kromatina ovisan o ATP-

u, DMS3 je kohezinski tip proteina, a RDM1 ima aktivnost vezanja molekule ssDNA. Ukoliko 

kompleks �'�'�5�� �Q�L�M�H�� �S�U�L�V�X�W�D�Q�� �X�� �E�O�L�]�L�Q�L�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �'�1�$���� �3�R�O�� �9�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �S�U�D�Y�L�O�Q�R�� �Y�H�]�D�W�L�� �]�D��

�'�1�$�����5�'�0�����W�D�N�R�ÿ�H�U���L�P�D���X�O�R�J�X���X���S�U�L�Y�O�D�þ�H�Q�M�X proteina AGO4. Kada su svi proteini pravilno 

�Y�H�]�D�Q�L���� �5�'�0���� �S�U�L�Y�O�D�þ�L�� �L�� �Dsocira s metiltransferazom DRM2 (engl. Domain Rearranged 

Methyltransferase 2) koja katalizira metilacije �&�*�����&�+�*���L���&�+�+�����7�D�N�R�ÿ�H�U���I�D�N�W�R�U���6�3�7���/���.�7�)����

(engl. SPT5-Like/Kow Domain-Containing Transcription Factor 1�����V�H���Y�H�å�H���]�D���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W���Q�D�V�W�D�R��

�S�R�P�R�ü�X���3�R�O���9���Q�H�R�Y�L�V�Q�R���R���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L���V���S�U�R�W�H�L�Q�R�P���$�*�2���N�D�R���G�R�G�D�W�D�Q���V�W�D�E�L�O�L�]�D�W�R�U���N�R�P�S�O�H�N�V�D�����D��

proteinski kompleks IDN2-�,�'�3�� �Y�H�]�D�Q�� �]�D�� �3�R�O�� �9�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�H�� �S�U�L�Y�O�D�þ�L�� �N�U�R�P�D�W�L�Q���U�H�P�R�G�H�O�L�U�D�M�X�ü�L��

kompleks SWI/SNF (Zhang i sur., 2012; Zhu i sur., 2013). Pojednostavnjeni mehanizam puta 

RdDM je prikazan na Slici 5.  

 

 

    Slika 5. �'�1�$�� �P�H�W�L�O�D�F�L�M�D�� �X�V�P�M�H�U�H�Q�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �5�1�$. RNA Polimeraza IV vezana preko proteina 

CLSY1 sintetizira ssRNA koju RNA-ovisna DNA Polimeraza II prepisuje u dsRNA. dsRNA se 

�S�U�R�F�H�V�L�U�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �'�&�/���� �N�R�M�L�� �I�R�U�P�L�U�D�� ����-nt molekule dsRNA. One se metiliraju na 3' kraju 

�S�R�P�R�ü�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�(�1�����W�H���V�H���Y�H�å�X���N�D�R���M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H���]�D���S�U�R�W�H�L�Q���$�*�2�������$�*�2�����V�H���S�R�]�L�F�L�R�Q�L�U�D��

za molekulu �'�1�$���W�H���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�R���Y�H�å�H��molekulu �V�V�5�1�$���I�R�U�P�L�U�D�Q�X���S�X�W�H�P���3�R�O���9���S�R�P�R�ü�X��molekule 

siRNA. PolV se pozicionira za molekulu �'�1�$�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �'�'�5�� �N�R�M�L�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��
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DMS3, DRD1 i RDM1, a RDM1 dodatno pozicionira AGO4 za molekulu DNA. Novoformirani 

kompleks �'�'�5���S�U�L�Y�O�D�þ�L���P�H�W�L�O�L�U�D�M�X�ü�L���N�R�P�S�O�H�N�V���'�5�0�����N�R�M�L���P�L�M�H�Q�M�D��de novo metilirani obrazac molekule 

DNA. Izvor: Zhang i sur. (2013).  

Put RdDM ima glavnu ulogu u kontroli transpozona, obrane od patogena, odgovora na 

�V�W�U�H�V���� �X�Q�X�W�D�U�� �L�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �N�R�P�X�Q�L�N�D�F�L�M�H���� �U�H�S�U�R�G�X�N�F�L�M�X�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �H�S�L�D�O�H�O�D (Zemach i sur., 

2013). �1�H�G�D�Y�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �%�3�0����interagira s proteinima DMS3 i 

�5�'�0���� ���5�H�Q�G�X�O�L�ü���� ���������� �7�R�N�L�ü���� ������������ �W�H���G�D�� �G�M�H�O�X�M�H���N�D�R�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U��puta 

�5�G�'�0�� �N�D�N�R�� �E�L�� �R�G�U�å�D�R�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�X��de novo metilacije koja djeluje na prethodno navedene 

�S�U�R�F�H�V�H�����D�O�L���W�R�þ�D�Q���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���Q�L�M�H���M�R�ã��poznat. Osim spomenutih komponenta, u put 

�5�G�'�0���M�H���X�N�O�M�X�þ�H�Q�R���S�X�Q�R���Y�L�ã�H���S�U�R�W�H�L�Q�D�����D�O�L���Q�L�V�X���V�Y�H���I�X�Q�N�F�L�M�H���S�R�]�Q�D�W�H�����/�R�U�N�R�Y�L�ü���L���V�X�U����������������.  

1.4.1. RNA polimeraza IV i V  

RNA polimeraze ovisne o DNA su holoenzimi koji �V�H���V�D�V�W�R�M�H���R�G���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���L���Q�H�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�Ne 

regulatorne regije. Biljke kao i ostali eukarioti posjeduju 3 glavna tipa: Pol I, Pol II i Pol III no 

otkriveno je da biljke posjeduju i dvije neobavezne polimeraze, Pol IV i Pol V (Zhou i Law, 

2015). Pol IV i V �V�H���U�D�]�O�L�N�X�M�X���S�R���V�W�U�X�N�W�X�U�L���L���I�X�Q�N�F�L�M�L���R�G���3�R�O���,�,�����6�Y�H���S�R�O�L�P�H�U�D�]�H���L�P�D�M�X���V�U�å���R�G��������

podjedinica od kojih je oko pola podjedinica konzervirano u sve tri polimeraze dok su 

�M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �R�G�� �3�R�O�� �,�9�� �L�� �3�R�O�� �9�� �Q�D�V�W�D�O�H�� �Q�H�]�D�Y�L�V�Q�R�P�� �G�X�S�O�L�N�D�F�L�M�R�P���M�R�ã�� �S�U�L�M�H�� �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�D��

�N�R�S�Q�H�Q�L�K���E�L�O�M�D�N�D���ã�W�R���J�R�Y�R�U�L���R���W�R�P�H���G�D���L�P�D�M�X���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�R�J���S�U�H�W�N�D�� Pol IV i V imaju istu veliku 

�S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�X�� �V�U�å�L���� �1�5�3�'���(���� �W�H�� �V�Y�D�N�D�� �L�P�D�� �M�R�ã�� �M�H�G�Q�X�� �M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�X�� �Q�D�M�Y�H�ü�X�� �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�X�� �1�5�3�'����

odnosno NRPE1 (Ream i sur., 2009)���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H�� �1�5�3�'���� �L�� �1�5�3�(���� �Q�H�P�D�M�X��

konzerviranu domenu CTD �X�Q�X�W�D�U���N�R�M�H���V�H���Q�D�O�D�]�L���R�P�þ�D��koja regulira funkciju polimeraze kao 

�ã�W�R���W�R���L�P�D���3�R�O���,�,���X�Q�X�W�D�U���V�Y�R�M�H���Q�D�M�Y�H�ü�H���G�R�P�H�Q�H���1�5�3�%����(Ream i sur., 2014). Pol V ima regiju 

koja formira AGO-�R�P�þ�X���N�Rjom interagira s proteinom AGO4 u procesu DNA metilacije. Iako 

se AGO-�R�P�þ�D���M�D�Y�O�M�D���L���X���&�7�'���G�R�P�H�Q�L���3�R�O���,�,�����V�H�N�Y�H�Q�F�D���$�*�2-�R�P�þ�H���3�R�O���9���U�D�]�O�L�N�X�M�H��se od Pol II 

�ã�W�R�� �M�H�� �G�R�N�D�]�� �Q�D�J�O�H�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�H�� �N�R�M�R�P�� �M�H�� �U�H�J�L�M�D�� �&�7�'�� �L�]�J�X�E�L�O�D�� �R�U�L�J�L�Q�D�O�Q�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X��(Haag i sur., 

2014). �â�W�R���V�H���W�L�þ�H���Q�H�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�L�K���M�H�G�L�Q�L�F�D�����R�G���������S�R�O�L�P�H�U�D�]�Q�L�K���S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D�����þ�H�W�L�U�L���S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H���V�X��

jedinstvene u Pol IV i V u odnosu na Po�O���,�,�����D���S�R�O�D���Q�M�L�K���V�H���U�D�]�O�L�N�X�M�X���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R���L�]�P�H�ÿ�X���3�R�O���,�9��

i V pa su ovo vjerojatno krucijalne regije koje definiraju uloge ovih polimeraza. Uloga Pol V 

je �G�D���]�D�M�H�G�Q�R���V�D���V�Y�R�M�L�P���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�W�L�P�D���V�O�X�å�L���N�D�R���R�N�R�V�Q�L�F�D���]�D���N�R�M�X���V�H���Y�H�å�H���S�U�R�W�H�L�Q���$�*�2�����N�R�M�L��

�R�Q�G�D�� �S�U�L�Y�O�D�þ�L�� �L�� �Y�H�å�H�� �G�R�G�D�W�Q�H�� �I�D�N�W�R�U�H��puta RdDM kako bi se uspostavila DNA metilacija 

(Wierzbicki i sur., 2008). Za razliku od Pol V, Pol IV �M�H���S�R�W�U�H�E�Q�D���]�D���S�U�R�G�X�N�F�L�M�X���J�R�W�R�Y�R���Y�L�ã�H���R�G��

90% 24 nukleotidnih molekula miRNA u A. thaliana �W�H�� �V�H�� �S�U�H�G�O�D�å�H�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �N�R�M�L�P�� �R�Y�D��
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�S�R�O�L�P�H�U�D�]�D�� �V�W�Y�D�U�D�� �G�X�J�D�þ�N�H�� �V�V�5�1�$�� �N�R�M�H�� �V�O�X�å�H�� �N�D�R�� �V�X�S�V�W�U�D�W�L�� �]�D�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �P�R�O�H�N�Xla siRNA. 

�+�L�S�R�W�H�]�H���S�U�H�G�O�D�å�X���G�D���X�]�� �3�R�O���,�9���X���V�L�Q�H�U�J�L�M�L���G�M�H�O�X�M�X���L���Q�H�S�R�]�Q�D�W�H���V�S�H�F�L�M�D�O�L�]�U�D�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H���5�1�$��

koje procesiraju i stvaraju molekule siRNA (Li i sur., 2015). S ozbirom da se Pol IV i V ne 

�Y�H�å�X���]�D���S�U�R�P�R�W�R�U�H���X��putu RdDM, one se pozicioniraju na molekulu DNA putem interakcije s 

�N�U�R�P�D�W�L�Q�R�P�����3�R�O���9���V�H���Y�H�å�H���S�R�P�R�ü�X���N�R�P�S�O�H�N�V�D���'�'�5���L���P�H�W�L�O-�'�1�$���Y�H�]�D�M�X�ü�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D��SUVH2 

i SUVH9 (engl. SU(VAR)3-9 homolog) (Law i sur., 2010) �G�R�N���V�H���3�R�O���,�9���Y�H�å�H���S�U�H�N�R��proteina 

SHH1 (engl. Sawadee Homeodomain Homolog) koji prepoznaje metilaciju H3K9 na molekuli 

DNA (Law i sur., 2011).  

1.4.2. Kompleks DDR 

Kompleks DDR je interakcijski kompleks proteina DMS3, DRD1 i RDM1, a ima ulogu u 

odmatanju molekule DNA u putu �5�G�'�0���L���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X��strukture ssDNA kako bi se mogla vezati 

Pol V. Potencijalni mehanizam kojim kompleks DDR odmata strukturu je vezan uz svojstva 

kompleksa DDR, a to su aktivnost translokaze DNA ovisna o ATP-u�����P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���Y�H�]�D�Q�M�D���]�D��

ssDNA i kohezinska svojstva vezanja lanca DNA (Haag et al., 2014). Iako je glavna uloga 

kompleksa �'�'�5���G�D���Y�H�å�H���L���S�R�]�L�F�L�R�Q�L�U�D���3�R�O���9���]�D���P�R�O�H�N�X�O�X���'�1�$�����P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���L�P�D���X�O�R�J�X���L���X��

regulaciji njene aktivnosti (Zhong i sur., 2012)���� �ý�O�D�Q�R�Y�L��kompleksa �'�'�5�� �V�H�� �Y�H�å�X�� �]�D�� �G�Y�L�M�H��

intragenomske regije, IGN5 i MEA-ISR kako bi pomogli u produkciji Pol-�9�� �Q�H�N�R�G�L�U�D�M�X�ü�L�K��

�5�1�$�����D���'�5�'�����L���'�0�6�����W�D�N�R�ÿ�H�U���X�V�P�M�H�U�D�Y�D�M�X���Y�H�]�D�Q�M�H���3�R�O�9���Q�D���Q�H�N�R�O�L�N�R���L�Q�W�U�D�J�H�Q�R�P�V�N�L�K���O�R�N�X�V�D��

�W�H�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �S�R�W�L�þ�X�� �Q�M�H�Q�X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X��koja je ovisna o interakciji s kompleksom DDR 

(Wierzbicki i sur., 2009)�����3�U�R�W�H�L�Q���'�5�'�����N�D�R���þ�O�D�Q���N�R�P�S�O�H�N�V�D���'�'�5���L�Q�W�H�U�D�J�L�U�D��i s Pol IV i Pol V 

te regulira �'�1�$�� �P�H�W�L�O�D�F�L�M�X�� �X�V�P�M�H�U�H�Q�X�� �S�R�P�R�ü�X�� �V�L�5�1�$���S�R�W�L�þ�X�ü�L�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �H�S�L�J�H�Q�H�W�V�N�L�K��

�P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D���L���R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���K�H�W�H�U�R�N�U�R�P�D�W�L�Q�D�� Pripada skupini remodulatora kromatina SWI/SNF 

(Kanno i sur., 2008). �=�D�M�H�G�Q�R���V���3�R�O���9���R�G�U�å�D�Y�D���H�S�L�J�H�Q�H�W�L�þ�N�R���H�J�]�R�J�H�Q�R���X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H���W�U�D�Q�V�J�H�Q�L�þ�Q�R�J��

�W�U�D�Q�V�N�U�L�E�L�U�D�M�X�ü�H�J���R�E�U�Q�X�W�R-�S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X�ü�H�J���X�W�L�ã�D�Y�D�W�H�O�M�D�����H�[�R-Pdsi) kako bi regulirao akumulaciju 

�G�V�5�1�$�� �L�� �W�L�P�H�� �V�S�U�L�M�H�þ�L�R�� �S�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�R�� �X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�L�K�� �J�H�Q�D�� �S�X�W�H�P��puta RdDM���� �7�D�N�R�ÿ�H�U��

pokazano je da je i jedan od glavnih medijatora kod smanjenja metilacije kada se uklanja 

�L�Q�G�X�N�W�R�U�� �X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�D���� �2�V�L�P�� �R�Y�L�K�� �X�O�R�J�D���� �E�L�W�D�Q�� �M�H�� �L�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X�� �G�X�J�L�K�� �W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�L�K�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D��

transpozonskih elemenata, transkripcijske represije odre�ÿ�H�Q�R�P �S�H�U�L�F�H�Q�W�U�R�P�H�U�L�þ�Qim 

ponavljanjima kondenzacijom histona H3 na lizinu 9 dimetilacijom te u poticanju bazalne 

�U�H�]�L�V�W�H�Q�F�L�M�H���Q�H�N�U�R�W�U�R�I�L�þ�Q�L�K���J�O�M�L�Y�L�þ�Q�L�K���S�D�W�R�J�H�Q�D��P. cucumerina putem metilacije i/ili demetilacije 

(https://www.uniprot.org/uniprot/Q9SIW2 �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���L���U�H�I�H�U�H�Q�F�H���X�Q�X�W�D�U���Z�H�E-linka).  

https://www.uniprot.org/uniprot/Q9SIW2
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�'�0�6�����M�H���G�U�X�J�L���þ�O�D�Q���N�R�P�S�O�H�N�V�D���'�'R u putu RdDM. DMS3 �N�R�G�L�U�D���]�D���S�U�R�W�H�L�Q���N�R�M�L���M�H���V�O�L�þ�Q�H��

�I�R�U�P�H���N�D�R���G�R�P�H�Q�D���ã�D�U�N�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���6�0�&�����H�Q�J�O����Structural Maintenance of Chromosomes) kojem 

nedostaje domena ATP �ã�W�R�� �L�P�S�O�L�F�L�U�D�� �G�D�� �'�0�6���� �L�P�D�� �X�O�R�J�X�� �N�D�R�� �D�U�K�L�W�H�N�W�R�Q�V�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �N�R�M�L��

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���P�R�å�H���S�R�Y�H�]�D�W�L���Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���L���S�R�W�D�N�Q�X�W�L���H�S�L�J�H�Q�H�W�V�N�H���P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�H���S�R�P�R�ü�X��

molekule siRNA (Kanno i sur., 2008; Lor�N�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U������ ��������). Reguliran �M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�ã�üu gena 

APC/C (engl. Anaphase-Promoting Complex/Cyclosome���� �N�R�M�L�� �S�R�W�L�þ�H�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D��

�'�'�5���� �$�3�&���&�� �M�H�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�� �N�R�M�L�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �'�0�6���� �L�� �ã�D�O�M�H�� �J�D�� �X�� �G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�X�� �ã�W�R�� �M�H��

pokazano u mutantima apc/c i polv �J�G�M�H�� �M�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �'�0�6���� �Q�D�J�O�R�� �S�R�U�D�V�O�D�� �ã�W�R�� �M�H��

potaknulo destabilizaciju signala u putu RdDM i smanjeno vezanje Pol V za DNA, a to je dokaz 

da se DMS3 mora nalaziti u idealnoj koncentraciji kako bi potaknuo vezanje Pol V. APC/C je 

kompleks koji se �V�D�V�W�R�M�L���R�G���Y�L�ã�H���S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D���N�R�M�L���S�R�W�L�þ�H���S�U�H�O�D�]�D�N���L�]���P�H�W�D�I�D�]�H���X���D�Q�D�I�D�]�X���F�L�O�M�D�M�X�ü�L��

�V�X�S�V�W�U�D�W�H���N�R�M�H���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�L�U�D���L���ã�D�O�M�H���X���S�U�R�W�H�R�O�L�]�X���W�H���G�M�H�O�X�M�H���N�D�R���L���Y�H�ü�L�Q�D���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q���O�L�J�D�]�D���(�����L�]���5�,�1�*��

�R�E�L�W�H�O�M�L���J�G�M�H���L�P�D���X�O�R�J�X���N�D�R���R�N�R�V�Q�L�F�D���N�R�M�D���Y�H�å�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���V�X�S�V�W�U�D�W���L���H�Q�]�L�P E2 koji ubikvitinira 

�V�X�S�V�W�U�D�W�����6�W�R�J�D���V�H���S�U�H�G�O�D�å�H�����P�H�K�D�Q�L�]�D�P���G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���'�0�6�����S�X�W�H�P���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D�F�L�M�H���S�U�H�N�R��

�$�3�&���&���N�R�M�L���J�D���ã�D�O�M�H���S�U�H�P�D���S�U�R�W�H�D�V�R�P�X�������6���� �D���Q�M�H�J�R�Y�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���M�H���U�H�J�X�O�L�U�D�Q�D���X���R�Y�L�V�Q�R�V�W�L���R��

sta�Q�L�þ�Q�R�P���F�L�N�O�X�V�X��(Capron et al., 2003; Zhong i sur., 2012). �3�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�U�H�G�O�D�å�X��

�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L���U�H�J�X�O�D�W�R�U���S�U�R�W�H�L�Q���%�3�0�����N�R�M�L���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�U�L�S�D�G�D���V�N�X�S�L�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�L���L�P�D�M�X��

ulogu kao okosnica vezanja enzima E2, ali se pretpostavlja da on regulira ekspresiju DMS3 

neovisno o proteolizi putem proteasoma �����6���Y�H�ü���Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�R�P���N�R�P�S�O�H�N�V�D���'�0�6�����L���5�'�0�����L�O�L��

reusmjeravanjem na novu genomsku poziciju.  

    �'�0�6�����L�Q�W�H�U�D�J�L�U�D���L���V���S�U�R�W�H�L�Q�R�P���'�0�6�������N�R�M�L���Q�L�M�H���þ�O�D�Q���N�R�Ppleksa DDR. DMS11 u interakciji 

s DMS3 simulira ATP-aznu aktivnost proteina DMS3 �S�D�� �M�H�� �S�U�H�G�O�R�å�H�Q�D�� �K�L�S�R�W�H�]�D�� �G�D�� �R�Y�D�� �G�Y�D��

proteina kada interagiraju u in vivo uvjetima formiraju analog proteina SmcHD1 u A. thaliana 

koji ima domenu ATP-aze GHKL (engl. Gyrase, Hsp90, Histidine Kinase, MutL) (koju ima 

�'�0�6���������L���6�0�&���G�R�P�H�Q�X�����N�R�M�L���O�L�þ�L���S�U�R�W�H�L�Qu �'�0�6���������/�R�U�N�R�Y�L�ü���L���V�X�U�������������������� 

    RDM1 ili DMS7 �M�H���S�R�V�O�M�H�G�Q�M�L���þ�O�D�Q���N�R�P�S�O�H�N�V�D���'�'�5���N�R�M�L���V�X�G�M�H�O�X�M�H���X��putu RdDM. Pripada 

�E�L�O�M�Q�R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D���N�R�M�L���R�V�L�P���V���þ�O�D�Q�R�Y�L�P�D���N�R�P�S�O�H�N�V�D���'�'�5���L�Q�W�H�U�D�J�L�U�D��s Pol II, AGO4 

i metiltransferazom DRM2. Ima jednu konzerviranu regiju �'�8�)�������������D���X�R�þ�H�Q�D���M�H���L���U�H�J�L�M�D���N�R�M�D��

�I�R�U�P�L�U�D�� �K�L�G�U�R�I�R�E�Q�L�� �G�å�H�S�� �N�R�M�L�� �S�R�W�L�þ�H�� �I�R�U�P�D�F�L�M�X�� �K�R�P�R�G�L�P�H�U�D�� �ã�W�R�� �M�H�� �H�V�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �]�D�� �Q�M�H�J�R�Y�X��

funkciju (Sasaki i sur., 2014). Sastoji se od 163 aminokiseline, a osim domene DUF1950 nema 

nijednu drugu prepoznatljivu konzerviranu regiju���� �2�V�L�P�� �ã�W�R�� �L�Q�W�H�U�D�J�L�U�D�� �V�� �3�R�O�� �,�,�� �X�� �M�H�]�J�U�L����

dokazano je da interagira i s Pol V u perinuklearnom prostoru. Mutacijom metionina M50A 

otkriveno je da je RDM1 glavni intera�N�W�R�U���N�R�M�L���S�U�L�Y�O�D�þ�L���P�H�W�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�X���'�5�0�����L���S�U�R�W�H�L�Q���$�*�2����

�þ�L�P�H���S�R�Y�H�]�X�M�H���þ�L�W�D�Y��put RdDM (Gao i sur., 2010). �7�D�N�R�ÿ�H�U���N�D�R���S�U�R�W�H�L�Q���N�R�M�L���L�P�D���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W��
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vezanja ssDNA, �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �S�R�G�U�X�þ�M�L�P�D�� �'�1�$�� �U�H�S�O�L�N�D�F�L�M�H�� �L�O�L�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�P��

�U�H�J�L�M�D�P�D���ã�W�R���G�R�G�D�W�Q�R���S�R�N�D�]�X�M�H���Q�M�H�J�R�Y�D���O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�D���X���Q�X�N�O�H�R�S�O�D�]�P�L���ã�W�R���M�H���N�D�V�Q�L�M�H���S�R�W�Y�ÿ�H�Q�R���L��

�]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�R�P�� �N�R�O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�R�P�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �5�'�0���� �L�� �3�R�O�� �,�,�� ���*�D�R�� �L�� �V�X�U������ ���������������,�D�N�R�� �P�X�� �M�H�� �W�R�þ�D�Q��

mehanizam djelovanja nepoznat, pretpostavlja se da u interakciji s proteinima DRD1 i DMS3 

�R�W�Y�D�U�D���U�H�S�O�L�N�D�F�L�M�V�N�H���U�D�ã�O�M�H���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�H���Y�H�å�X���K�R�P�R�G�Lmeri RDM1 zajedno s proteinom AGO i 

�P�H�W�L�O�W�U�D�Q�V�I�H�U�D�]�R�P�� �'�5�0���� �N�R�M�D�� �S�R�W�L�þ�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�X�� �P�H�W�L�O�D�F�L�M�V�N�R�J�� �R�E�U�D�V�F�D�� ���6�D�V�D�N�L�� �L�� �V�X�U������ ��������������

Ukoliko se uspostave mutanti rdm1 �S�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�H���D�N�X�P�X�O�D�F�L�M�D���������Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�K���V�L�5�1�$�����V�P�D�Q�M�X�M�H��

�V�H���P�H�W�L�O�L�U�D�Q�R�V�W���'�1�$���L���J�X�E�L���V�H���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R���X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�H���Q�D��lokusima za koje se vjeruje da su 

kontrolirani putem RdDM (Gao i sur., 2010).  

�����������&�L�O�M���U�D�G�D 

�3�U�H�P�D���S�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�Q�L�P���L���R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�����5�H�Q�G�X�O�L�ü�����������������7�R�N�L�ü�����������������G�R�N�D�]�D�Q�R��

je da protein BPM1 interagira s �S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D�� �'�0�6���� �L�� �5�'�0������ �þ�O�D�Q�R�Y�L�P�D��puta RdD�0�� �þ�L�M�D�� �M�H��

�X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�D���O�R�N�D�O�L�]�D�F�L�M�D���Y�H�]�D�Q�D���X�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�X���M�H�]�J�U�X�����*�D�R���L���V�X�U���������������������1�D���W�H�P�H�O�M�X���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K��

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���W�H���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�H���G�D���V�H���S�U�R�W�H�L�Q���%�3�0�����R�V�L�P���X���F�L�W�R�S�O�D�]�P�L���Q�D�N�X�S�O�M�D���L���X���M�H�]�J�U�L���S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���M�H��

hipoteza o funkciji proteina BPM1 u metilaciji DNA mehanizmom RdDM. Prema njoj 

najvjerojatnija funkcija proteina BPM1 u RdDM-u bila bi eliminacija proteina DMS3 i RDM1 

proteasomskom degradacijom posredovanom kulinom 3. Obzirom na izostanak kolokalizacije 

�N�X�O�L�Q�D�������L���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����X���S�R�G�U�X�þ�M�X���M�H�]�J�U�L�F�H�����S�R�V�W�R�M�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W��mehanizama neovisnima o 

kulinu 3 (Leljak-�/�H�Y�D�Q�L�ü�� �L�� �V�X�U������ ������������ �X�� �N�R�M�L�P protein BPM1 svojom interakcijom s 

transkripcijskim faktorima sudjeluje pri lokalizaciji kompleksa DMS3-RDM1 na genomu i 

pozicioniranju metilacijskog kompleksa RdDM-a.  

    Kako bi se navedene hipoteze provjerile, cilj ovog rada bio je utvrditi koja domena proteina 

BPM1, MATH, BTB ili SPOP ostvaruje interakciju s proteinima DMS3 i RDM1 paralelno s 

provjerom interakcija pojedinih domena BPM1 s �Y�H�ü�� �G�R�N�D�]�D�Q�L�P�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�V�N�L�P�� �S�D�U�W�Q�H�Uom 

transkripcijskim faktorom HB6 (Lechner i sur., 2011).  

    U tu svrhu bilo je potrebno konstruirati plazmide koji nose gene za rekombinantne proteine 

�%�3�0���� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �G�H�O�H�F�L�M�V�N�H�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�H�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �S�U�L�Y�M�H�V�N�R�P�� ���+�L�V�� �L�O�L�� �*�6�7������ �W�H��

optimizirati postupke ekspresije navedenih fuzijskih varijanti proteina BPM1 i histidinom 

�R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���'�0�6�������5�'�0�����L���+�%����te �Q�M�L�K�R�Y�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���L�]���H�N�Vpresijskih bakterijskih 

sojeva. �.�R�Q�D�þ�Q�L�� �F�L�O�M�� �M�H�� �E�L�R�� �S�U�R�Y�M�H�U�L�W�L�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �'�0�6������ �5�'�0���� �L�� �+�%���� �V�� �S�U�R�W�H�L�Q�R�P��

BPM1 i njegovim delecijskim varijantama metodom kopurifikacije �Äjedan na jedan�³ te 

usporediti afinitet vezanja pojedinih interakcijskih partnera za svaku domenu proteina BPM1.  
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�������0�$�7�(�5�,�-�$�/�,���,���0�(�7�2�'�( 

�����������0�$�7�(�5�,�-�$�/�, 

2.1.1. Bakterijski sojevi 

�8���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���N�R�P�S�H�W�H�Q�W�Q�L���V�R�M�H�Y�L bakterije Escherichia coli za kloniranje gena 

�L�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �6�R�M�H�Y�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �]�D�� �N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�H�� �V�X�� �;�/����-Gold�Š Ultracompetent Cells 

(Stratag�H�Q�H������ �6�W�H�O�O�D�U�Œ�� �&�R�P�S�H�W�H�Q�W�� �&�H�O�O�V�� ���&�O�R�Q�W�H�F�K���� �L�� �1�(�%�� ��-alpha (New England BioLabs), 

�G�R�N�� �V�X�� �]�D�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�L�P�� �S�O�D�]�P�L�G�R�P�� �L�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�R�M�H�Y�L��

�5�R�V�H�W�W�D�Œ�� ���'�(������ ���1�R�Y�D�J�H�Q�� �0�6�'�6���� �L�� �%�/������ ���'�(������ ���1�H�Z�� �(�Q�J�O�D�Q�G�� �%�L�R�/�D�E�V������ �6�Y�L�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L��

sojevi u�]�J�D�M�D�Q�L���V�X���Q�D���������ƒ�&���X �W�H�N�X�ü�H�P���L�O�L���N�U�X�W�R�P���P�H�G�L�M�X���/�%���V �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� 

2.1.2. Bakterijski mediji za rast  

2.1.2.1. Mediji �/�%���������î���<�7���������î���<�7���L���7�% 

�0�H�G�L�M���/�%�����/�X�U�L�D���%�H�U�W�D�Q�L�������S�+��� �������������N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���]�D���U�D�V�W���E�D�N�W�H�U�L�M�D�����.�U�X�W�L���P�H�G�L�M���/�%���V�D�G�U�å�L��������

g/L �D�J�D�U�D�����8�]���P�H�G�L�M���/�%���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���P�H�G�L�M�L�������î���<�7�����S�+��� ������������ �����î���<�7�����S�+��� ��������-7,0) (engl. 2 

�î���L�O�L�������î��Yeast Tryptone) i TB (engl. Terrific Broth) (pH = 7,2). Sastavi medija su prikazani u 

Tablici 1. Mediji su autoklavirani 20 min na temperaturi od 121 �ƒ�&���L��pri tlaku od 1,5 bara. Za 

selekciju uzgoja bakterija soja Rosetta (DE3) �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �N�O�R�U�D�P�I�H�Q�L�N�R�O�� ���&�K�O���� �X�� �N�R�Q�D�þ�Q�R�M��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �R�G�� ������������ �P�J���P�/�� �G�R�N�� �V�X�� �]�D�� �V�H�O�H�N�F�L�M�X�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�� �D�P�S�L�F�L�O�L�Q��

(Amp�����X���N�R�Q�D�þ�Q�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���R�G������1 mg/mL ili kan�D�P�L�F�L�Q�����.�D�Q�����X���N�R�Q�D�þ�Q�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���R�G��

0,05 mg/mL.  

Tablica 1. Sastavi medija LB �����î���<�7���������î���<�7���L���7�%�����9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���J�O�L�F�H�U�R�O�D���L�]�U�D�å�H�Q�D���M�H���X���P�/���/���G�R�N���V�X��

�R�V�W�D�O�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�U�D�å�H�Q�H���X���J���/�� 

 

 

 

 

 

 

Sastav LB �����î���<�7 �����î���<�7 TB 
Tripton 10 16 32 12 
Ekstrakt kvasca 5 10 20 24 
NaCl 10 5 5 - 
Glicerol - - - 4 
KH2PO4 - - - 2,31 
K2HPO4 - - - 12,54 
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2.1.2.2. Medij SOC  

Medij SOC (engl. Super Optimal Broth with Catabolic Repression) (5 g/L ekstrakt kvasca, 

20 g/L tripton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2 i MgSO4, 20 mM glukoza) �N�R�U�L�ã�W�H�Q��

je �]�D���R�S�R�U�D�Y�D�N���E�D�N�W�H�U�L�M�D���Q�D�N�R�Q���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�H���W�R�S�O�L�Q�V�N�L�P���ã�R�N�R�P���Q�D������ �ƒ�&����Medij je autoklaviran 

20 min na temperaturi od 121 �ƒ�&���L���S�U�L���W�O�D�N�X���R�G�����������E�D�U�D�� 

2.1.3. Nukleotidne sekvence gena 

Genska sekvenca gena BPM1 preuzeta je iz baze podataka TAIR (engl. The Arabidopsis 

Information Resource, https://www.arabidopsis.org/) pod notacijom AT5G19000.1. Sekvenca 

�N�R�G�L�U�D�M�X�ü�H���'�1�$�����H�Q�J�O����coding sequence, CDS) BPM1 �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H za konstrukciju ekspresijskih 

plazmida sa delecijskim varijantama proteina BPM1 u programu SnapGene Viewer (Version 

4.1.6., GSL Biotech). 

2.1.4. Plazmidi 

Plazmidi pET-28a(+)-�'�0�6���� ���/�R�U�N�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U������ �������������� �S�(�7-28a(+)-RDM1 i pPROEx-Htb-

�+�%���� ���7�R�N�L�ü���� ������������ �N�R�M�L�� �N�R�G�L�U�D�Mu za protein DMS3, RDM1 i HB6 s His-privjeskom bili su 

dostupni u laboratoriju. Vektorske mape su prikazane u dodacima (Prilog Slika I.). Za 

�G�R�E�L�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�6�7�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �S�*�(�;-4T-���� ���$�P�H�U�V�K�D�P���� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �G�R�V�W�X�S�D�Q�� �X��

laboratoriju. 

    Plazmidi pET-53-DEST-BPM1 (N. Bauer, nepublicirano) i pGEX-4T1-BPM1 (N. Bauer, 

�Q�H�S�X�E�O�L�F�L�U�D�Q�R�����N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���]�D���G�R�E�L�Y�D�Q�M�H���G�H�O�H�F�L�M�V�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�Q�W�L���%�3�0�����V���+�L�V- ili GST-privjeskom. 

Plazmidi s delecijskim varijantama proteina His-BPM1 su dobiveni metodom mjesno 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �P�X�W�D�J�H�Q�H�]�H���� �D�� �S�O�D�]�P�L�G�L�� �V�� �G�H�O�H�F�L�M�V�N�L�P�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�D�P�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��GST-BPM1 tehnikom 

�N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�D���S�R�P�R�ü�X���7�����O�L�J�D�]�H�����V�H�N�F�L�M�D�������������������� 

���������������3�R�þ�H�W�Q�L�F�H 

�3�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �]�D�� �N�R�Q�V�W�U�X�N�F�L�M�X pET-53-DEST i pGEX-4T-���� �V�D�� �å�H�O�M�H�Q�L�P�� �G�H�O�H�F�L�M�D�P�D��

MATH, BTB i SPOP proteina BPM1 prikazane su u Tablici 2. In-Fusion �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�����,�Q�)���I�Z���L��

InF rev) konstruirane su u programu Clonetech In-Fusion Cloning Tool. In-�)�X�V�L�R�Q���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���]�D��

kloniranje delecija BPM1 u plazmid pGEX-4T-�����G�R�G�D�W�Q�R���V�D�G�U�å�H���L���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R���P�M�H�V�W�R���%�D�P�+�,��

te se mogu koristiti u metodi kloniranja In-Fusion i u metodi kloniranja tehnikom ligacije. 

�3�R�þ�H�W�Q�L�F�H���D�W�W�%���%�3�0�����I�Z���L���%�3�0��-STOPattB2 rev (N. Bauer) (Tablica 2.�����N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���V�X���X���V�Y�U�K�X��

�S�U�R�Y�M�H�U�H�� �X�V�S�M�H�ã�Qosti transformacije bakterija s �S�O�D�]�P�L�G�L�P�D�� �N�R�M�L�� �L�P�D�M�X�� �X�J�U�D�ÿ�H�Q�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�X��
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BPM1 ili njegove delecijske varijante (Ta � ���������ƒ�&�����We = 1 min). In-Fusion DMS3, HB6 i RDM1 

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�����0�����-�D�J�L�ü�����N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���V�X���]�D���S�U�R�Y�M�H�U�X���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�L���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�H���E�D�N�W�H�U�L�M�D�����7a � ���������ƒ�&����

te = 1:30 min). �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �V�X�� �S�U�L�U�H�ÿ�H�Q�H�� �N�D�R�� �������� ���0�� �R�W�R�S�L�Q�H���� �5�D�G�Q�D�� �R�W�R�S�L�Q�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D��

pripremljena je u redestiliranoj vodi (Mili-Q�Š�����X���N�R�Q�D�þ�Q�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�����������0�����0�D�W�L�þ�Q�H i radne 

�R�W�R�S�L�Q�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�H���V�X���Q�D��-�������ƒ�&��  

Tablica 2. �6�H�N�Y�H�Q�F�H���V�Y�L�K���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���Q�D�N�R�Q��

reakcije PCR. Podcrtan slijed nukleotida je ekvivalentan restrikcijskom mjestu enzima BamHI.  

�1�D�]�L�Y���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H �1�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�D���V�H�N�Y�H�Q�F�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�������
-3') �9�H�O�L�þ�L�Q�D���I�U�D�J�P�H�Q�W�D��
(pb) 

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_BPM1_GEX 

fw 
GGTTCCGCGTGGATCCATGGGCACAACTAGGGTCTGCTCGG 856 a 

897 b 
1069 c InF_BPM1_GEX 

rev 
CCCGGGAATTCCGGGGATCCTCAGTGCAACCGGGGCTTCACTCG 

�3�U�R�Y�M�H�U�D���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�L���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�H 

attB1BPM1 fw ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCATGGGCACAACTAGGGTC 869 a 
920 b 

1082 c 
1274 d 

BPM1-STOPattB2 
rev 

ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGTGCAACCGGGGCTTCAC 

InF_HB6 fw GAATTCCCGGGGATCCTGATGAAGAGATTAAGTAGTTCAG 
936 

InF_HB6 rev GCAGGTCGACGGATCCTCAATTCCAATGATCAACGGTG 

InF_DMS3 fw GGTTCCGCGTGGATCCATGTATCCGACTGGTCAACA 
1263 

InF_DMS3 rev GTCGACCCGGGAATTCTCATCTGGGTGTGTTCATTGG 

InF_RDM1 fw ATCACAAGTTTGTACGAATTCATGCAAAGCTCAATGACAATGGAAC 
492 

InF_RDM1 rev TGTACAAGAAAGCTGGAATTCTCATTTCTCAGGAAAGATTGGG 
 

�3�R�þ�H�W�Q�L�F�H���,�Q�)�B�%�3�0���B�*�(�;���I�Z���L��InF_BPM1_GEX rev te �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��attB1BPM1 fw i BPM1-�6�7�2�3�D�W�W�%�����Y�H�å�X���V�H��

�]�D�� �S�R�þ�H�W�D�N�� �L�� �N�U�D�M�� �J�H�Q��BPM1 �L�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �R�Y�L�V�H�� �R�� �F�L�O�M�D�Q�R�P�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�X�����%�3�0���û�0�$�7�+��a, 

�%�3�0���û�%�7�%��b , �%�3�0���û�6�3�2�3��c i BPM1 d.  

2.1.6. Aminokiselinske sekvence proteina 

�3�U�R�J�U�D�P���(�[�3�$�6�\���7�U�D�Q�V�O�D�W�H���W�R�R�O�����K�W�W�S�V�������Z�H�E���H�[�S�D�V�\���R�U�J���W�U�D�Q�V�O�D�W�H�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���]�D���G�R�E�L�Y�D�Q�M�H��

aminokiselinske sekvence proteina na temelju sekvenca gena koji kodiraju za fuzijske proteine. 

�3�U�R�W�H�L�Q�V�N�H�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �I�X�]�L�M�V�N�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�H�� �V�X�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �3�U�R�W�3�D�Uam tool 

(https://web.expasy.org/protparam/) te su �G�R�E�L�Y�H�Q�H���V�O�M�H�G�H�ü�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L����broj aminokiselina (N), 
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molekulska masa pr�R�W�H�L�Q�D�� ���0�U���� �X�� �N�'�D���� �L�]�R�H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�D�� �W�R�þ�N�D (pI), faktor nestabilnosti (engl. 

instability index, II) i faktor topivosti u vodi (engl. aliphatic indeks, AI). U Tablici 3 nalaze se 

vrijednosti prethodno navedenih karakteristika svih fuzijskih proteina, te samog proteina GST 

bez privjeska.   

Tablica 3. �7�H�R�U�H�W�V�N�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�R�J���E�U�R�M�D�����1�������P�R�O�H�N�X�O�V�N�H���P�D�V�H�����0�U�������L�]�R�H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�H��

�W�R�þ�N�H�� ���S�,������ �I�D�N�W�R�U�D�� �Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� ���,�,���� �L�� �I�D�N�W�R�U�D�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�L�� �X�� �Y�R�G�L�� ���$�,���� �]�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �X�� �R�Y�R�P��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� 

His fuzijski protein  N Mr / kDa  pI  II  AI  
His-BPM1 444 49,04 7,62 31,72 86,71 
His-�%�3�0���û�0�$�7�+ 309 33,94 6,56 35,68 93,69 
His-�%�3�0���û�%�7�% 326 35,99 9,01 34,05 79,79 
His-�%�3�0���û�6�3�2�3 380 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  pI  II  AI  
GST-BPM1 633 71,02 6,54 33,41 89 
GST-�%�3�0���û�0�$�7�+ 498 55,92 6,00 36,33 93,96 
GST-�%�3�0���û�%�7�% 548 61,55 8,08 33,79 87,52 
GST-�%�3�0���û�6�3�2�3 569 63,96 6,61 32,1 85,64 

Protein bez privjeska N Mr / kDa  pI  II  AI  
GST 232 26,98 6,18 37,39 87,41 

2.1.7. Puferi 

2.1.7.1. PBS  

Pufer ���� �î PBS (engl. Phosphate-Buffered Saline) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,3) �N�R�U�L�ã�W�H�Q je u svrhu ispiranja membrane od primarnog 

odnosno sekundarnog antitijela u metodi hibridizacije po Westernu, ispiranju nekih bakterijskih 

taloga tokom procesa indukcije proteina i ispiranju glutation sefaroznih kuglica kod 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���L���X���P�H�W�R�G�L���N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�H����  

2.1.7.2. TAE  

�=�D���L�]�U�D�G�X���D�J�D�U�R�]�Q�L�K���J�H�O�R�Y�D���L���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X���'�1�$���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�X�I�H�U�������î���7�$�(�����H�Q�J�O����Tris-HCl 

Acetate Ethylenediaminetetraacetic acid) (40 mM Tris-HCl, pH = 8,3, 1 mM EDTA).  
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2.1.7.3. 5 �î���6�/�%�� 

Kod pripreme �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K���X�]�R�U�D�N�D���]�D���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H���Q�D���S�R�O�L�D�N�U�L�O�D�P�L�G�Q�L���J�H�O���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H �S�X�I�H�U�������î��

SLB (engl. Sample Loading Buffer) (125 mM Tris-HCl pH = 6,8, 4% SDS (engl. Sodium 

Dodecyle Sulfate)�������������J�O�L�F�H�U�R�O��������������-merkaptoetanol ���‰-ME), 0,01 % bromfenol-plavo).  

2.1.7.4. Puferi za �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H �+�L�V���R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D 

�=�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���+�L�V���R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�R���M�H���Q�H�N�R�O�L�N�R���S�X�I�H�U�D�����3�X�I�H�U�L���/�\�%�����L�O�L���/�\�%����

(engl. Lysis Buffer �����L�O�L���������N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���]�D���O�L�]�X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���N�D�N�R���E�L���V�H���R�V�O�R�E�R�G�L�O�L���S�U�R�W�H�L�Q�L��

iz stanica. Za ispiranje proteina koji se ne mogu vezati za nikal nitrilotriocetnu agaroznu (engl. 

Nickel Nitrilotriacetic Agarose, Ni-�1�7�$���� �P�D�W�U�L�F�X�� ���4�L�D�J�H�Q���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X puferi WB1-WB3 

(engl. Wash Buffer 1-3).  Pufer EB (engl. Elution Buffer�����M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���]�D���H�O�X�F�L�M�X���+�L�V �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K��

proteina sa Ni-NTA matrice. Sastavi pufera prikazani su u Tablici 4.   

Tablica 4. Sastav puferskih otopina za sonikaciju bakterija �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K kod �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D His 

�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D. 

Sastav LyB1 LyB2 WB1 WB2 WB3 EB 
HEPES* pH = 7,45 - 250 mM - - - - 

Tris-HCl, pH = 8 50 mM - 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM 

KCl - 300 mM     

NaCl 300 mM - 1 M 500 mM 50 mM 50 mM 

�‰-ME (Sigma) 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM 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 - - - - 
Fenilmetilsulfonil fluorid 
(PMSF)  1 mM 1 mM - - - - 

*  HEPES (engl. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid�����M�H���]�Z�L�W�W�H�U�L�R�Q�V�N�L���S�X�I�H�U���E�D�]�L�U�D�Q���Q�D���V�X�O�I�R�Q�L�þ�Q�R�M��

kiselini.  

2.1.7.5�����3�X�I�H�U�L���]�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���*�6�7���R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D 

�=�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���*�6�7���R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�X�I�H�U���]�D���O�L�]�X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���/�\�%����

(engl. Lysis Buffer 3). Za ispiranje proteina koji se ne mogu vezati za glutation sefarozne (engl. 

Glutathione Sepharose ���%�����*�(���+�H�D�O�W�K�F�D�U�H�����������������������N�X�J�O�L�F�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���S�X�I�H�U�L���:��-W3 (engl. 

Wash 1-3). Sastavi pufera prikazani su u Tablici 5.  
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Tablica 5. Sastav puferskih otopina za sonikaciju bakterija �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K �N�R�G�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �*�6�7��

�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D. 

Sastav LyB3  W1 W2 W3 
1 �î���3�%�6 100% 100% 100% 100% 
NaCl - - 0,5 M - 

Tween 20 - 0,05% - - 
Triton-X 100 0,10% - - - 
Lizozim (Sigma) 1 mg/mL - - - 
Fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF)  1 mM - - - 

2.1.8. Proteinski i DNA molekularni standardi 

Za analizu DNA nakon agarozne gel elektroforeze kor�L�ã�W�H�Q�L���V�X molekularni standard Gene 

Ruler 1 kb (Thermo Scientific) (Slika 6A), a za analizu proteina nakon SDS-PAG (engl. SDS 

Polyacrilamide Gel) elektroforeze, proteinski molekularni standardi �3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ�� �3�O�X�V��

Prestained Protein Ladder 10-250 kDa (Thermo Scientific) (Slika 6B�����R�G�Q�R�V�Q�R���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ��

Prestained Protein Ladder 10-180 kDa (Fermentas) (Slika 6C). 

 

Slika 6. �0�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G�L���]�D���S�U�R�Y�M�H�U�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H���'�1�$���R�G�Q�R�V�Q�R���S�U�R�W�H�L�Q�D�����$�����*�H�Q�H���5�X�O�H�U��

���� �N�E�� ���7�K�H�U�P�R�� �6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F������ �%���� �3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ�� �3�O�X�V Prestained Protein Ladder 10-250 kDa (Thermo 

�6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�������&�����3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ��Prestained Protein Ladder 10-180 kDa (Fermentas).  

�����������0�(�7�2�'�( 

2.2.1. �3�U�L�S�U�H�P�D���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H 

�3�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H���S�U�L�S�U�H�P�D�R �V�D�P���L�]���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���N�R�O�R�Q�L�M�D���V krutog medija ili 

iz m�D�W�L�þ�Q�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���R�W�R�S�L�Q�D�����6 �N�U�X�W�R�J���P�H�G�L�M�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H���N�R�O�R�Q�L�M�H���V�X���V�W�H�U�L�O�Q�R�P���þ�D�þ�N�D�O�L�F�R�P��
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�S�U�H�E�D�þ�H�Q�H���X�������P�/���W�H�N�X�ü�H�J��medija �/�%���X�]���G�R�G�D�W�D�N���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D�����=�D���U�H�J�H�Q�H�U�D�F�L�M�X��

�S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� �������� ���/�� �V�W�D�U�H�� �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� �L�Q�R�N�X�O�L�U�D�Q�R�� �M�H�� �X�� ���� �P�/�� �V�Y�M�H�å�H�J�� �W�H�N�X�ü�H�J��

medija LB s odgova�U�D�M�X�ü�L�P�� �D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�R�P�� �%�D�N�W�H�U�L�M�H�� �V�H�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�M�X�� �S�U�H�N�R�� �Q�R�ü�L�� �Q�D�� ������ �ƒ�&�� �X�]��

�W�U�H�ã�Q�M�X�����D���G�U�X�J�L���G�D�Q���V�H���V�S�U�H�P�D�M�X���Q�D�������ƒ�&. 

2.2.2. Priprema kemijski kompetentnih bakterijskih stanica 

Kompetentne stanice E. coli BL21 (DE3) i Rosetta (DE3) za transformaciju s ekspresijskim 

plazmidom pripremio sam kemijskom metodom upotrebom kalcijeva klorida���� �.�R�U�L�V�W�H�ü�L��

�P�D�W�L�þ�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H����������������� ���J�O�L�F�H�U�R�O���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�D���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D�����Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�D���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�H���V�X��

�S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H���X�������P�/���W�H�N�X�ü�H�J��medija LB bez antibiotika za soj BL21 (DE3) 

ili s dodatkom �&�K�O���]�D���V�R�M���5�R�V�H�W�W�D�����%�D�N�W�H�U�L�M�H���V�X���U�D�V�O�H���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���X�]���W�U�H�ã�Q�M�X���Q�D���������ƒ�&�����8���������P�/��

�W�H�N�X�ü�H�J��medija �/�%���E�H�]���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�D���L�Q�R�N�X�O�L�U�D�Q�R���M�H�������������/���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���N�X�O�W�X�U�H�����%�D�N�W�H�U�L�M�H���V�X���U�Dsle 

�X�]���W�U�H�ã�Q�M�X���Q�D���������ƒ�&���R�W�S�U�L�O�L�N�H������h �G�R���R�S�W�L�þ�N�H���J�X�V�W�R�ü�H�����H�Q�J�O����Optical Density, OD) vrijednosti 0,35 

�± �����������%�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L���W�D�O�R�J���M�H���V�N�X�S�O�M�H�Q���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P�������P�L�Q���Q�D�������������U�F�I���Q�D�������ƒ�&�����6�L�J�P�D�����.��������

11390/13150R ) te resuspendiran u 10 mL sterilnog ledeno hladnog 75 mM CaCl2. Nakon toga 

bakterije su inkubirane na ledu 10 min te ponovno centrifugirane kao i u prethodnom koraku. 

�%�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L���W�D�O�R�J���M�H���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q���X�����������P�/���������������S�R�þ�H�W�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D�����V�W�H�U�L�O�Q�H���O�H�G�H�Q�R���K�O�D�G�Q�H��

otopine sastava: 75 mM CaCl2 i 15% glicerol. Resuspendirane bakterije alikvotirane su po 100 

���/���X�����������P�/���P�L�N�U�R�H�S�U�X�Y�H�W�H���L���]�D�P�U�]�Q�X�W�H���X���W�H�N�X�ü�H�P���G�X�ã�L�N�X���W�H���S�R�K�U�D�Q�M�H�Q�H���Q�D��-�������ƒ�&�� 

2.2.3�����7�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�D���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���W�R�S�O�L�Q�V�N�L�P���ã�R�N�R�P�� 

Transformaciju kemijski kompetentnih bakterija radio sam metodom t�R�S�O�L�Q�V�N�R�J�� �ã�R�N�D����

Kompetentnim stanicama dodan je 1-5 ���/ (10 pg-100 ng) �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �W�H�� �V�X��

�L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H���Q�D���O�H�G�X�������� �P�L�Q���� �1�D�N�R�Q���W�R�J�D���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�D���V�P�M�H�V�D���M�H���L�]�O�R�å�H�Q�D�������� �V���W�R�S�O�L�Q�V�N�R�P��

�ã�R�N�X���X���Y�R�G�H�Q�R�M���N�X�S�H�O�M�L�����������ƒ�&�����L���R�G�P�D�K���S�U�H�E�D�þ�H�Q�D���Q�D���O�H�G���Q�D���������V�����1�Dkon inkubacije na ledu 

�G�R�G�D�Q�R���M�H�������������/���P�H�G�L�M�D��SOC �S�U�H�G�J�U�L�M�D�Q�R�J���Q�D���������ƒ�&�����%�D�N�W�H�U�L�M�H���V�X���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�������K���Q�D���������ƒ�&���X�]��

�W�U�H�ã�Q�M�X���G�D���V�H���U�H�J�H�Q�H�U�L�U�D�M�X���L���X�P�Q�R�å�H�����7�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�Q�W�L���V�X���V�H�O�H�N�W�L�U�D�Q�L���Q�D�����S�O�R�þ�L���V���N�U�X�W�L�P���P�H�G�L�M�H�P���/�%��

�X�]���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N������ 

2.2.4. Provjera �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�L��transformacije bakterija  

�8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �S�O�D�]�P�L�G�Q�R�P�� �'�1�$�� �S�U�R�Y�M�H�U�L�R�� �V�D�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �O�D�Q�þ�D�Q�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H��

polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR). Kao DNA kalup �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���V�X direktno 

kolon�L�M�H�� �V�D�� �N�U�X�W�H�� �/�%�� �S�O�R�þ�H�� �L�O�L�� �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Qe kulture. �'�1�$�� �N�D�O�X�S�� �L�]�� �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H��
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�S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q���M�H���Q�D���Q�D�þ�L�Q���G�D���V�H�������������/���E�D�N�W�H�U�L�M�D���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�������P�L�Q na sobnoj temperaturi (engl. 

Room Temperature, RT�������������������U�F�I�������X�N�O�R�Q�L���W�H�N�X�ü�L���P�H�G�L�M��LB i resuspendira bakterijski talog u 

�����������/���Vterilne vode. Resuspendirane �E�D�N�W�H�U�L�M�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H���V�X�������P�L�Q���Q�D���������ƒ�&����. Sastav reakcije 

PCR razlikovao se ovisno o vrsti DNA polimeraze. U Tablici 6 su prikazani volumeni reagensa 

�L���X�Y�M�H�W�L���U�H�D�N�F�L�M�H���R�Y�L�V�Q�R���R���Y�U�V�W�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���U�H�D�J�H�Q�V�D�����6�Y�H���U�H�D�N�F�L�M�H���3�&�5��provedene su �X���X�U�H�ÿ�D�M�X����

GeneAmp�Š PCR System 2700 (Applied Biosystems).  

Tablica 6. �6�D�V�W�D�Y���M�H�G�Q�H���U�H�D�N�F�L�M�V�N�H���V�P�M�H�V�H���3�&�5���X�N�X�S�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D���������—�/���L���X�Y�M�H�W�L���U�H�D�N�F�L�M�H�� 

Reagens �9�R�O�X�P�H�Q�������/�� Uvjeti reakcije 

EmeraldAmp�Š MAX PCR Master Mix 10 �î (Takara) 12,5 �������ƒ�&�������P�L�Q�� 
�������ƒ�&���������V 
Ta ������ƒ�&����30 s                  �������î 
�������ƒ�&���We ���Æ����P�L�Q�� 
�������ƒ�&�������P�L�Q 
�����ƒ�&���’ 

�8�]�Y�R�G�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����������—�0�� 0,5 

�1�L�]�Y�R�G�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����������—�0�� 0,5 

H2O 9,5 

Kalup 2 

Reagens �9�R�O�X�P�H�Q�������/�� Uvjeti reakcije 

Taq Buffer (10 �î) s KCl (Fermentas) 5  
 
�������ƒ�&�������P�L�Q 
�������ƒ�&���������V 
Ta (*  �ƒ�&����1 min             �������î 
�������ƒ�&���We ���Æ����P�L�Q�� 
�������ƒ�&�������P�L�Q 
�����ƒ�&���’ 
 
 

dNTP mix (10 mM) (Fermentas) 0,5 

MgCl2 (25 mM) (Fermentas) 2,5 

�8�]�Y�R�G�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����������—�0�� 0,5 

�1�L�]�Y�R�G�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����������—�0�� 0,5 

GoTaq�Š DNA Polymerase (Promega) 0,1 

H2O 14,9 

Kalup 2 
 

* �7�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D���Y�H�]�D�Q�M�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���7a (engl. Temperature Annealing�����V�H���U�D�þ�X�Q�D���N�D�R���7m (engl. Melting Temperature) 

�± �����ƒ�&�����7�P���V�H���U�D�þ�X�Q�D���S�R���I�R�U�P�X�O�L���7m = Tm � �������$���7�������������*���&�����J�G�M�H���$�����7�����*���L���&���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���E�U�R�M���G�X�ã�L�ü�Q�L�K���E�D�]�D��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���� 
�Æ Vrijeme elongacije (te, engl. Elongation Time�����Q�D���������ƒ�&���R�Y�L�V�L���R���G�X�O�M�L�Q�L���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�J���S�U�R�G�X�N�W�D���������N�E���P�L�Q���� 

2.2.5. Elektroforeza u agaroznom gelu  

�=�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �'�1�$�� �N�R�U�L�V�W�L�R�� �V�D�P�� �K�R�U�L�]�R�Q�W�D�O�Q�X�� �D�J�D�U�R�]�Q�X�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�� ���5�X�Q�2�Q�H�Œ�� �6�\�V�W�H�P����

Embi Tec). Agarozni gel (1%) na�S�U�D�Y�O�M�H�Q���M�H���X�������î���7�$�(���S�X�I�H�U�X�����3�R���S�R�W�U�H�E�L���X�]�R�U�F�L���V�X���S�R�P�L�M�H�ã�D�Q�L��

sa 6 �î��DNA Loading Dye (Thermo Scie�Q�W�L�I�L�F���� �S�U�L�M�H�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D�� �Q�D�� �J�H�O����Elektroforeza je 

provedena u 1 x TAE puferu 2 min pri naponu od 25 V, a zatim 20 min na 100 V. Nukleinske 

kiseline su �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�H�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L 10 ng/L otopinu etidij bromida (EtBr) koji se interkalira u 

�G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�X�� �P�R�O�H�N�X�O�X�� �'�1�$ te su vizualizirane UV svijetlom uz ekspoziciju od 2 s (Kodak 

EDAS 290).  
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2.2.6. Izolacija plazmidne DNA  

�3�O�D�]�P�L�G�Q�X�� �'�1�$�� �V�D�P�� �L�]�R�O�L�U�D�R�� �L�]�� �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �N�X�O�W�X�U�D�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�L��

paket Wizard�Š Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) prema uputama 

�S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�����'�Y�D���P�L�O�L�O�L�W�U�D���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���N�X�O�W�X�U�H���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�D���V�X�������P�L�Q�X�W�D�����5�7�����Q�D�����������������U�F�I��

(Eppendorf 5415R). Talog je resuspendira�Q���X�������������/���&�H�O�O���5�H�V�X�V�S�H�Q�V�L�R�Q���6�R�O�X�W�L�R�Q���W�H���M�H���G�R�G�D�Q�R��

�����������/���&�H�O�O���/�\�V�L�V���6�R�O�X�W�L�R�Q�����1�D�N�R�Q���W�R�J�D���G�R�G�D�Q�R���M�H�����������/���$�O�N�D�O�L�Q�H���3�U�R�W�H�D�V�H���6�R�O�X�W�L�R�Q���W�H�������������/��

Neutralization Solution. Uzorak je centrifugiran 10 min (RT) na 14 000 rcf. Nakon centrifuge, 

�����������/���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D naneseno je na kolonu (engl. Spin Column) koja se nalazila u epruveti za 

sakupljanje eluata (engl. Collection Tube). Nakon centrifugiranja (1 min, RT, 14000 rcf) kolona 

�M�H���L�V�S�U�D�Q�D���G�Y�D���S�X�W�D���V�D�������������/���W�H�����������—�/���:�D�V�K���6�R�O�X�W�L�R�Q�����X�]���G�R�G�D�W�D�N���(�W�2�+�������.�R�O�R�Q�D���M�H���S�U�H�E�D�þ�H�Q�D��

na novu 1,5 mL mikroepruvetu. Plazmid je eluiran �V�D���N�R�O�R�Q�H���S�R�P�R�ü�X ���������/���Y�R�G�H���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�H��

�R�G�� �Q�X�N�O�H�D�]�D�� �X�]�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�X�� �R�G�� ������ �P�L�Q�� �Q�D�� ������ �ƒ�&���� �1�D�N�R�Q�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �H�O�X�D�W�� �M�H�� �V�N�X�S�O�M�H�Q��

centrifugiranjem (1 min na 14000 rcf na RT) te je ponovljen korak eluacije. Koncentracija i 

�þ�L�V�W�R�ü�D�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �L�]�P�M�H�U�H�Q�D�� �M�H�� �V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�L�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �1�Dnodrop2000 (Thermo 

Scientific). Plazmidi su provjereni restrikcijskom digestijom i sekvenciranjem (Macrogen, 

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.  

�-�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�D���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�D���U�D�ÿ�H�Q�D���M�H���V���%�D�P�+�,�����(�F�R�5�,���L�Oi XbaI (FastDigest, Thermo Scientific). 

U reakcijsku smjesu dodano je 1 �—�/���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�J���H�Q�]�L�P�D���������—�/���������[���)�D�V�W�'�L�J�H�V�W���*�U�H�H�Q���S�X�I�H�U�D 

(Thermo Scientific������ ���� �—�J�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� ���L�O�L�� �������� �—�J�� �3�&�5�� �S�U�R�G�X�N�W�D���� �W�H���+2�2�� �G�R�� ������ �—�/���� �5�H�D�N�F�L�M�V�N�D��

�V�P�M�H�V�D���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�D���M�H�������K���Q�D���������ƒ�&�����1�D�N�R�Q���G�L�J�H�V�W�L�M�H���H�Q�]�L�P���M�H���L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�������P�L�Q���Q�D���������ƒ�&���� 

�8���V�O�X�þ�D�M�X���G�Y�R�V�W�U�X�N�H���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L���H�Q�]�L�P�L���(�F�R�5�, (FastDigest, Thermo 

Scientific) i Mlu NI (Roche). DNA je prvo pocijepana s EcoRI kako je opisano u prethodnom 

�S�R�J�O�D�Y�O�M�X���W�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D���1�X�F�O�H�R�6�S�L�Q�Š���*�H�O���D�Q�G���3�&�5���&�O�H�D�Q-up (Macherey-Nagel). Nakon toga 

DNA je pocijepana s Mlu NI restrikcijskim enzimom u puferu A (Roche) 2 �K���Q�D���������ƒ�&�����(�Q�]�L�P��

�M�H���L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q���������P�L�Q���Q�D���������ƒ�&�� 

�'�Y�R�V�W�U�X�N�D���G�L�J�H�V�W�L�M�D���M�H���U�D�ÿ�H�Q�D���L���V�D���H�Q�]�L�P�L�P�D���;�E�D�,�����)�H�U�P�H�Q�W�D�V�����L�����(�F�R�������,�����7�K�H�U�P�R��Scientific 

Scientific) u puferu 10 x Tango (Thermo Scientific). Cijepanja su provedena uzastopno 3 h na 

�������ƒ�&���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���H�Q�]�L�P�L���L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L���������P�L�Q���Q�D���������ƒ�&���� 

�9�H�O�L�þ�L�Q�H���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���I�U�D�J�P�H�Q�W�D���S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�H���V�X���Q�D���D�J�D�U�R�]�Q�R�P���J�H�O�X�� 



26 
 

2.2.8. Konstrukcija delecijskih varijanti gena BPM1 

Plazmid pET-53-DEST-BPM1 (N. Bauer, nepublicirano�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���N�D�R���N�D�O�X�S���]�D���G�R�E�L�Y�D�Q�M�H��

delecijskih varijanti BPM1 proteina s His-�S�U�L�Y�M�H�V�N�R�P���X�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P���F�L�O�M�D�Q�R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���G�H�O�H�F�L�M�D��

�G�R�P�H�Q�D���0�$�7�+�����%�7�%���L���6�3�2�3�����3�O�D�]�P�L�G�L���G�R�E�L�Y�H�Q�L���P�H�W�R�G�R�P���P�M�H�V�Q�R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���P�X�W�D�J�H�Q�H�]�H���V�X��

�V�O�X�å�L�O�L���N�D�R���'�1�$���N�D�O�X�S�L���]�D���X�P�Q�R�åavanje inserta u metodi kloniranja tehnikom ligacije u svrhu 

dobivanja delecijskih varijanta gena BPM1 ukloniranih u plazmid pGEX-4T-1-BPM1 (N. 

Bauer, nepubiclirano). Kloniranje ligacijom podrazumijeva da DNA insert i lineariziran 

plazmidni kalup imaju iste ljepljive krajeve koji se mogu spojiti T4 ligazom. Vektorske mape 

ovih plazmida su prikazane u prilogu (Prilog Slika III. ). Plazmidi konstruirani u ovo radu 

prikazani su u Tablici 7.   

Tablica 7. �'�1�$���N�D�O�X�S�L���L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���]�D���N�R�Q�V�W�U�X�N�F�L�M�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�L�K���S�O�D�]�P�L�G�D�� 

Privjesak Konstrukt  Kalup Metoda �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H 

His 

BPM1�ûBTB pET-53-DEST-BPM1 

Mjesno  
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� 

mutageneza 

BTBdel fw 

BTBdel rev 

BPM1�ûMATH pET-53-DEST-BPM1 
MATHdel fw 
MATHdel rev 

BPM1�ûSPOP pET-53-DEST-BPM1 
SPOPdel fw 
SPOPdel rev 

GST 

BPM1�ûBTB pET-53-DEST-BPM1�ûBTB 

Ligacija 
 

InF_BPM1_GEX fw 
InF_BPM1_GEX rev 

BPM1�ûMATH pET-53-DEST-BPM1�ûMATH 

BPM1�ûSPOP pET-53-DEST-BPM1�ûSPOP 

2.2.8.1. Konstrukcija delecijskih varijanti gena BPM1 �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K His-

privjeskom 

Plazmid pET-53-DEST-�%�3�0���� �M�H�� �X�P�Q�R�å�H�Q�� �X�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�P�� �V�R�M�X�� �(���� �F�R�O�L�� �;�/����-�*�R�O�G�Š��

Ultracompetent Cells (Stratagene) i provjeren restrikcijskom analizom enzimima XbaI i 

EcoRI (nije prikazano). Delecijske varijante proteina BPM1 s His-privjeskom u plazmidu 

pET-53-�'�(�6�7���V�D�P���N�R�Q�V�W�U�X�L�U�D�R���P�H�W�R�G�R�P���P�M�H�V�Q�R���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���P�X�W�D�J�H�Q�H�]�H�����H�Q�J�O����Site Directed 

Mutagenesis). �8�� �W�X�� �V�Y�U�K�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �4���� �6�L�W�H-Directed Mutagenesis Kit (New England 

BioLabs). Za deleciju domena �0�$�7�+�����%�7�%���L���6�3�2�3���L�]���%�3�0�����N�D�R���N�D�O�X�S���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�(�7-53-

DEST-�%�3�0���� �W�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �N�R�M�H���S�U�H�S�L�V�X�M�X�� �F�L�M�H�O�L�� �S�O�D�]�P�L�G�� �R�V�L�P�� �å�H�O�M�H�Q�L�K�� �G�R�P�H�Q�D gena BPM1 

(engl. Back to Back Primers�������5�H�D�N�F�L�M�V�N�D���3�&�5���V�P�M�H�V�D���V�D�V�W�R�M�D�O�D���V�H���R�G���4���Š���+�R�W���6�W�D�U�W���+�L�J�K-

�)�L�G�H�O�L�W�\�� ���� �î�� �0�D�V�W�H�U�� �0�L�[�� ���� �������� �—�0�� �X�]�Y�R�G�Q�H�� �L�� �������� �—�0�� �Q�L�]�Y�R�G�Q�H�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��
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(MATH/BTB/SPOPdel fw i rev, Tablica 2), 10 ng pET-53-DEST-�%�3�0�����L���Y�R�G�H���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�H��

od nukleaza. Uvjeti reakcije PCR bili s�X���V�O�M�H�G�H�ü�L�����S�R�þ�H�W�Q�D���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�D���������ƒ�&���������V�����������F�L�N�O�X�V�D��

�S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H���Q�D���������ƒ�&���������V�����S�U�L�D�Q�M�D�Q�M�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���Q�D���������ƒ�&���������V���L���H�O�R�Q�J�D�F�L�M�H���Q�D��������

�ƒ�&�������P�L�Q���L���������V�����=�D�Y�U�ã�Q�D���H�O�R�Q�J�D�F�L�M�D���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���Q�D���������ƒ�&�������P�L�Q�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���X�]�R�U�F�L���E�L�O�L��

�R�K�O�D�ÿ�H�Q�L���Q�D�������ƒC.  

     �8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���X�P�Q�D�å�D�Q�M�D���G�H�O�H�F�L�M�V�N�R�J���S�U�R�G�X�N�W�D���S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D���M�H���D�J�D�U�R�]�Q�R�P���J�H�O���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P����

�Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���X�V�O�L�M�H�G�L�O�D���U�H�D�N�F�L�M�D���.�/�'�����H�Q�J�O����Kinase Ligation DpnI). Reakcijska smjesa KLD 

�M�H���E�L�O�D�� �V�D�V�W�D�Y�D���� ���� �—�/�� �G�R�E�L�Y�H�Q�R�J�� �G�H�O�H�F�L�M�V�N�R�J�� �S�U�R�G�X�N�W�D���3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�H���� ���� �—�/ pufera 2 �î KLD 

�5�H�D�F�W�L�R�Q���%�X�I�I�H�U���������—�/���H�Q�]�L�P�D���������î �.�/�'���(�Q�]�\�P�H���0�L�[���L�������—�/���Y�R�G�H���R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�H���R�G���Q�X�N�O�H�D�]�D����

Smjesa KLD inkubirana je 5 min (RT). Transformacija E. coli NEB 5-�D�O�S�K�D�� �������� �—�/����

�S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �M�H�� �V�� ���� �—�/�� �O�L�J�D�F�L�M�V�N�H�� �V�P�M�H�V�H�� �.�/�'�� �N�D�N�R�� �M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R��u poglavlju 2.2.2. uz izmjenu 

duljine �W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J���ã�R�N�D���Q�D���������ƒ�&��na �������V���L���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���Q�D���O�H�G�X�������P�L�Q���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���G�R�G�D�Q�R����������

�—�/���6�2�&���P�H�G�L�M�D�����1�H�Z���(�Q�J�O�D�Q�G���%�L�R�/�D�E�V�����X�P�M�H�V�W�R�����������—�/�����8�V�S�M�H�ã�Q�R���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�H��

selektirane su na krutom mediju LB s Amp. 

     Sva tri dobivena plazmida (pET-53-DEST-BPM1�û�%�7�%�����S�(�7-53-DEST-BPM1�û�0�$�7�+����

pET-53-DEST-BPM1�û�6�3�2�3����izolirana su prema prethodno navedenom protokolu izolacije 

plazmida. Plazmid pET-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�� �M�H�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P 

enzimima Eco130I i XbaI te PCR p�U�R�G�X�N�W���%�3�0���û�6�3�2�3���H�Q�]�L�P�R�P���;�E�D�, �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���S�R�V�O�D�Q�L��

na sekvenciranje (Macrogen, Europa, Amsterdam). 

2.2.8.2. Konstrukcija delecijskih varijanti gena BPM1 �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K GST-

privjeskom 

2.2.8.2.1. Linearizacija kalupa pGEX-4T-1-BPM1 

Kalup u koji sam ugradio delecijske fragmente gena BPM1 je bio pGEX-4T-1-BPM1 koji 

�M�H�� �X�P�Q�R�å�H�Q�� �X�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�P�� �V�R�M�X��E. coli �6�W�H�O�O�D�U�Œ��Izrezivanje cjelovitog gen BPM1, a 

linearizacija kalupa ostvarena je FD restrikcijskim enzimom BamHI (Thermo Scientific) kako 

�M�H�� �U�D�Q�L�M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R���� �/�L�Q�H�D�U�L�]�L�U�D�Q�L�� �N�D�O�X�S�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �L�]�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�H�� �V�P�M�H�V�H�� �S�R�P�R�ü�X��

NucleoSpin�Š Gel and PCR Clean-up (Macherey-�1�D�J�H�O������ �1�D�� ������ �—�/�� �S�*�(�;-4T-1-BPM1 

�U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�H���V�P�M�H�V�H���G�R�G�D�Q�R���M�H���������—�/���+2�2���L�����������—�/���S�X�I�H�U�D���1�7�,���W�H���M�H���V�Y�H���Q�D�Q�H�V�H�Q�R���Q�D���N�R�O�Rnu. 

Nakon centrifuge 30 s na 11000 rcf (RT) (Eppendorf 5415R) kolona je isprana dva puta sa 700 

�—�/�� �S�X�I�H�U�D�� �1�7���� �X�]�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H���� �.�R�O�R�Q�D�� �M�H�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�D�� �Q�D�� �������� �P�/�� �P�L�N�U�R�H�S�U�X�Y�H�W�X�� �W�H�� �M�H��

�O�L�Q�H�D�U�L�]�L�U�D�Q�L���N�D�O�X�S���H�O�X�L�U�D�Q���V�D���N�R�O�R�Q�H���S�R�P�R�ü�X���������—�/���S�X�I�H�U�D���1�(���S�U�H�G�J�U�L�M�D�Q�R�J���Q�D �������ƒ�&�����1�D�N�R�Q��

�L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���R�G�������P�L�Q�����������ƒ�&�����H�O�X�D�W���M�H���Vakupljen centrifugiranjem 1 min na 11000 rcf (RT).  
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2.2.8.2.2. Defosforilacija linearizirane plazmidne DNA 

�3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �%�D�P�+�,�� �O�L�Q�H�D�U�L�]�L�U�D�Q�L�� �S�O�D�]�P�L�G�� �L�P�D�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�H�� �O�M�H�S�O�M�L�Y�H�� �N�U�D�M�H�Y�H���� �.�D�N�R�� �E�L��

�L�]�E�M�H�J�O�L���Q�H�å�H�O�M�H�Q�X���F�L�U�N�X�O�D�U�L�]�D�F�L�M�X���S�U�D�]�Q�R�J���S�O�D�]�P�L�G�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���U�H�D�N�F�L�M�D���G�H�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�H���N�R�M�D��

�X�N�O�D�Q�M�D�� ���
�� �I�R�V�I�D�W�Q�X�� �V�N�X�S�L�Q�X�� �L�� �W�L�P�H�� �V�S�U�H�þ�D�Y�D�� �V�S�D�M�D�Q�M�H�� ���
-P i 3'-OH kraja molekule DNA. 

Reakcijska smjesa za defosforilaciju je bila sastava���������—�/���������8�����D�O�N�D�O�Q�H���I�R�V�I�D�W�D�]�H�����H�Q�J�O����Alkaline 

Phospatase, Shrimp, Roche���������������—�/���G�H�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�V�N�R�J���S�X�I�H�U�D�����H�Q�J�O����Dephosphorylation Buffer 

10 �î�������0�D�W�L�þ�Q�D���R�W�R�S�L�Q�D����0.5 M Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH = 8,5) i 150 �Q�J���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J���N�D�O�X�S�D����

�'�H�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�V�N�D���V�P�M�H�V�D���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�D���M�H�������� �P�L�Q���Q�D�������� �ƒ�&���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���I�R�V�I�D�W�D�]�D���L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�D��

�L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P�������P�L�Q���Q�D���������ƒ�&�� 

2.2.8.2.3. �8�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H ciljnih sekvenci iz plazmidnih vektora reakcijom PCR 

Delecijski konstrukti BP�0���û�%�7�%���� �%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �%�3�0���û�6�3�2�3�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�� �V�X�� �S�R�P�R�ü�X��

CloneAmp polimeraze iz tri kalupa: pET-53-DEST-B�3�0���û�%�7�%���� �S�(�7-53-DEST-

�%�3�0���û�0�$�7�+���L��pET-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3�����5�H�D�N�F�L�M�V�N�D��smjesa PCR za sva tri konstrukta je 

�L�P�D�O�D�� �V�D�V�W�D�Y���� ���������� �—�/�� �&�O�R�Q�H�$�P�STM �+�L�)�L�� �3�&�5�� �3�U�H�P�L�[�� ���7�D�N�D�U�D������ ���������� �—�/���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D��

InF_BPM1_GEX fw i 0,75 �—�/ �,�Q�)�B�%�3�0���B�*�(�;���U�H�Y���N�R�Q�D�þ�Q�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�����������—�0�������������Q�J 

kalupa i H2�2���G�R���X�N�X�S�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D���������—�/����Reakcija PCR je provedena u 35 ciklusa ponavljanja 

�G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H���Q�D���������ƒ�&���������V�����S�U�L�D�Q�M�D�Q�M�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���Q�D���������ƒ�&���������V���L���H�O�R�Q�J�D�F�L�M�H���Q�D���������ƒ�&�������V���� 

�����������������������3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���X�P�Q�R�å�H�Q�L�K���F�L�O�M�Q�L�K���V�H�N�Y�H�Q�F�L i defosforiliranog plazmida iz 

gela 

�8�P�Q�R�å�H�Q�L�� �3�&�5�� �S�U�R�G�X�N�W�L�� �L�� �G�H�I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�L�� �O�L�Q�H�D�U�L�]�L�U�D�Q�L�� �S�*�(�;-4T-1 razdvojeni su na 

agaroznom gelu na 50 V. Inserti i k�D�O�X�S�� �L�]�U�H�]�D�Q�L�� �V�X�� �V�� �J�H�O�D�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �S�U�H�P�D�� �S�U�R�W�R�N�R�O�X��

NucleoSpin�Š Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) uz izmjenu u prvom koraku gdje je 

dodan dvostruki volumen pufera NTI (mL) u odnosu na izvaganu masu (mg) izrezanog 

�I�U�D�J�P�H�Q�W�D���J�H�O�D�����)�U�D�J�P�H�Q�W�L���'�1�$���R�V�O�R�E�R�ÿ�Hni su iz gela inkubacijom izrezanog gela 5 min na 50 

�ƒ�&���X�]���S�R�Y�U�H�P�H�Q�R���Y�R�U�W�H�N�V�L�U�D�Q�M�H�����2�V�W�D�O�L���N�R�U�D�F�L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���R�S�L�V�D�Q�L���V�X���X���S�R�J�O�D�Y�O�M�X���������������������� 

2.2.8.2.5. Restrikcijsko cijepanje produkta PCR-a 

�=�D�Y�U�ã�Q�L���N�R�U�D�N���S�U�L�S�U�H�P�H���L�Q�V�H�U�D�W�D���E�L�O�R���M�H���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R���F�L�M�H�S�Dnje FD enzimom BamHI (Thermo 

�6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�����S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K���3�&�5���S�U�R�G�X�N�D�W�D���N�D�N�R���E�L���L�Q�V�H�U�W�L���L�P�D�O�L���N�R�P�S�D�W�L�E�L�O�Q�H���N�U�D�M�H�Y�H���N�D�R���L���N�D�O�X�S��

pGEX-4T-������ �1�D�N�R�Q�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�J�� �F�L�M�H�S�D�Q�M�D�� �L�Q�V�H�U�D�W�D���� �L�Q�V�H�U�W�L�� �V�X�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �S�U�H�P�D�� �S�U�R�W�R�N�R�O�X��

NucleoSpin�Š Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) iz restrikcijske smjese uz izmjenu u 
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prvom koraku gdje je na ukupni volumen restrikcijske smjese dodano H2O do volumena od 100 

�—�/���W�H���G�Y�R�V�W�U�X�N�L���Y�R�O�X�P�H�Q��pufera �1�7�,�����2�V�W�D�O�L���N�R�U�D�F�L���V�X���L�V�W�L���N�D�R���L���X���S�U�H�W�K�R�G�Q�L�P���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�L�P�D����

�3�R�W�S�X�Q�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���L�Q�V�H�U�W�L���L���N�D�O�X�S���M�R�ã���M�H�G�Q�R�P���V�X���S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�L���D�J�D�U�R�]�Q�R�P���J�H�O���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P���� 

2.2.8.2.6. Reakcija ligacije 

�'�R�E�L�Y�H�Q�L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �L�Q�V�H�U�W�L�� �%�3�0���û�%�7�%���� �%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �%�3�0���û�6�3�2�3�� �L�� �N�D�O�X�S��

pGEX-4T-1 imaju ljepljive kompatibilne krajeve dobivene cijepanjem enzimom BamHI. Za 

�V�S�D�M�D�Q�M�H�� �L�Q�V�H�U�D�W�D�� �L�� �N�D�O�X�S�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �7���� �O�L�J�D�]�D���� �5�H�D�N�F�L�M�V�N�D�� �V�P�M�H�V�D�� �O�L�J�D�F�L�M�H�� �M�H�� �L�P�D�O�D�� �V�D�V�W�D�Y����

0,2 �—�/���������8�����7�����O�L�J�D�]�H�����7�K�H�U�P�R���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�����������—�/���S�X�I�H�U�D���7�����'�1�$���/�L�J�D�V�H���%�X�I�I�H�U�����������î) (Thermo 

�6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F������ ������ �Q�J���—�/�� �L�Q�V�H�U�W�D���� ������ �Q�J���—�/�� �Y�H�N�W�R�U�D�� �L�� �+2�2�� �G�R�� �X�N�X�S�Q�R�J�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �R�G�� ������ �—�/����

�5�H�D�N�F�L�M�V�N�D�� �V�P�M�H�V�D�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�D�� �M�H�� ���������� �K�� �Q�D�� ������ �ƒ�&���� �]�D�W�L�P�� �������� �K�� �Q�D�� ���� �ƒ�&���� �D�� �Q�D�N�U�D�M�X�� �M�H�� �O�L�J�D�]�D��

�L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�D�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P�� ������ �P�L�Q�� �Q�D�� ������ �ƒ�&����E. coli NEB 5-alpha (New England BioLabs) 

transformirane su s ligacijskom smjesom prema ranije opisanom protokolu. Transformanti su 

selektirani na krutom mediju LB sa Amp, a prisutnost inserta provjerena je reakcijom PCR. 

�3�O�D�]�P�L�G�Q�D���'�1�$���L�]�R�O�L�U�D�Q�D���M�H���L�]���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H���� 

2.2.8.2.7. Provjera orijentacije ciljnih slijedova u plazmidnom vektoru 

�.�O�R�Q�L�U�D�Q�M�H���M�H���U�D�ÿ�H�Q�R���V���M�H�G�Q�L�P���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�L�P���H�Q�]�L�Pom (BamHI) te inserti i kalup s obje strane 

�L�P�D�M�X�� �M�H�G�Q�D�N�H�� �O�M�H�S�O�M�L�Y�H�� �N�U�D�M�H�Y�H�� �S�D�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �S�U�R�Y�M�H�U�L�W�L�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�X�� �X�J�U�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �L�Q�V�H�U�W�D�� �X��

vektor.  

Provjera orijentacije ugradnje provedena je restrikcijskom analizom. Plazmidi 

pGEX-4T-1-�%�3�0���û�%�7�%�� �L�� �S�*�(�;-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �S�R�F�L�M�H�S�D�Q�L�� �V�X�� �U�H�V�W�L�N�F�L�M�V�N�L�P�� �H�Q�]�L�P�R�P��

EcoRI (Thermo Scientific), a pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �V�� �(�F�R�5�,�� ���7�K�H�U�P�R�� �6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F���� �L�� 

Mlu NI (Roche) prema ranije opisanom protokolu. 

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

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

2.2.9. 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 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���D�Q�W�L�E�L�R�W�L�N�����3�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���å�H�O�M�H�Q�L�K���L�Q�V�H�U�D�W�D���S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D���M�H���U�H�D�N�F�L�M�R�P���3�&�5. 

�8���Y�H�ü�L���Y�R�O�X�P�H�Q��������-���������P�/�����V�Y�M�H�å�H�J���P�H�G�L�M�D���/�%�����������î��YT, 4 �î���<�7���L�O�L���7�%���V���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P��

�D�Q�W�L�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� �L�Q�R�N�X�O�L�U�D�Q�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�� �Y�R�O�X�P�H�Q�� �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H�� �N�X�O�W�X�U�H���� �%�D�N�W�H�U�L�M�H�� �V�X��
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�Q�D�N�R�Q�� �W�R�J�D�� �U�D�V�O�H�� ������ �ƒ�&�� �X�]�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�� �G�R�N�� �2�'�� �Q�L�M�H�� �E�L�R�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �������� �L�� �������� ���R�W�S�U�L�O�L�N�H 3 h). Svi 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �S�O�D�]�P�L�G�L�� �L�P�D�M�X�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�X�� �J�H�Q�V�N�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �L�]�R�S�U�R�S�L�O�� �‰-D-1- 

tiogalaktopiranozida (IPTG) (Biochemica, AppliChem CmBH) koji inducira gensku ekspresiju 

i sintezu proteinu. Koncentracija dodanog IPTG-�D�� �M�H�� �E�L�O�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ����3 i 1,0 mM ovisno o 

optimizaciji uvjeta indukcije proteina. Indukcija proteina trajala je 3 �K���Q�D���������ƒ�&���L�O�L������-24 h na 

15-�������ƒ�& �X�]���W�U�H�ã�Q�M�X�����3�R���]�D�Y�U�ã�H�W�N�X���V�L�Q�W�H�]�H���S�U�R�W�H�L�Q�D�����E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�H���V�X��������

�P�L�Q���������ƒ�&�����Q�D�������������U�F�I�����6�L�J�P�D�����.����������������������150R ili SORVALL RC-5B Centrifuge). Nakon 

�F�H�Q�W�U�L�I�X�J�H���P�H�G�L�M�����M�H���E�D�þ�H�Q�����D���W�D�O�R�J���M�H���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q���X������ mM Tris-HCl, pH = 7,0 (His �R�]�Q�D�þ�H�Q�L��

proteini) ili u 1 �î��PBS (GST �R�]�Q�D�þ�H�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L�������N�D�N�R���E�L�� uklonili ostatke medija i antibiotika.  

Centrifuga je ponovljena u istim uv�M�H�W�L�P�D�����V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W���M�H���E�D�þ�H�Q�����D���W�D�O�R�J���M�H���]�D�P�U�]�Q�X�W���X���W�H�N�X�ü�H�P��

�G�X�ã�L�N�X���L���V�S�U�H�P�O�M�H�Q na -�������ƒ�&������ 

Kako bi se provjerila indukcija proteina, prije i poslije dodatka IPTG-a uzeto je 0,5-1 mL 

bakterijske suspenzije. Bakterijski talog skupljen je centrifugiranjem 5 min na 4000 rcf pri �����ƒ�&��

(Eppendorf 5415R)�����7�D�O�R�J���M�H���U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�Q���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P���Y�R�O�X�P�H�Q�X���S�X�I�H�U�D�������î��SLB nakon 

�þ�H�J�D�� �V�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �G�H�Q�D�W�X�U�L�U�D�Q�L�� ������ �P�L�Q�� �Q�D�� ������ �ƒ�&���� �8�]�R�U�F�L�� �V�X�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�L�� �6�'�6-PAGE-om i/ili 

�K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�R�P���S�R���:�H�V�W�H�U�Q�X���N�D�R���ã�W�R���M�H���R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�R���X���V�H�N�F�L�M�L��2.2.14.     

2.2.10. Ekstrakcija bakterijskih  proteina 

Prije ekstrakcije proteina zamrznuti bakterijski talozi otapani su 30 min na ledu. Bakterijski 

talozi resuspendirani su u 20 mL pufera za lizu LyB1, LyB2 (His-privjesak) ili LyB3 

(GST-�S�U�L�Y�M�H�V�D�N�����R�Y�L�V�Q�R���R���I�X�]�L�M�V�N�R�P���S�U�L�Y�M�H�V�N�X���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D�����%�D�N�W�H�U�L�M�H���V�X���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H��

u puferu za lizu 30 min (RT) uz �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�����3�K�R�H�Q�L�[���5�6-TR 10) kako bi dopustili lizozimu da 

djeluje �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �X�V�O�L�M�H�G�L�O�D�� �V�R�Q�L�N�D�F�L�M�D���� �%�D�N�W�H�U�L�M�V�N�D�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D�� �V�R�Q�L�F�L�U�D�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �O�H�G�X�� �X��

sonikatoru Bioblock Scientific VibracellTM �ã�H�V�W���S�X�W�D���S�R���������V�H�N�X�Q�G�L�����Q�D��������-300 W) uz pauze 

�R�G�� ������ �V�H�N�X�Q�G�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�Y�D�N�R�J�� �V�R�Q�L�F�L�U�D�Q�M�D���� �1�D�N�R�Q�� �V�R�Q�L�N�D�F�L�M�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�� �O�L�]�D�W�� �M�H�� �S�U�H�E�D�þ�H�Q�� �X��

50 mL Nalgen (3110-9500) epruvete (Thermo Scientific) i centrifugiran 20 min na 20000 rcf 

�S�U�L�� ���� �ƒ�&�� ���6�L�J�P�D�� ���.������ �����������5������ �%�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�� �X�� �N�R�M�Hm se nalaze topivi proteini 

�S�U�R�I�L�O�W�U�L�U�D�Q���M�H���N�U�R�]���I�L�O�W�H�U�H���0�L�Q�L�V�W�D�U�W���I�L�O�W�H�U�V�������������P�����6�D�U�W�R�U�L�X�V���6�W�H�G�L�P���%�L�R�W�H�F�K������Bakterijski talog 

resuspendiran je u 10 mL H2O. Uzorci taloga (engl. Pellet, �3�����L���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D�����6�����V�D�þ�X�Y�D�Q�L���V�X���]�D��

provjeru topivosti proteina SDS-PAGE-om i/ili hibridizacijom po Westernu (sekcija 2.2.14.).  
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2.2.11. �3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K His-privjeskom 

�3�U�R�W�H�L�Q�H�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H privjeskom 6 �î�� His (His-HB6, His-DMS3, His-RDM1, 

His-BPM1�' �0�$�7�+���� �V�D�P�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�R�� �Q�D�� �1�L-NTA matrici (Qiagen). Nikal (Ni2+���� �L�P�D�� �ã�H�V�W 

koordinacijskih mjesta od kojih dva �L�Q�W�H�U�D�J�L�U�D�M�X�� �V�� �D�W�R�P�L�P�D�� �G�X�ã�L�N�D�� �L�]�� �L�P�L�G�D�]�R�O�Q�R�J�� �S�U�V�W�H�Q�D��

�K�L�V�W�L�G�L�Q�D���L���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���R�P�R�J�X�ü�X�Mu �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���V���+�L�V-privjeskom. Prije dodavanja Ni-

NTA kuglica na proteinski ekstrakt, 100-200 ���/�� �1�L-NTA kuglica po reakciji isprano je i 

ekvilibrirano 2-3 puta s 1 mL pufera za lizu (LyB1 ili 2; bez lizozima i proteaznog inhibitora) 

uz centrifugiranje 2 min na 500 rcf (Eppendorf 5415R). Nakon ispiranja kuglice su nanesene na 

proteinski ekstrakt. Vezivanje proteina na Ni-NTA kuglice odvijalo se �S�U�H�N�R���Q�R�ü�L����15-18 h) na 

�����ƒ�&���X�]���V�W�D�O�Q�X���U�R�W�D�F�L�M�X�����3�K�R�H�Q�L�[���5�6-TR 10).  

�1�D�N�R�Q�� �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���� �X�]�R�U�F�L�� �V�X�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�L�� ���� �P�L�Q�� �Q�D�� �������� �U�F�I�� �S�U�L�� ���� �ƒ�&�� ��Sigma 

3K30 11390/13150R) te je uklonjena nevezana frakcija (engl. Flowthrough, FT). Nakon 

uklanjanja nevezanih proteina kuglice sa vezanim proteinima ispirane su �þ�H�W�L�U�L puta s 10 mL 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J���S�X�I�H�U�D���]�D���L�V�S�L�U�D�Q�M�H�����M�H�G�Q�R�P���X���S�X�I�H�U�X���:�%�������G�Y�D���S�X�W�D���X���S�X�I�H�U�X���:�%�����L���M�H�G�Q�R�P���X��

�S�X�I�H�U�X�� �:�%������ �1�D�N�R�Q�� �V�Y�D�N�R�J�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�D�� �M�H�� �V�O�L�M�H�G�L�O�D�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�D�� ���� �P�L�Q�� �Q�D�� �������� �U�F�I�� ������ �ƒ�&���� �W�H�� �V�H��

supernatant bacao. 

Nak�R�Q���þ�H�W�Y�U�W�R�J���L�V�S�L�U�D�Q�M�D���N�X�J�O�L�F�H���V vezanim proteinima prenesene su na kolonu s filterom 

���������—�P�����0�R�E�L�F�R�O���0�������������0�R�%�L�7�H�F�������.�R�O�R�Q�D���M�H���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���L�V�S�U�D�Q�D���G�Y�D���S�X�W�D���V�D�����������—�/���+2O te 

ekvilibrirana tri puta sa 700 �—�/ pufera WB3. Nakon svakog dodatka vode ili pufera, kolona je 

centrifugirana 2 min na 2000 rcf. Nakon pripreme na kolonu je nanesno 2 mL kuglica sa 

vezanim proteinima u puferu WB3. Kuglice s vezanim proteinima na koloni dodatno su isprane 

tri puta sa po 500 �—�/���S�X�I�H�U�D���:�%���������������U�F�I���������P�L�Q���S�U�L�������ƒ�&������ 

His fuzijski proteini sa kuglica eluirani su u tri koraka. Proteini su dva puta eluirani s 200 �—�/ 

�S�X�I�H�U�D���(�%���X�]���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�X���R�G���������P�L�Q���Q�D�������ƒ�&���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���H�O�X�D�W���������(�������R�G�Q�R�V�Q�R���H�O�X�D�W���������(������

�V�N�X�S�O�M�H�Q�L���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P�������P�L�Q���Q�D�����������U�F�I���������ƒ�&�������(�O�X�D�W�������G�R�E�L�Y�H�Q���M�H���L�V�S�L�U�D�Q�M�H�P���N�R�O�R�Q�H���V�D���� M 

imidazolom uz inkubacij�X���R�G���������P�L�Q���Q�D�������ƒ�&���� 

�=�D���S�U�R�Y�M�H�U�X���S�R�V�W�X�S�N�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���Q�D���6�'�6-PAG elektroforezi uzete su frakcije taloga (P), 

supernatanta (S), nevezane frakcije (FT), ispiranja (WB1, WB2 i WB3) te sve tri frakcije eluata 

E1, E2 i E3.       

2.2.11.1. Promjena pufera �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K proteina �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K His-privjeskom 

�.�D�N�R�� �E�L�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �S�U�R�Y�H�O�L�� �N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �V�D�� �+�L�V- i GST-privjeskom potrebno je 

�X�N�O�R�Q�L�W�L���L�P�L�G�D�]�R�O���L�]���H�O�X�D�W�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���V�D���+�L�V-privjeskom te oba tipa proteina imati u 
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istom puferskom sustavu. B�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �V�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �V�D�� �*�6�7-privjeskom purificirani u 1 �î��PBS 

(Sekcija 2.2.14.) te da se reakcija kopurifikacije odvija u 1 �î��PBS, pufer u kojem se nalaze 

proteini sa His-privjeskom promijenjen je u 1 �î��PBS. 

 Tri frakcije eluata (E1-3) proteina sa His-privjeskom spojeni su u jednu �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�X���I�U�D�N�F�L�M�X��

E. Promjena pufera provedena je na centrikonima Amicon�Š Ultra-4 Centrifugal Filter Devices 

(Merck Millipore Sigma, 10 kDa). Ukupni volumen frakcije E nanesen je na centrikon koja ima 

pore ko�M�H�� �S�U�R�S�X�ã�W�D�M�X�� �V�Y�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �P�D�Q�M�H�� �R�G�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H�� �P�D�V�H�� �R�G�� ������ �N�'�D���� �)�U�D�N�F�L�M�D�� �(��

centrifugirana je 15-�������P�L�Q���Q�D�������������U�F�I���������ƒ�&�������6�L�J�P�D�����.�����������������������������5�����G�R�N���V�H���Y�R�O�X�P�H�Q��

nije smanjio na 200-250 �—�/���� �1�D�N�R�Q�� �W�R�J�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �V�X�� �L�V�S�U�D�Q�L�� ���� �S�X�W�D�� �V�D�� ���� �P�/�� �����î��PBS-a i 

centrif�X�J�L�U�D�Q�L���X���L�V�W�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����3�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�L���V�D���+�L�V-privjeskom u promijenjenom puferu 

�V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�L���V�X���G�R���X�S�R�W�U�H�E�H���Q�D���� �ƒ�&���L�O�L���V�X���X�]���G�R�G�D�W�D�N���J�O�L�F�H�U�R�O�D ���N�R�Q�D�þ�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H������%) na  

-80 �ƒ�&�� 

2.2.11.2. Optimizacija topivosti proteina His-BPM1�' MATH  

Nakon �L�Q�G�X�N�F�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���S�R�N�X�V�D�M���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���+�L�V-BPM1�' �0�$�7�+���]�D�S�R�þ�H�W���M�H�����V�R�Q�L�N�D�F�L�M�R�P��

bakterija u puferu MATH. His-BPM1�' �0�$�7�+���M�H���G�D�O�M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q���S�U�H�P�D���S�U�R�W�R�N�R�O�X���X���V�H�N�F�L�M�L��

���������������� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �V�X�� �6�'�6-PAG elektroforezom (P, S, W, E1-2) i 

imunodetekcijom uzorka eluensa. 

�=�D���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���W�R�S�L�Y�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�L�V-BPM1�' MATH tesirana su dodatno tri MATH pufera (1-

3) prikazana u Tablici 8 �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�X�� �I�U�D�N�F�L�M�H�� �3�� �L�� �6�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�H�� �P�H�W�R�G�R�P�� �K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�H�� �S�R��

�:�H�V�W�H�U�Q�X�����������������������N�D�N�R���E�L���V�H���X�V�S�R�U�H�G�L�O�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D���Q�H�Wopivog proteina u talogu i topivog proteina 

u supernatantu.  

Tablica 8. Puferi za solubilizaciju proteina His-BPM1�' �0�$�7�+�����3�X�I�H�U�L���V�X���E�L�O�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���N�D�N�R���E�L���V�H��

�S�R�N�X�ã�D�O�D���R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�W�L���W�R�S�L�Y�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D���� 

Sastav MATH  MATH1  MATH2  MATH3  
Tris-HCl pH = 8 50 mM - - - 
K2HPO4/KH2PO4 pH = 5,8 - 50 mM 50 mM 50 mM 
NaCl 100 mM 500 mM 500 mM - 
�‰-ME (Sigma) 10 mM - - - 
���������î Proteazni inhibitor (Roche) + - - - 
Glicerol 5% 5% 5% 5% 
Lizozim (Sigma) 0,5 mg/mL - - - 
Deoksiholna kiselina - 0,50% 0,50% 0,50% 
Arginin - 375 mM - - 
Prolin - - 500 mM - 
Manitol - - - 500 mM 
DNaza - ���—�J���P�/ ���—�J���P�/ ���—�J���P�/ 
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2.2.12�����3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K GST-privjeskom 

Proteine sa GST-privjeskom (GST, GST-BPM1, GST-BPM1�' BTB, GST-BPM1�' MATH, 

GST-BPM1�' �6�3�2�3���� �V�D�P�� �S�U�R�þ�L�V�W�L�R�� �Q�D�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q��sefaroznim kuglicama (GE Healthcare 

���������������������� �3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �V�H�� �W�H�P�H�O�M�L�� �Q�D�� �U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�Q�Rm vezanju GST-privjeska na glutation 

imobiliziran na sefaroznim kuglicama. Prije dodavanja glutation sefaroznih kuglica na 

proteinski ekstrakt, 50-200 ���/���N�X�J�O�L�F�D���S�R���U�H�D�Nciji isprano je i ekvilibrirano tri puta s 1 mL 1 �î��

PBS �S�U�L���þ�H�P�X���V�X���Q�D�N�R�Q���V�Y�D�N�R�J���L�V�S�L�U�D�Q�M�D���N�X�J�O�L�F�H���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�H�������P�L�Q���Q�D�����������U�F�I (Eppendorf 

5415R). Poslije ispiranja, kuglice su nanesene na proteinski ekstrakt. Vezivanje proteina na 

glutation sefarozne kuglice odvijalo se �S�U�H�N�R���Q�R�ü�L����15-18 �K�����Q�D�������ƒ�&���X�]���V�W�D�O�Q�X���U�R�W�D�F�L�M�X�����3�K�R�H�Q�L�[��

RS-TR 10).  

 �1�D�N�R�Q���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���� �X�]�R�U�F�L���V�X���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�L������ �P�L�Q���Q�D���������� �U�F�I�� �S�U�L������ �ƒ�&����Sigma 

3K30 11390/13150R) te je uklonjena nevezana frakcija (FT). Nakon uklanjanja nevezanih 

proteina, kuglice sa vezanim proteinima ispirane po jedan put s puferom W1 i W2 te �þ�H�W�L�U�L���S�X�W�D��

�V���S�X�I�H�U�R�P���:������ �,�]�P�H�ÿ�X���V�Y�D�N�R�J���L�V�S�L�U�D�Q�M�D���N�X�J�O�L�F�H���V�X���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�H��5 min na 500 rcf pri �����ƒ�&. 

�1�D�N�R�Q���]�D�G�Q�M�H�J���L�V�S�L�U�D�Q�M�D���L���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�H���R�V�W�D�F�L���S�X�I�H�U�D���P�H�ÿ�X���N�X�J�O�L�F�D�P�D���X�N�O�R�Q�M�H�Q�L���V�X���L�Q�]�X�O�L�Q�V�N�R�P��

�ã�S�U�L�F�R�P�������� �*�������.�X�J�O�L�F�H���V���Y�H�]�D�Q�L�P���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D���]�D�Y�U�ã�Q�R���V�X���U�H�V�X�Vpendirane u 200 �—�/�������î��PBS-a 

�L���V�S�U�H�P�O�M�H�Q�H���Q�D�������ƒ�&���G�R���X�S�R�U�D�E�H���� 

�=�D���S�U�R�Y�M�H�U�X���S�R�V�W�X�S�N�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���Q�D���6�'�6-PAG elektroforezi uzete su frakcije taloga (P), 

supernatanta (S), nevezane frakcije (FT), ispiranja (WB1, WB2 i WB3) te mali volumen kuglica 

s vezanim proteinima.    

2.2.13. Elektroforeza SDS-PAGE 

Za analizu proteinske ekspresije koristio sam metodu SDS-PAGE koja se bazira na 

�R�G�Y�D�M�D�Q�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�H�� �P�D�V�H����Sastav poliakrilamidnog 

gela od 12% gela za razdvajanje i 4% gela za sabijanje nalazi se u Tablici 9���� �=�D�� �E�U�å�X��

polimerizaciju, gel za razdvajanje nadslojen je otopinom 20% etanola i 5% bromfenol-plavo. 

�8�]���J�H�O�R�Y�H���L�]�O�L�M�H�Y�D�Q�H���X���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���L���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�L�����������6�'�6���J�H�O�R�Y�L�����1�;�*��������������

RunBlue, Expedeon). Elektroforeza na komercijalnim gelovima SDS Precast Gels odvijala se 

u p�X�I�H�U�X�� ���î�� �6�'�6�� �5�X�Q�%�O�X�H�� �E�X�I�I�H�U�� ���7�(�2-Tricine-�6�'�6���� �(�[�S�H�G�H�R�Q���� �L�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �'�&�;-700 CBS 

Scientific dok se elektroforeza na izlijevanim gelovima odvijala u ���� �î�� �H�O�H�N�W�U�R�G�Q�R�P�� �S�X�I�H�U�X��

�V�D�V�W�D�Y�D������ �J���/�� �7�U�L�V���� ���������� �J���/�� �J�O�L�F�L�Q���� ���� �J���/�� �6�'�6�� �S�+��� �� �������� �L�� �X�U�H�ÿ�D�M�X���0�,�1�,�� �9�H�U�W�L�F�D�O�� �'�X�D�O���3�O�D�W�H��

Electrophoresis Unit (Carl Roth). Na gelove su �Q�D�Q�R�ã�H�Q�L prethodno pripremljeni proteinski 

�X�]�R�U�F�L���X�������î���6�/�%���S�X�I�H�U�X�����������ƒ�&���������P�L�Q�����X���Y�R�O�X�P�H�Q�X����-�������—�/���R�Y�L�V�Q�R���R���N�R�O�L�þ�L�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�D�����8�Y�M�H�W�L��
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elektroforeze su bili 30 min na 90 V i 1,5 h na 190 V (Consort EV243 Power Supply).  

Tablica 9. Sastav poliakrilamidnog gela. 

Sastav 12% Gel za razdvajanje 4% Gel za sabijanje 

reH2O 1,67 mL 1,201 mL 

1,5 M Tris-HCl pH = 8,8 1,25 mL - 
0,5 M Tris-HCl pH = 6,8 - 0,500 mL 
30% Akrilamid/bisakrilamid (A/Bis)  2,00 mL 0,267 mL 
10% SDS �������—�/ �������—�/ 
10% Amonijev persulfat (APS)  �������—�/ �������—�/ 
Tetrametiletilendiamin (TEMED) �����—�/ �����—�/ 

2.2.14. Hibridizacija po Westernu 

�+�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�X���S�R���:�H�V�W�H�U�Q�X���V�D�P���N�R�U�L�V�W�L�R���X���V�Y�U�K�X���L�P�X�Q�R�G�H�W�H�N�F�L�M�H���å�H�O�M�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D�����8�N�R�O�L�N�R��

se neki proteini nisu mogli detektirati SDS-PAGE-om, potencijalno su se mogli detektirati 

�K�L�E�U�L�G�L�]�D�F�L�M�R�P�� �S�R�� �:�H�V�W�H�U�Q�X�� �J�G�M�H�� �V�H�� �P�R�J�X�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�W�L�� �S�X�Q�R�� �P�D�Q�M�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �S�U�R�W�Hina nego 

bojanjem poliakrilamidnih gelova.  

2.2.14.1. Prijenos proteina na membranu 

Nakon razdvajanja proteina SDS-PAG elektroforezom proteini su preneseni na poliviniliden 

fluoridnu (engl. Polyvinylidene Fluoride, PVDF) membranu (Immobilion-P). PVDF membrana 

pripremljena je ispiranjem jednom u metanolu i tri puta u reH2O po minutu. Gel i PVDF 

membrana �V�O�R�å�H�Q�L���V�X���X���N�D�]�H�W�X���L�]�P�H�ÿ�X���N�D�W�R�G�H���L���D�Q�R�G�H���X���U�H�G�R�V�O�L�M�H�G�X�����N�D�W�R�G�D (-�������V�S�X�å�Y�D�����I�L�O�W�H�U��

papir (Whatman 3M), gel, PVDF membrana���� �I�L�O�W�H�U�� �S�D�S�L�U���� �V�S�X�å�Y�D���� �D�Q�R�G�D (+). Kod slaganja 

�N�D�]�H�W�H���� �P�M�H�K�X�U�L�ü�L�� �]�U�D�N�D�� �V�X�� �E�L�O�L�� �X�N�O�R�Q�M�H�Q�L�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�Mem jer ometaju proteinski prijenos, a svi 

�I�L�O�W�H�U�� �S�D�S�L�U�L���� �J�H�O�R�Y�L���� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �L�� �V�S�X�å�Y�H�� �V�X�� �E�L�O�L�� �Q�D�P�R�þ�H�Q�L�� �X�� �S�X�I�H�U�X�� �]�D�� �S�U�L�M�H�Q�R�V���� �3�U�L�M�H�Q�R�V�� �V�H��

odvijao u Mini-PROTEAN 3 i Trans-Blot Cell (BioRad) sustavu s ledenim blokom u puferu za 

prijenos sastava 3,39 g/L Tris HCl, 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 

�1�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�H�Q�R�J���S�U�L�M�H�Q�R�V�D�����P�H�P�E�U�D�Q�H���V�X���E�O�R�N�L�U�D�Qe 1 h u 20 mL 2% mlijeka otopljenog u 

1 �î��PBS-u. Nakon blokiranja membrane, dodano je primarno antitijelo pripremljeno u 10 mL 

2% mlijeka u 1 �î��PBS-u s anti-GST SC138 mouse (Santa Cruz) ili anti-His mouse 11922416001 

(Roche) monoklonskim primarnim antitije�O�R�P���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�L�P���X���R�P�M�H�U�X�������������������1�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H��

u  primarnom antitijelu 3 h i�O�L���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L�����P�H�P�E�U�D�Q�D���M�H��isprana tri puta s 10 mL 1 �î��PBS-a po 

10 min. Nakon toga membrane su inkubirane 2 h u 1:5000 sekundarnog antitijela (Anti-mouse 
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IgG Peroxidase Conjugate, A4416, Sigma) pripremljenog u 2% mlijeku otopljenom u 1 �î��PBS-

�X�����3�R���]�D�Y�U�ã�H�W�N�X���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����P�H�P�E�U�D�Q�D���M�H���S�R�Q�R�Y�Q�R���L�V�S�U�D�Q�D���W�U�L���S�X�W�D���V�D������ mL 1 �î��PBS-a po 10 

min. Prilikom detekcije direktno na membranu, na stranu membrane s proteinima, dodano je 

500 �—�/��supstrata HRP substrate (LuminataTM Forte, Millipore) uz inkubaciju od 3 minute.  

�1�D�N�R�Q�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�D�� �M�H�� �S�U�H�Q�H�V�H�Q�D�� �X�� �� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�X�� �I�R�O�L�M�X�� �L�� �V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �X�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R��

osvijetljenu kazetu za razvijanje sa filmom HS X-Ray Film Pan-G 12 �î 30cm 100pk (Henry 

Schein) na membrani. Film se inkubirao na membrani u mraku 2-60 min. Signal na filmu je 

�G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q���X���� �X���U�D�]�Y�L�M�D�þ�X���������� �P�/�� �+2O + 15 mL Agfa Dentus�Š X-Ray Developer �± Kulzer) i 

fiksiran u fiksiru (85 mL H2O + 15 mL Agfa Dentus�Š X-Ray Fixer �± Kulzer). Signal na 

me�P�E�U�D�Q�L���W�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q���Q�D���X�U�H�ÿ�D�M�X���&-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner 

(LI-�&�2�5���� �%�L�R�6�F�L�H�Q�F�H�V���� �Q�D�� �Y�L�V�R�N�R�M�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �W�R�N�R�P�� ������ �P�L�Q�� �L�O�L�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X iBright Western 

Blot Imaging Systems (ThermoScientific) s vremenom ekspozicije od 2-20 min.  

2.2.14.3. Vizualizacija proteina na poliakrilamidnom gelu i PVDF 

membrani bojom Coomassie Brilliant Blue 

Proteinske vrpce u poliakrilamidnim gelovima vizualizirane su u otopini Coommassie 

Brilliant Blue (CBB) (0,1 % (w/v) CBB R-250, 45 % (v/v) metanol  i 10 % (v/v) ledena octena 

�N�L�V�H�O�L�Q�D�����L�O�L���X���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R���G�R�V�W�X�S�Q�R�M���E�R�M�L���,�Q�V�W�D�Q�W�%�O�X�H�Œ���&�R�R�P�D�V�V�L�H���3�U�R�W�H�L�Q���6�W�D�L�Q�����(�[�S�H�G�H�R�Q������

�*�H�O�R�Y�L�� �E�R�M�D�Q�L�� �R�W�R�S�L�Q�R�P�� �&�%�%�� �R�G�E�R�M�D�Y�D�Q�L�� �V�X�� �X�� �Y�U�X�ü�R�M�� �G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M�� �Y�R�G�L�� �X�]�� �W�U�H�ã�Q�M�X�� �G�R�� �S�R�Mave 

proteinskih vrpci. 

PVDF membrane bojane su u otopini CBB sastava:  0,1% (w/v) CBB R-250,  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% metanol, 7% octena kiselina). Membrana je 

�L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�D�������P�L�Q���X���R�W�R�S�L�Q�L���]�D���R�G�E�R�M�D�Y�D�Q�M�H�������Q�D���W�U�H�V�L�O�L�F�L���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���R�W�R�S�L�Q�D��uklonjena te je 

dodana otopina za odbojavanje 2 (90% metanol, 10% octena kiselina). Membrana je inkubirana  

u otopini za odbojavanje 2 do pojave proteinskih vrpci. Na kraju, membrana je isprana u 

�G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L���L���S�R�V�X�ã�H�Q�D���Q�D���S�D�S�L�U�Q�D�W�R�P���U�X�þ�Q�L�N�X�� 

2.2.15. Kopurifikacija proteina  

�.�D�N�R���E�L�K���L�V�W�U�D�å�L�R���L�Q�W�H�U�D�N�Fiju proteina DMS3, RDM1 i HB6 s proteinom BPM1 i njegovim 

delecijskim varijantama koristio sam metodu kopurifikacije (engl. Pull Down). Metoda se  

zasniva na afinitetnom vezanju proteina od interesa (mamac, engl. Bait�����]�D���P�D�W�U�L�F�X���L���S�U�R�S�X�ã�W�Q�M�X��

potencijalnih interkacijskih partnera (plijen, engl. Prey). Ukoliko protein plijen stupa u 
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interakcije s proteinom mamacem, �R�Q���V�H���Q�H�ü�H���L�V�S�U�D�W�L���W�L�M�H�N�R�P���L�V�S�L�U�D�Q�M�D���P�D�W�U�L�F�H���R�G���Q�H�Y�H�]�D�Q�L�K��

proteina.  

U ovom �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �*�6�7�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �%�3�0���� �L�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �G�H�O�H�F�L�M�V�N�H�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�H�� �E�L�O�L�� �V�X��

�P�D�P�D�F���Y�H�]�D�Q���]�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�Q�X���P�D�W�U�L�F�X�����G�R�N���V�X���+�L�V���R�]�Q�D�þ�H�Q�L���'�0�6�������+�%�����L���5�'�0�����E�L�O�L��

plijen. Reakcija vezanja prove�G�H�Q�D���M�H���X�����������P�/���P�L�N�U�R�H�S�U�X�Y�H�W�D�P�D���X���Y�R�O�X�P�H�Q�X���R�G�����������—�/�����'�H�V�H�W��

(GST protein) do trideset (GST-BPM1, GST-BPM1�' BTB, GST-BPM1�' MATH, 

GST-BPM1�' SPOP ) mikrolitara kuglica s �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���S�U�R�W�H�L�Q�R�P���P�D�P�F�H�P���S�R�P�L�M�H�ã�D�Q�R���M�H���V��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�P���S�U�R�W�H�L�Q�R�P���S�O�L�M�H�Qom (His-RDM1, His-DMS3 ili His-HB6) te se volumen do 200 

�—�/���Q�D�G�R�S�X�Q�L�R���V�������î��PBS-om. Reakcija vezivanja inkubirana je 5-6,5 �K���Q�D�������ƒ�&���X�]���N�R�Q�V�W�D�Q�W�R��

rotiranje (Dynal sample mixer, model MXICI �± �%�L�G�V�S�R�W�W�H�U�������.�D�G�D���M�H���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D���]�D�Y�U�ã�L�O�D�����Q�D�N�R�Q��

�S�U�Y�H���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�H�������������U�F�I���������ƒ�&���������P�L�Q�����V�D�N�X�S�O�M�H�Q�D���M�H���Q�H�Y�H�]�D�Q�D���I�U�D�N�F�L�M�D�����)�7�����W�H���V�X���N�X�J�O�L�F�H���L�V�S�Uane 

pet puta sa 0,5-1 mL 1 �î��PBS uz centrifugiranje pri istim uvjetima. Nakon zadnjeg ispiranja 

�R�V�W�D�W�D�N���S�X�I�H�U�D���X�N�O�R�Q�M�H�Q���M�H���L�Q�]�X�O�L�Q�V�N�R�P���ã�S�U�L�F�R�P (30 G). Na kuglice je dodano 30 �—�/���S�X�I�H�U�D�������î��

SLB, a na 20 �—�/���)�7 dodano je �����—�/���S�X�I�H�U�D�������î��SLB. Uzorci su analizirani hibridizacijom po 

�:�H�V�W�H�U�Q�X���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���D�Q�W�L-His antitijelo kojim bi se 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�, 

�����������.�R�Q�V�W�U�X�N�F�L�M�D���G�H�O�H�F�L�M�V�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�Q�W�L���J�H�Q�D���%�3�0�� 

Kako bismo �L�V�W�U�D�å�L�O�L���X�O�R�J�X���N�R�Q�]�H�U�Y�L�U�D�Q�L�K���G�R�P�H�Q�D���0�$�7�+�����%�7�%���L���6�3�2�3���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����X��

interakciji s proteinima DMS3, RDM1 i HB6, konstruirane su delecijske varijante proteina 

BPM1. Kako �E�L�� �V�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�O�H�� �G�H�O�Hcijske varijante proteina BPM1 (Slika 7.) 

�N�R�Q�V�W�U�X�L�U�D�Q�L���V�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�L���S�O�D�]�P�L�G�L�����6�Y�D�N�L���H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�L���S�O�D�]�P�L�G���L�P�D���X�J�U�D�ÿ�H�Q���J�H�Q���]�D���M�H�G�Q�X���R�G��

spomenutih varijanta proteina BPM1 sa fuzioniranim His- ili GST-�S�U�L�Y�M�H�V�N�R�P�� �]�D�� �O�D�N�ã�H��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D�����8�V�S�M�H�ã�Q�R���M�H���N�R�Q�V�W�U�X�L�U�D�Q�R���ã�H�V�W���S�O�D�]�P�L�G�D���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���Y�H�N�W�R�U�V�N�H���N�D�O�X�S�H���S�(�7-

53-DEST-BPM1 odnosno pGEX-4T-1-BPM1. Konstrukcija plazmida je provjerena 

restrikcijskim cijepanjem i sekvenciranjem. 

 

Slika 7. Shematski prikaz �N�R�G�L�U�D�M�X�ü�H���V�H�N�Y�H�Q�F�H BPM1 s o�]�Q�D�þ�H�Q�L�P���G�R�P�H�Q�D�P�D���0�$�7�+����BTB i SPOP 

te njegovih delecijskih varijanta���� �9�H�O�L�þ�L�Q�H�� �G�R�P�H�Q�D��nisu prikazane u realnom omjeru. (Izvor: Slika je 

�L�]�U�D�ÿ�H�Q�D���X���S�U�R�J�U�D�P�X���%�L�R�U�H�Q�G�H�U����https://biorender.com/). 

3.1.1. Konstrukcija delecijskih varijanti gena BPM1 �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K His-

privjeskom 

�3�O�D�]�P�L�G�Q�L�� �N�R�Q�V�W�U�X�N�W�L�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �G�H�O�H�F�L�M�V�N�H�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�H�� �J�H�Q�D��BPM1 s His-privjeskom su 

konstruirani metodom mjesno-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H���P�X�W�D�J�H�Q�H�]�H���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���N�D�O�X�S���S�(�7-53-DEST-BPM1 (N. 

Bauer, nepublicirano) �L���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���L�]��Tablice 7. �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H���V�X���G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�H���Q�D���Q�D�þ�L�Q���G�D���V�H���Y�H�å�X���]�D��

vanjske krajeve domene i prepisuju cijeli plazmid oko domene koja se deletira �S�U�L�� �þ�H�P�X 

�I�R�U�P�L�U�D�M�X�� �O�L�Q�H�D�U�L�]�L�U�D�Q�L�� �S�O�D�]�P�L�G�� �V�D�� �å�H�O�M�H�Q�R�P�� �G�H�O�H�F�L�M�R�P�� �9�H�O�L�þ�L�Q�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K��vizualiziranih 
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lineariziranih plazmida su: pET-53-DEST-�%�3�0���û�%�7�%�� ���������� �S�E���� �S�(�7-53-DEST-

�%�3�0���û�0�$�7�+�������������S�E (Slika 8A) i pET-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3�������������S�E����Slika 8B).  

 

Slika 8. Linearizirani plazmid pET-53-DEST-BPM1 s deletiranim domenama A) BTB i MATH te 

B) SPOP, dobiveni reakcijom PCR�����9�H�O�L�þ�L�Q�H��fragmenata u parovima baza prikazane su povrh fragmenta. 

Oznaka p�E���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���*�H�Q�H���5�X�O�H�U�������Nb DNA Ladder.  

Plazmidi su nakon cirkularizacije uneseni transformacijom u bakterijski soj E. coli NEB 5-

alpha �X�]���V�H�O�H�N�F�L�M�X���Q�D���$�P�S�����8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���W�Uansformacije provjerena je na bakterijskim kolonijama 

�U�H�D�N�F�L�M�R�P���3�&�5���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D��attB1BPM1 fw i BPM1-�6�7�2�3�D�W�W�%�����U�H�Y�����)�U�D�J�P�H�Q�W�L���'�1�$���Y�H�O�L�þ�L�Q�H��

od 920 kb dokazuju prisustvo pET-53-DEST-�%�3�0���û�%�7�%���� �������� �S�E�� �S�(�7-53-DEST-

�%�3�0���û�0�$�7�+���L�������������S�E���S�(�7-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3����Slika 9.). Vektorske mape plazmida 

su prikazane u prilogu (Prilog Slika II. ). 

 

Slika 9. Fragmenti BPM1�û�%�7�%����BPM1�û�0�$�7�+�� �L��BPM1�û�6�3�2�3 �X�P�Q�R�å�H�Q�L�� �L�]�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�L�K��

bakterijskih kolonija E. coli NEB 5-alpha plazmidima pET-53-DEST-�%�3�0���û�%�7�%����

pET-53-DEST-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �S�(�7-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3���� �9�H�O�L�þ�L�Q�H�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �X��
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parovima baza prikazane su povrh fragmenta. Brojevi 1-�����R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H���N�R�O�R�Q�L�M�H����Oznaka pb 

�R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���*�H�Q�H���5�X�O�H�U�������N�E���'�1�$���/�D�G�G�H�U�� 

Dobiveni plazmidi su provjereni sekvenciranjem (Macrogen, Europa, Amsterdam), a 

plazmid pET-53-DEST-BPM1�û�6�3�2�3��je dodatno provjeren dvostrukim restrikcijskim 

cijepanjem enzimima �;�E�D�,�� �� �L�� �� �(�F�R�������,���� �8�N�R�O�L�N�R�� �R�E�D�� �H�Q�]�L�P�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �F�L�M�H�S�D�M�X��plazmid, na 

�D�J�D�U�R�]�Q�R�P���J�H�O�X���V�H���W�U�H�E�D�M�X���G�H�W�H�N�W�L�U�D�W�L���I�U�D�J�P�H�Q�W�L���'�1�$���Y�H�O�L�þ�L�Qa 4977, 651, 448, 54, 40 i 39 pb. 

�8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �F�L�M�H�S�D�Q�M�D�� �V XbaI vizualiziraju se fragmenti od  5668 i 541 pb odnosno s Eco130I 

�������������������������������L���������S�E�����(�Q�]�L�P���;�E�D�,���Q�L�M�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�R�F�L�M�H�S�D�R���S�O�D�]�P�L�G te je uspjela samo digestija 

s Eco130I (Prilog Slika I I IA) pa je dodatna provjera restrikcijskim cijepanjem napravljena s 

FD enzimom XbaI na purificiranom PCR produktu (1082 pb) �X�P�Q�R�å�H�Q�L�P�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D��

attB1BPM1 fw i BPM1-STOPattB2 rev. Cijepanjem PCR produkta BPM1�û�6�3�2�3���G�R�E�L�Y�H�Q�L���V�X 

fragmenti od 608 i 474 pb (Prilog Slika I I IB).  

3.1.2. Konstrukcija delecijskih varijanti gena BPM1 �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K��GST-

privjeskom 

Delecijski fragmenti BPM1�û�%�7�%���� �%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �%�3�0���û�6�3�2�3�� �V�X�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L��s kalupa 

pET-53-DEST-�%�3�0���û�%�7�%���� �S�(�7-53-DEST-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L pET-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3��

�S�R�P�R�ü�X�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �N�R�M�H�� �L�P�D�M�X��dodano restrikcijsko mjesto za enzim BamHI (Tablica 2.). 

Defosforilirani i linearizirani vektor pGEX-4T-1 (4969 pb) kao i pocijepani delecijski fragmenti 

BPM1�û�%�7�%�� ��897 �S�E������ �%�3�0���û�0�$�7�+�� ��856 �S�E���� �L�� �%�3�0���û�6�3�2�3�� ������69 pb) su vizualizirani 

agaroznom gel elektroforezom �L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���L�]���J�H�O�D (Slika 10A).  

    Delecijski fragmenti �X�J�U�D�ÿeni su u defosforilirani linearizirani vektor �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�üi 

komplementarnim lijepljivim BamHI krajevima. �8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W��transformacije E. coli NEB 5-

alpha �S�O�D�]�P�L�G�L�P�D�� �M�H�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D�� �U�H�D�N�F�L�M�R�P�� �3�&�5�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D��attB1BPM1 fw i BPM1-

STOPattB2 rev. Dobiveni fragmenti dokazuju prisustvo pGEX-4T-1-�%�3�0���û�%�7�% (920 pb), 

pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+�� ���������� �S�E���� �L�� �S�*�(�;-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3�� ������������ �S�E���� ��Slika 10B). 

Vektorske mape plazmida su prikazane u prilogu (Prilog Slika IV.). 

 



40 
 

 

Slika 10. A) Linearizirani vektor pGEX-4T-���� �L�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�� �G�H�O�H�F�L�M�V�N�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�L��BPM1�û�0�$�7�+����

BPM1�û�%�7�%���L��BPM1�û�6�3�2�3���S�R�F�L�M�H�S�D�Q�L���H�Q�]�L�P�R�P���%�D�P�+�,����B) Fragmenti BPM1�û�0�$�7�+����BPM1�û�%�7�%��

i BPM1�û�6�3�2�3 �X�P�Q�R�å�H�Q�L�� �L�]�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �N�R�O�R�Q�L�M�D�� ����-2) E. coli NEB 5-alpha transformiranih s 

pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+���� �S�*�(�;-4T-1-�%�3�0���û�%�7�%�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �S�*�(�;-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �9�H�O�L�þ�L�Q�H��

�X�P�Q�R�å�H�Q�L�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �X�� �S�D�U�R�Y�L�P�D�� �E�D�]�D�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �S�R�Y�U�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D����Oznaka �S�E�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D��

molekularni standard Gene Ruler 1 kb DNA Ladder. 

O�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �M�H�� �U�D�ÿ�H�Q�R�� �N�O�R�Q�L�U�D�Q�M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �M�H�G�Q�R�J�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�J�� �H�Q�]�L�P�D�� ���%�D�P�+�,����  

napravljena je provjera orijentacije ugradnje gena u vektor. Plazmidi pGEX-4T-1-�%�3�0���û�%�7�%��

i pGEX-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3���V�X��pocijepani enzimom EcoRI dok je pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+��

pocijepan enzimima EcoRI i Mlu NI. U Tablici 10 �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �N�R�M�H��

�Q�D�V�W�D�M�X�� �Q�D�N�R�Q�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�J�� �F�L�M�H�S�D�Q�M�D�� �R�Y�L�K�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �G�R�E�U�H�� �L�� �N�U�L�Y�H�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H��

�X�J�U�D�G�Q�M�H���J�H�Q�D�����8�V�S�M�H�ã�Q�R���V�X���N�R�Q�V�W�U�X�L�U�D�Q�H���U�H�S�O�L�N�H�������������L�������S�O�D�]�P�L�G�D��pGEX-4T-1-�%�3�0���û�%�7�%�������� 

2 i 4 plazmida pGEX-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �W�H��1, 2 i 3 plazmida pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+ 

(Slika 11). Replika 4 plazmida pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+���Q�L�M�H���X�V�S�M�H�O�D���W�H���S�U�L�N�D�]�X�M�H���S�R�F�L�M�H�S�D�Q�L��

plazmid pGEX-4T-1-BPM1 (6199 pb) s dodatnom vrpcom koja ne odgovara nijednoj teoretskoj 

visini cijepanja u Tablici  10.  
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Tablica 10. �9�H�O�L�þ�L�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D���S�O�D�]�P�L�G�D���S�*�(�;-4T-1-�%�3�0���û�%�7�%�����S�*�(�;-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3���L��

pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+���Q�D�N�R�Q���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�J���F�L�M�H�S�D�Q�M�D���X���V�O�X�þ�D�M�X���G�R�E�U�H���L���N�U�L�Y�H���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H���X�J�U�D�G�Q�M�H��

gena BPM1�û�%�7�%�����%�3�0���û�0�$�7�+���L���%�3�0���û�6�3�2�3���X���Y�H�N�W�R�U���S�*�(�;-4T-1-BPM1. Oznaka pb ozna�þ�D�Y�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-�%�3�0���û�0�$�7�+ EcoRI + Mlu NI 1299, 4495  460, 5334  
pGEX-4T-1-�%�3�0���û�%�7�% EcoRI 870, 5074  124, 5820 
pGEX-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3 EcoRI 933, 5074  124, 5883  

 

 

Slika 11. Fragmenti dobiveni restrikcijskim cijepanjem plazmida pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+����

pGEX-4T-1-�%�3�0���û�%�7�%���L���S�*�(�;-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3���X���V�O�X�þ�D�M�X���G�R�E�U�H���L���N�U�L�Y�H���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H���X�J�U�D�G�Q�M�H���J�H�Q�D��

BPM1�û�%�7�%���� �%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �%�3�0���û�6�3�2�3�� �X�� �Y�H�N�W�R�U�� �S�*�(�;-4T-1 prema Tablici 10. Zvjezdica (*) 

�R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �Q�H�S�R�F�L�M�H�S�D�Q�L�� �S�O�D�]�P�L�G pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+ (5794 pb). Strelica (^) prikazuje 

nepocijepani plazmid pGEX-4T-1-BPM1 (6�������� �S�E������ �D�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �R�G�� �R�N�R�� ���������� �S�E�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R��

�S�U�L�N�D�]�X�M�H�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �F�L�M�H�S�D�Q�M�H�� �M�H�U�� �Q�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �Q�L�M�H�G�Q�R�M�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� �L�]�� �W�D�E�O�L�F�H�� �9�H�O�L�þ�L�Q�H�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �X��

parovima baza prikazane su povrh svakog fragmenta. Oznaka p�E���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���*�H�Q�H��

Ruler 1 kb DNA Ladder, a brojevi 1-4 broj bakterijske kolonije.  

�����������3�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H��

�G�H�O�H�F�L�M�V�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�Q�W�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�L�V���%�3�0���� 

Kako bi se inducirala sinteza proteina His-BPM1 i njegovih delecijskih varijanta, bakterijski 

sojevi E. coli �5�R�V�H�W�W�D�Œ�����'�(�������L���L�O�L���%�/���������'�(�������V�X���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�L���S�O�D�]�P�L�G�L�P�D��pET-53-DEST-

�%�3�0���û�%�7�%���� �S�(�7-53-DEST-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �S�(�7-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3 uz selekcijski 
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pritisak. Transformacija je provjerena reakcijom PCR �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D�� �D�W�W�%���%�3�0���� �I�Z�� �L�� �%�3�0��-

STOPattB2 rev. Dobiveni su fragmenti DNA koji dokazuju prisutnost pET-53-DEST-

�%�3�0���û�%�7�% (920 pb),  pET-53-DEST-�%�3�0���û�0�$�7�+ (869 pb) i pET-53-DEST-

�%�3�0���û�6�3�2�3 (1082 pb) u soju Rosetta (Slika 12A) odnosno BL21 (Slika 12B). Proteinska 

ekspresija je inducirana dodatkom IPTG-a, a proteini su vizualizirani SDS-PAG 

�H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P���� �8�V�S�M�H�ã�Q�R�� �M�H�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�� �V�D�P�R�� �S�U�R�W�H�L�Q��His-�%�3�0���û�0�$�7�+ koji nije �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q��

uslijed niske topivosti, dok proteini His-�%�3�0���û�%�7�% odnosno His-�%�3�0���û�6�3�2�3 �Q�L�V�X���X�V�S�M�H�ã�Q�R��

�L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�L���þ�D�N���Q�L��nakon optimizacije �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���I�D�N�W�R�U�D �N�R�M�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D rast i/ili indukciju.  

 

 

Slika 12. Provjera transformacije bakterijskih sojeva E. coli A) Rosetta i B) BL21 plazmidima pET-

53-DEST-�%�3�0���û�%�7�%���� �S�(�7-53-DEST-BPM���û�0�$�7�+�� �L�� �S�(�7-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3�����9�H�O�L�þ�L�Q�H��

fragmenata u parovima baza prikazane su povrh fragmenta. Brojevi 1-���� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H��

bakterijske kolonije, a oznaka p�E���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���*�H�Q�H���5�X�O�H�U�������Nb DNA Ladder. 
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3.2.1. Optimizacija  prekomjerne ekspresije proteina His-�%�3�0���û�%�7�% 

Nakon �X�V�S�M�H�ã�Q�H transformacije E. coli BL21 (DE3), uspostavljena je bakterijska kultura u 

volumenu od 10 mL u svrhu preparativne indukcije proteina. �5�D�ÿ�H�Q�D�� �V�X�� �G�Y�D�� �S�U�H�S�D�U�D�W�L�Y�Q�D��

�S�R�N�X�ã�D�M�D���L�Q�G�X�N�F�L�M�H��His-�%�3�0���û�%�7�%.  

     �3�U�Y�L�� �S�R�N�X�ã�D�M preparativne indukcije proveden je u medijima ���� �î YT i TB (ukupno 7 

kombinacija). U dvije replike je dodana 1% glukoza (Glc) koja je uklonjena centrifugiranjem 

prije indukcije IPTG-om te su bakterije resuspendiran�H���X���V�Y�M�H�å�H�P���P�H�G�L�M�X bez antibiotika. Sve 

kombinacije rasta bakterija �V�X���W�U�H�W�L�U�D�Q�H���K�O�D�G�Q�L�P���ã�R�N�R�P�������� �P�L�Q���Q�D���O�H�G�X �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���G�R�G�D�Q��

IPTG. Dvije su kombinacije dodatno tretirane �W�R�S�O�L�Q�V�N�L�P�� �ã�R�N�R�P��20 min na ������ �ƒ�& nakon 

dodatka IPTG-a. Uvjeti rasta i indukcije svih kombinacija detaljno su opisani na Slici 13A. 

Protein His-�%�3�0���û�%�7�%�� �L�P�D�� �W�H�R�U�H�W�V�N�X�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�X�� �R�G�� ������������ �N�'�D. Usporedbom kombinacije 

neinducirane IPTG-�R�P�� ���M�D�åica 1) s �L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�L�P�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D�P�D�� ���M�D�å�L�F�H�� ��-7) vidimo da ni 

�S�U�R�P�L�M�H�Q�D���P�H�G�L�M�D���N�D�R���Q�L���G�R�G�D�W�D�N���J�O�X�N�R�]�H���]�D���Y�U�L�M�H�P�H���U�D�V�W�D���Q�L�W�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H���L�Q�G�X�N�F�L�M�H��

nisu potakle produkciju proteina His-�%�3�0���û�%�7�%��(Slika 13B).  

 

Slika 13. A) Uvjeti rasta i indukcije bakterija E. coli BL21 (DE3) uz varijacije medija, tretmana i 

�G�R�G�D�W�N�D�� �J�O�X�N�R�]�H���� �=�Y�M�H�]�G�L�F�D�� ������� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �G�R�G�D�W�Q�L�� �W�U�H�W�P�D�Q�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� ������ �P�L�Q�� �Q�D�� ������ �ƒ�&�� �Q�D�N�R�Q�� �G�R�G�D�W�N�D��

IPTG-a. B) Rezultati SDS-�3�$�*���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H�����&�U�Q�R�P���V�W�U�H�O�L�F�R�P���M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���W�H�R�U�H�W�V�N�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��

His-�%�3�0���û�%�7�%�� �N�R�M�L�� �Q�L�M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�� �X�� �Q�L�M�H�G�Q�R�M�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L�� �X�Y�M�H�W�D����Oznaka �N�'�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D��

�P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U������-250 kDa . 
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     �'�U�X�J�L���S�R�N�X�ã�D�M��preparativne indukcije je proveden u mediju TB. U svaku repliku je dodan 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�� �D�G�L�W�L�Y��kako bi potakli indukciju proteina (Slika 14A). �'�R�G�D�W�D�N�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �D�G�L�W�L�Y�D�� �Q�L�M�H��

pomogao u poticanju ekspresije proteina His-�%�3�0���û�%�7�%��(Slika 14B).  

 

 

Slika 14. A) Aditivi  dodani u medij TB kod rasta bakterije E. coli BL21 (DE3). Indukcija je 

provedena na 24 h pri �������ƒ�&���X�]���G�R�G�D�W�D�N�����������P�0���,�3�7�*-a. Uzorak 1 oz�Q�D�þ�D�Y�D���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�X���N�R�Q�W�U�R�O�X���X���N�R�M�L 

nije dodan IPTG. B) Rezultati SDS-�3�$�*���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H�����&�U�Q�R�P���V�W�U�H�O�L�F�R�P���M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���W�H�R�U�H�W�V�N�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�D��

proteina His-�%�3�0���û�%�7�% koj�L���V�H�� �Q�L�M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R���L�Q�G�X�F�L�U�D�R�� �X�� �Q�L�M�H�G�Q�R�P�� �S�R�N�X�ã�D�M�X���R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�H����Oznaka 

�N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V Prestained Protein Ladder 10-250 kDa.  

3.2.2. Prekomjerna ekspresija i optimizacija �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D�� 

His-�%�3�0���ûMATH  

3.2.2.1. Indukcija His -�%�3�0���û�0�$�7�+  

Indukcija His-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �M�H�� �X�� �V�R�M�X��E. coli �5�R�V�H�W�W�D�Œ�� ���'�(��������

transformiranim s pET-53-DEST-�%�3�0���û�0�$�7�+�����%�D�N�W�H�U�L�M�H���V�X���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�H���X���������P�/���P�H�G�L�M�D�������î��

YT. �3�U�L�M�H���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���E�D�N�W�H�U�L�M�H���V�X���W�U�H�W�L�U�D�Q�H���������P�L�Q���Q�D�������ƒ�&�����,�Q�G�X�N�F�L�M�D���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���������K���Q�D���������ƒ�&��

uz dodatak 0,5 mM IPTG-a. U uzorku tretiranim IPTG-om na gelu je vidljiva vrpca koja 

odgovara His-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �Q�D�� �W�H�R�U�H�W�V�N�R�M�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� �R�G�� ������������ �N�'�D�� �N�R�M�D�� �Q�L�M�H�� �Y�L�G�O�M�L�Y�D�� �X��

neiduciranom uzorku (Slika 15A). Indukcija proteina dodatno je �S�R�W�Y�U�ÿena imunodetekcijom 

His-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �Q�D�� �3�9�'�)�� �P�H�P�E�U�D�Q�L��antitijelom anti-His u induciranom uzorku (Slika 

15B).  
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Slika 15. Indukcija proteina His-�%�3�0���û�0�$�7�+����A) Detekcija indukcije proteina 

His-�%�3�0���û�0�$�7�+���Q�D�N�R�Q���6�'�6-PAG elektroforeze. Protein ima teoretsku �Y�H�O�L�þ�L�Q�X���������������N�'�D���L���R�]�Q�D�þ�H�Q��

je crvenim krugom odnosno crnom strelicom. U negativnoj kontroli (-, bez IPTG-a) nije vidljiv na 

�W�H�R�U�H�W�V�N�R�M���Y�H�O�L�þ�L�Q�L����B) Imunodetekcija proteina His-�%�3�0���û�0�$�7�+���Q�D���3�9�'�)���P�H�P�E�U�D�Q�L��antitijelom anti-

�+�L�V���� �&�U�Q�D�� �V�W�U�H�O�L�F�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �Q�D�� �Y�L�V�L�Q�L�� �R�G�� ������������ �N�'�D���� �0�H�P�E�U�D�Q�D���M�H�� �V�O�L�N�D�Q�D�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X���L�%�U�L�J�K�W��

Western Blot Imaging Systems uz ekspoziciju od 20 min. Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G��

�3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U������-250 kDa. 

�������������������3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���+�L�V-�%�3�0���û�0�$�7�+ 

Nakon �X�V�S�M�H�ã�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �]�D �W�H�V�W�L�U�D�Q�M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�üavanja proteina His-

�%�3�0���û�0�$�7�+���N�R�U�L�ãtene su Ni-NTA �N�X�J�O�L�F�H���N�D�R���ã�W�R���M�H���R�S�L�V�Dno u sekcijama 2.2.10. i 2.2.11. 

Na temelju dobivenih rezultata (Slika 16A) inducirani protein His-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �M�H u 

potpunosti prisutan u talogu u obliku inkluzija te je netopiv. Protein nije bio prisutan u 

supernatantu u topivom obliku. U �S�U�R�þ�L�ã�üenim uzorcima (eluensima E1 i E2) su bile vidljive 

�Y�U�S�F�H�� �N�R�M�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�� �W�H�R�U�H�W�V�N�R�M�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�G�� ������������ �N�'�D���� �D�O�L�� �L�P�X�Q�R�G�H�W�H�N�F�L�M�R�P��

antitijelom anti-His je pokazano da te vrpce ne pripadaju proteinu His-�%�3�0���û�0�$�7�+ (Slika 

16B).  
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Slika 16. �3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���+�L�V-�%�3�0���û�0�$�7�+����A) �$�Q�D�O�L�]�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���6�'�6-PAG elektroforezom i 

B) Imunodetekcija na PVDF membrani antitijelom anti-His proteina His-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �Q�D�N�R�Q��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���Q�D���1�L-�1�7�$���P�D�W�U�L�F�L�����3�U�R�W�H�L�Q���L�P�D���W�H�R�U�H�W�V�N�X�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�X���R�G���������������N�'�D���L���R�]�Q�D�þ�H�Q���M�H���F�U�Y�H�Q�L�P��

krugom u talogu i crnom strelicom na membrani gdje se ne vidi pozitivan signal. Membrana je slikana 

�Q�D���X�U�H�ÿ�D�M�X���L�%�U�L�J�K�W���:estern Blot Imaging Systems uz ekspoziciju od 20 min. Oznake uzoraka: talog (P), 

supernatant (S), nevezana frakcija (FT), ispiranja (W1-W3), eluensi (E1, E2) i Ni-NTA agarozna matrica 

nakon ispiranja proteina (B). Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G��

Protein Ladder 10-250 kDa.  

3.2.2.3. Optimizacija topivosti His-�%�3�0���û�0�$�7�+ 

Zbog netopivosti proteina His-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �X�V�O�L�M�H�G�L�R�� �M�H�� �S�R�N�X�ã�D�M�� �R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�H�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�L��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�X�I�H�U�D���]�D���O�L�]�X���E�D�N�W�H�U�L�M�D�����3�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�L���V�X���L�V�W�L���X�Y�M�H�Wi rasta i indukcije koji su 

�E�L�O�L�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�� �X�� �S�U�Y�R�P�� �S�R�N�X�ã�D�M�X�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H���� �7�U�L�� �U�H�S�O�L�N�H�� �W�D�O�R�J�D�� �+�L�V-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �V�X��

solubilizirane u puferima MATH1, MATH2 i MATH3 (Tablica 8). Rezultati su pokazali da se 

His-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �G�D�O�M�H�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �W�D�O�R�J�X�� �W�H�� �G�D�� �Q�L�M�H topiv (Slika 17A). U 

supernatantu MATH3 (S3) nazirala se proteinska vrpca koja bi potencijalno mogla pripadati 

solubiliziranom His-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �Q�R�� �Lmunodetekcija je pokazala negativan signal u S3 

(Slika 17B). Optimizacija topivosti His-�%�3�0���û�0�$�7�+���Q�L�M�H���X�V�Sjela promjenom pufera.   
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Slika 17. Optimizacija topivosti His-�%�3�0���û�0�$�7�+����A) Analiza topivosti proteina nakon sonikacije 

�X���S�X�I�H�U�L�P�D���0�$�7�+�������0�$�7�+�����L���0�$�7�+�������&�U�Y�H�Q�L�P���N�U�X�J�R�P���R�]�Q�D�þ�H�Q���M�H���S�U�R�W�H�L�Q���+�L�V-�%�3�0���û�0�$�7�+�����8��

talozima. B) Imunodetekcija proteina His-�%�3�0���û�0�$�7�+���X���3�����L���6�����Q�D���3�9�'�)���P�H�P�E�U�D�Q�L��antitijelom anti-

�+�L�V�����3�R�]�L�W�L�Y�D�Q���V�L�J�Q�D�O���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q���F�U�Q�R�P���V�W�U�H�O�L�F�R�P�����0�H�P�E�U�D�Q�D���M�H���V�O�L�N�D�Q�D���Q�D���X�U�H�ÿ�D�M�X���L�%�U�L�J�K�W���:�H�V�W�H�U�Q���%�O�R�W��

Imaging Systems uz ekspoziciju od 20 min. Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), abrojevi uz P i 

S odgovaraju brojevima MATH pufera. Oznaka kDa �R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V��

Prestained Protein Ladder 10-250 kDa.  

3.2.3. Optimizacija  prekomjerne ekspresije proteina His-�%�3�0���ûSPOP 

Indukcija His-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �M�H�� �X�� �V�R�M�X��E. coli Rosetta i BL21  

transformiranim s plazmidom pET-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3�� 

    �3�U�Y�L���S�R�N�X�ã�D�M���L�Q�G�X�N�F�L�M�H��proveden je �X���������P�/���P�H�G�L�M�D���/�%���L�����������—�/���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���N�X�O�W�X�U�H��E. coli 

Rosetta. B�D�N�W�H�U�L�M�H�� �V�X�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �K�O�D�G�Q�R�P�� �W�U�H�W�P�D�Q�X��10 min na ���� �ƒ�&�� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �X�V�O�L�M�H�G�L�O�D��

indukcija na 18 h pri �������ƒ�& nakon dodatka 1 mM IPTG-a. Analiza neinduciranih i induciranih 

uzoraka pokazala je da protein His-�%�3�0���û�6�3�2�3���W�H�R�U�H�W�V�N�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���R�G���������������N�'�D���Q�L�M�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R��

eksprimiran (Slika 18). Dodatna provjera indukcije provedena je imunodetekcijom na PVDF 

membrani antitijelom anti-His, ali ni neiducirani ni inducirani uzorci nisu imali pozitivne 

signale (nije prikazano).   
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Slika 18. Detekcija proteina His-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �Q�D�N�R�Q�� �6�'�6-PAG elektroforeze. Protein ima 

�W�H�R�U�H�W�V�N�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�X���������������N�'�D�����R�]�Q�D�þ�H�Q���F�U�Q�R�P���V�W�U�H�O�L�F�R�P�������%�U�R�M�H�Y�L����-�����R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H���N�R�O�R�Q�L�M�H����

a �± �L�������R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X���Q�H�L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�H���R�G�Q�R�V�Q�R���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�H���X�]�R�U�N�H����Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���Polekulski standard 

�3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U������-250 kDa.  

�'�U�X�J�L���S�R�N�X�ã�D�M���S�U�H�S�D�U�D�W�L�Y�Q�H���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q���X��mediju �7�%���L�O�L�������î���<�7���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���N�X�O�W�X�U�H��

E. coli BL21. U dva uzorka dodana je 0,5% Glc koja je uklonjena prije indukcije kao i u 

pri�M�D�ã�Q�M�L�P���S�U�H�S�D�U�D�W�L�Y�Q�L�P���L�Q�G�X�N�F�L�M�D�P�D�����6�Y�L���X�]�R�U�F�L���V�X���S�U�H�G�W�U�H�W�L�U�D�Q�L���Q�D�������ƒ�&���Q�D�N�R�Q���U�D�V�W�D�����D���Q�H�N�L��

�X�]�R�U�F�L���V�X���G�R�G�D�W�Q�R���W�U�H�W�L�U�D�Q�L���W�R�S�O�L�Q�V�N�L�P���ã�R�N�R�P���������P�L�Q���Q�D������ �ƒ�&���Q�D�N�R�Q���G�R�G�D�W�N�D�����������P�0���,�3�7�*-a. 

Uvjeti indukcije svih kombinacija detaljno su opisani na Slici 19A. Analiza rezultata SDS-PAG 

elektroforezom i imunodetekcijom s antitijelom anti-His u svim uzorcima pokazala je negativne 

rezultate (Slika 19B).  
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Slika 19. A) Uvjeti rasta i indukcije bakterije E. coli BL21 (DE3) uz varijacije medija, tretmana i 

dodatka g�O�X�N�R�]�H���� �=�Y�M�H�]�G�L�F�D�� ������� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �S�U�H�G�W�U�H�W�P�D�Q�� ������ �P�L�Q�� �Q�D�� ������ �ƒ�&����B) Analiza indukcije 

His-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �Q�D�N�R�Q�� �6�'�6-�3�$�*�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H���� �&�U�Q�R�P�� �V�W�U�H�O�L�F�R�P�� �M�H�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�D�� �W�H�R�U�H�W�V�N�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D��

proteina His-�%�3�0���û�6�3�2�3���R�G���������������N�'�D����Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V��

Prestained Protein Ladder 10-250 kDa. 

3.2.4. Optimizacija indukcije delecijskih varijanta proteina His-BPM1 

dodatkom MgCl 2 

Indukciju proteina His-�%�3�0���û�%�7�%����His-�%�3�0���û�0�$�7�+ i His-�%�3�0���û�6�3�2�3 �S�R�N�X�ã�D�R���V�D�P 

optimizirati dodatkom MgCl2 tokom bakterijskog rasta. Pripremljene su tri preparativne 

indukcije u mediju TB i 100 �—�/���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���N�X�O�W�X�U�H��E. coli BL21 transformirane 

plazmidima pET-53-DEST-�%�3�0���û�%�7�%���� �S�(�7-53-DEST-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �Lli  pET-53-DEST-

BPM1�û�6�3�2�3���� �8�� �P�H�G�L�M�� �7�%�� �M�H�� �G�R�G�D�Q�� ��% glicerol i 0,1 M MgCl2. Bakterije transformirane 

plazmidom pET-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3���V�X���U�D�V�O�H���������P�L�Q���G�R�N���V�X���R�V�W�D�O�D���G�Y�D���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�Q�W�D���U�D�V�O�D��

2 h �Q�D���������ƒ�&. Uzorci su prije indukcije �W�U�H�W�L�U�D�Q�L���������P�L�Q���Q�D�������ƒ�&. �,�Q�G�X�N�F�L�M�D���V�H���S�R�N�X�ã�D�O�D��potaknuti 

������ �K�� �Q�D�� ������ �ƒ�& uz dodatak 0,5 mM IPTG-a. Uzorci prije i poslije indukcije analizirani su 

imunodetekcijom. Nijedna delecijska varijanta proteina His-�%�3�0���� �Q�L�M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�D��

(nije prikazano). 
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�����������3�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D��

�*�6�7���%�3�0�����L���Q�M�H�J�R�Y�L�K���G�H�O�H�F�L�M�V�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�Q�W�D 

Delecijske varijante proteina His-BPM1 �V�X���V�H���S�R�N�D�]�D�O�H���Q�H�W�R�S�L�Y�L�P�D���L�O�L���V�H���X�R�S�ü�H���Q�L�V�X���P�R�J�O�H��

�L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L�����.�D�N�R���E�L���V�H���P�R�J�O�D���S�U�R�X�þ�L�W�L���L�Q�W�H�U�D�N�Fija proteina DMS3, RDM1 i HB6 s proteinskim 

domenama proteina BPM1, konstruirana su tri �Q�R�Y�D���S�O�D�]�P�L�G�D���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���G�H�O�H�F�L�M�V�N�H���Y�D�U�L�M�D�Q�W�H��

GST-BPM1 s ciljem �S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�D�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� Plazmidi pGEX-4T-1-BPM1�û�0�$�7�+����

pGEX-4T-1-BPM1�û�%�7�%�� �L��pGEX-4T-1-BPM1�û�6�3�2�3 su uneseni transformacijom u 

bakterijske sojeve E. coli Rosetta (DE3) i BL21 (DE3). Provjera transformacije je kao u sekciji 

3.2, a �I�U�D�J�P�H�Q�W�L���'�1�$���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���R�G�����������S�E���G�R�N�D�]�X�M�X���S�U�L�V�X�V�W�Y�R���S�*�(�;-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+������������

kb pGEX-4T-1-�%�3�0���û�%�7�%���L�������������S�E���S�*�(�;-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3���X���V�R�M�X���5�R�V�H�W�W�D����Slika 20A) 

odnosno BL21 (Slika 20B). Nakon �X�V�S�M�H�ã�Q�H transformacije, potaknuta je indukcija ekspresije 

proteina �X���R�E�D���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�D���V�R�M�D���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���M�H���6�'�6-PAG elektroforezom i/ili hibridizacijom po 

�:�H�V�W�H�U�Q�X�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�L�� �L�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�6�7-BPM1 i njegovih 

�G�H�O�H�F�L�M�V�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�Q�W�D�����8�V�S�M�H�ã�Q�R���V�X���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�L���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���V�Y�L���F�L�O�M�D�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L�����*�6�7-BPM1, GST-

�%�3�0���û�%�7�%���� �*�6�7-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3������ �D�O�L�� �L�P�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �L�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�� �Y�D�U�L�U�D��

�R�Y�L�V�Q�R���R���N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�P���H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�R�P���V�R�M�X��E. coli, vrsti medija i aditivu �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�P���]�D���L�Q�G�X�N�F�L�M�X�� 
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Slika 20. Provjera transformacije bakterijskih sojeva E. coli A) Rosetta i B) BL21 plazmidima 

pGEX-4T-1-�%�3�0���ûMATH, pGEX-4T-1-�%�3�0���û�%�7�% i pGEX-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3�� Oznake 1-4 su 

�L�]�R�O�L�U�D�Q�L���S�O�D�]�P�L�G�L���L�]���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K���N�R�O�R�Q�L�M�D�� �9�H�O�L�þ�L�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D���X���S�D�U�R�Y�L�P�D���E�D�]�D���Srikazane 

su povrh fragmenta. Oznaka p�E���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L���V�W�D�Q�G�Drd Gene Ruler 1 kb DNA Ladder. 

3.3.1. Optimizacija indukcije  �L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��GST-BPM1, GST-

�%�3�0���û�0�$�7�+���L��GST-�%�3�0���û�6�3�2�3 

Proizvodnja proteina GST-BPM1, GST-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3��inducirana je 

18 h na 15 �ƒC dodatkom 0,5 mM IPTG-a u 250 mL �P�H�G�L�M�D�������î���<�7���L�]���S�U�H�N�R�Qo�ü�Q�H���N�X�O�W�X�U�H��E. 

coli Rosetta. Na gelu je �Y�L�G�O�M�L�Y�D���X�V�S�M�H�ãna indukcija proteina GST-�%�3�0���û�6�3�2�3���Q�D���R�þekivanoj 

visini od 63,96 kDa. Vizualizacija ekspresije GST-BPM1 i GST-BPM���û�0ATH u ukupnim 

proteinima ind�X�F�L�U�D�Q�R�J���X�]�R�U�N�D���Q�L�M�H���E�L�O�D���X�V�S�M�H�ãna (Slika 21A). Kako bi se dodatno provjerila 

indukcija proteina, inducirani uzorci su centrifugirani, isprani i sonicirani u puferu LyB3 

(Tablica 5�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�L���X�]�R�U�F�L���W�D�O�R�J�D���L���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�D���6�'�6-PAG elektroforezom i 

hibridizacijom po Westernu. �$�Q�D�O�L�]�R�P�� �J�H�O�D�� �X�R�þen je pozitivan signal proteina GST-

�%�3�0���û�6�3�2�3���Q�D���W�H�R�U�H�W�V�N�R�M���Y�L�V�L�Q�L���R�G���������������N�'�D�����*�6�7-�%�3�0���û�0�$�7�+���Q�D���W�H�R�U�H�W�V�N�Rj visini od 
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55,92 kDa i GST-BPM1 �N�R�M�L���L�P�D���S�R�P�D�N���X���N�U�H�W�D�Q�M�X���N�U�R�]���J�H�O���S�R�ã�W�R���M�H���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q���Q�D���Y�L�V�L�Q�L���R�N�R��

60 kDa dok mu je teoretska visina 71,02 kDa (Slika 21B). Svi detektirani proteini imali su jasno 

�U�D�]�O�X�þiv signal u talogu, dok u superntantu signal nije bio toliko jasan. Stoga je provedena 

hibridizacija po Westernu kako bi se pokazalo postoje li solubilizirani proteini u supernatantu. 

Imunodetekcija antitijelom anti-GST je dokazala postojanje signala svih proteina u 

supernatantu na teoretskim �Y�L�V�L�Q�D�P�D�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���L���*�6�7-BPM1 koji je u supernatantu detektiran 

�Q�D���R�þekivanoj visini od 71,02 kDa (Slika 20C). Signali prekomjerno eksprimiranih proteina u 

supernatantu bili su mnogo slabiji od signala u talogu. �3�U�R�W�H�L�Q���%�3�0���û�%�7�%-GST sam �S�R�N�X�ã�D�R��

�L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L���Q�D���L�V�W�L���Q�D�þ�L�Q���N�D�R���L���R�V�W�D�Oe proteine s GST privjeskom, ali njegova indukcija nije uspjela 

(Prilog Slika V.). 

                                                              

                               

Slika 21. Indukcija sinteze proteina GST-BPM1, GST-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �X��

bakteriji E. coli Rosetta u mediju 2 �î YT. A) Detekcija indukcije proteina GST-BPM1, GST-
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�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �6�'�6-PAG elektroforezom analizom ukupnih proteina u 

neinduciranom (-) i IPTG induciranom (+) uzorku. B) Analiza solubilinosti proteina proteina GST-

BPM1, GST-�%�3�0���û�0�$�7�+���L���*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3���Q�D�N�R�Q���V�R�Q�L�N�D�F�L�M�H���Y�L�]�X�D�O�L�]�D�F�L�M�R�P���V�D�V�W�D�Y�D���W�D�O�R�J�D�����3�����L��

supernatanta (S) SDS-PAG elekroforezom i C) imunodetekcijom proteina s GST-privjeskom na PVDF 

membrani antitijelom anti-GST. �0�H�P�E�U�D�Q�D���M�H���V�O�L�N�D�Q�D���Q�D���X�U�H�ÿ�D�M�X���L�%�U�L�J�K�W���:�H�V�W�H�U�Q���%�O�R�W���,�P�D�J�L�Q�J���6�\�V�W�H�P�V��

uz ekspoziciju od 20 min. Proteini imaju teoretsku visinu od 71,02, 55,92 i 63,96 kDa. Crvenim krugom 

�V�X���]�D�R�N�U�X�å�H�Q�L���X�V�S�M�H�ã�Q�R���Y�L�]�X�D�O�L�]�L�U�D�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L����Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ��

Plus Prestained Protein Ladder 10-250 kDa . 

�1�D�N�R�Q�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�J�� �G�R�E�L�Y�D�Q�M�D��GST-BPM1, GST-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �X��

�W�R�S�L�Y�R�M���I�D�]�L�����V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�X�����S�U�R�W�H�L�Q�L���V�X���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���N�D�N�R���M�H���R�S�L�V�D�Q�R���X���V�H�N�F�L�M�L�����������������N�R�U�L�V�W�H�ü�L��200 

�—�/���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�Q�L�K���N�X�J�O�L�F�D�����6�Y�D���W�U�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���V�X���X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D�����D�O�L���N�R�O�L�þ�L�Q�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�K��

�S�U�R�W�H�L�Q�D���E�L�O�D���M�H���M�D�N�R���P�D�O�D���N�D�R���ã�W�R���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y�R���L�]���Y�U�O�R���V�O�D�E�R���Y�L�G�O�M�L�Y�L���V�L�J�Q�D�O�D����Slika 22.). 

 

 

Slika 22. Vizualizaci�M�D�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �*�6�7-BPM1, GST-�%�3�0���û�0�$�7�+����GST-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �Q�D��

glutation sefaroznoj matrici SDS-�3�$�*���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P�����3�U�R�W�H�L�Q�L���L�P�D�M�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�X���W�H�R�U�H�W�V�N�X���Y�L�V�L�Q�X���F�U�Q�L�P��

�V�W�U�H�O�L�F�D�P�D�����D���X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L���]�D�R�N�U�X�å�H�Q�L���V�X���F�U�Y�H�Q�L�P���N�U�X�J�R�P�����2�]�Q�D�N�H���X�]�R�U�D�N�D�����Q�H�Y�H�]�D�Q�D��

frakcija (FT), ispiranje 1 (W1), proteini vezani na glutation sefaroznu matricu (B). Oznaka kDa 

�R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U������-250 kDa. 

Kako bi se �S�R�Y�H�ü�D�O�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D i topivost proteinima GST-BPM1, GST-�%�3�0���û�0ATH i 

GST-�%�3�0���û�6�3�2�3�����S�R�V�W�X�S�D�N���V�D�P �S�R�N�X�ã�D�R���R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�W�L���S�U�R�P�M�H�Q�R�P���H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�R�J���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�J��
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soja E. coli i vrste medija za rast. Plazmidi pGEX-4T-1-BPM1, pGEX-4T-1-BPM1�û�0�$�7�+���L��

pGEX-4T-1-BPM1�û�6�3�2�3 uneseni su transformacijom u soj E. coli BL21 (DE3). Indukcija je 

uspostavljena u 250 mL medi�M�D�������î���<�7�� pri istim uvjetima kao i prvi. Pripremljeni uzorci taloga 

i supernatanta su provjereni SDS-PAG elektroforezom (Slika 23). Na gelu su vidljivi pozitivni 

signali za sve proteine na teoretskim �Y�L�V�L�Q�D�P�D���X���S�X�Q�R���Y�H�ü�H�P���S�U�L�K�R�G�X �X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���S�U�Y�L���S�R�N�X�ã�D�M��

indukcije osim za GST-�%�3�0���û�6�3�2�3���N�R�M�L���Q�D���J�H�O�X���Q�L�M�H���Y�L�G�O�M�L�Y���Q�L���X���W�D�O�R�J�X���Q�L���X���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�X����

�1�D�M�Y�H�ü�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �S�U�Y�L�� �S�R�N�X�ã�D�M�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �Y�L�G�O�M�L�Y�D�� �M�H�� �X�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�6�7-

�%�3�0���û�0�$�7�+�� �J�G�M�H�� �M�H�� �]�Q�D�W�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D��ekspresija i topivost proteina obzirom na signale 

�S�U�L�O�L�N�R�P���S�U�Y�R�J���S�R�N�X�ã�D�M�D���L�Q�G�X�N�F�L�M�H����Slika 21B). Prekomjerna ekspresija GST-�%�3�0���û�0�$�7�+��

�W�D�N�R�ÿ�H�U���V�W�Y�D�U�D���S�D�U�F�L�M�D�O�Q�H���S�U�R�G�X�N�W�H���Q�D���Y�L�V�L�Q�L���R�G���������������N�'�D���N�R�M�L���R�G�J�R�Y�D�U�Dju visini proteina GST. 

Promjena ekspresijskog soja i medija dovela je �G�R�� �Y�H�ü�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �L�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�6�7-

�%�3�0�����X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���S�U�Y�L���S�R�N�X�ã�D�M���L�Q�G�X�N�F�L�M�H�����D�O�L���M�H���Q�M�H�J�R�Y�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D���X���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�X���Y�L�G�O�M�L�Y�R���P�D�Q�M�D��

od proteina GST-�%�3�0���û�0�$�7�+.  

 

Slika 23. Detekcija proizvodnje i solubilizacije proteina GST-BPM1, GST-�%�3�0���û�0�$�7�+���L���*�6�7-

�%�3�0���û�6�3�2�3���X���E�D�N�W�H�U�L�M�D�P�D��E. coli �%�/�������X���P�H�G�L�M�X�������î YT. Proteini prisutni u talogu (P) i supernatantu 

(S) nakon sonikacije vizualizirani su SDS-PAG elektroforezom. Svi proteini osim GST-�%�3�0���û�6�3�2�3��

�V�X���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L���X���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�X���W�H���V�X���]�D�R�N�U�X�å�H�Q�L���F�U�Y�H�Q�L�P���N�U�X�J�R�P�����7�H�R�U�H�W�V�N�H���Y�L�V�L�Q�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X��

crnim strelicama. �=�Y�M�H�]�G�L�F�D�� ������� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �L�]�R�I�R�U�P�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�6�7-BPM1. Oznaka �N�'�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D��

�P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q Ladder 10-180 kDa. 

*  
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�6�R�O�X�E�L�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �V�X�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �N�D�R�� �L�� �S�U�Y�L�� �S�X�W�� �V�� �������� �—�/�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q�� �V�H�I�D�U�R�]�Q�L�K�� �N�X�J�O�L�Fa. 

Proteini GST-BPM1 i GST-BPM1�û�6�3�2�3���X�V�S�M�H�ã�Q�R���V�X���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���Q�D���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�L�P���Y�L�V�L�Q�D�P�D���W�H��

�V�X�� �V�L�J�Q�D�O�L�� �E�L�O�L�� �Y�L�G�O�M�L�Y�R�� �M�D�þ�L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D���S�U�Y�L�� �S�R�N�X�ã�D�M�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���� �8�V�Srk�R�V�� �Q�H�X�V�S�M�H�ã�Q�H��

vizualizacije proteina u supernatantu nakon sonikacije i protein GST-�%�3�0���û�6�3�2�3���X�V�S�M�H�ã�Q�R���M�H��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �X�� �E�R�O�M�H�P�� �S�U�L�K�R�G�X �Q�H�J�R�� �S�U�L�O�L�N�R�P�� �S�U�Y�R�J�� �S�U�R�þ�L�ã�üavanja (Slika 24). Svi proteini  

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���V�X���X���Y�H�ü�L�P���N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���Q�D�N�R�Q���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�P���V�R�M�X���%�/�������X���P�H�G�L�M�X�������î���<�7��

�X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���L�Q�G�X�N�F�L�M�X���X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�P���V�R�M�X���5�R�V�H�W�W�D���X���P�H�G�L�M�X�������î���<�7���� 

 

Slika 24. Detekcija proteina GST-BPM1, GST-�%�3�0���û�0�$�7�+�� �L�� �*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �6�'�6-PAG 

�H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P�� �Q�D�N�R�Q�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q�� �V�H�I�D�U�R�]�Q�R�M�� �P�D�W�U�L�F�L���� �8�V�S�M�H�ã�Q�R�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L��

�R�]�Q�D�þ�H�Q�L���V�X���F�U�Y�H�Q�L�P���N�U�X�J�R�P�����7�H�R�U�H�W�V�N�H���Y�L�V�L�Q�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X���F�U�Q�L�P���V�W�U�H�O�L�F�D�P�D�����2�]�Q�D�N�H���X�]�R�U�D�N�D����

nevezana frakcija (FT), procisceni proteini vezani na glutation sefaroznu matricu. Volumeni nanesenih 

uzoraka GST-BPM1 i GST-�%�3�0���û�6�3�2�3���V�X���������—�/�����D���*�6�7-�%�3�0���û�0�$�7�+�������—�/���]�E�R�J���U�D�]�O�L�N�H���X���M�D�þ�L�Q�L��

ekspresije proteina. S proteinima GST-�%�3�0���û�6�3�2�3���L���*�6�7-�%�3�0���û�0�$�7�+���S�U�R�þ�L�V�W�L�O�L���V�X���V�H���L���S�U�R�W�H�L�Q�L��

koji odgovaraju visini proteina GST-BPM1, ali su to proteini koji imaju nespecifi�þ�Q�R���Y�H�]�D�Q�M�H���]�D���P�D�W�U�L�F�X��

�N�R�G���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���L���Q�H���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���*�6�7-BPM1 protein. Oznaka �N�'�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G��

�3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U��������-180 kDa. 
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3.3.2. Prekomjerna ekspresija �L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��GST-�%�3�0���û�%�7�% 

Plazmid pGEX-4T-1-BPM1�û�%�7�%�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �]�D�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �*�6�7-BPM1�û�%�7�%��

���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H��61,55 kDa) u bakterijskim sojevima E. coli Rosetta i BL21. Obzirom na 

pretpostavku �G�D�� �G�H�O�H�F�L�M�D�� �G�R�P�H�Q�H�� �%�7�%�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �Q�D�M�Y�H�ü�X�� �Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �%�3�0������

pripremljena je preparativna indukcija GST-BPM1�û�%�7�% soja BL21 ili Rosetta u mediju TB uz 

�S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���D�G�L�W�L�Y�D����Slika 25A). Nakon bakterijskog rasta svi su uzorci tretirani 20 min 

�Q�D���O�H�G�X���Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�X���S�U�R�W�H�L�Q�L���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�L���������K���Q�D���������ƒC dodatkom 0,3 do 1 mM IPTG-a. Neki 

�X�]�R�U�F�L�� �V�X�� �L�P�D�O�L�� �S�U�H�G�W�U�H�W�P�D�Q�� �Q�D�� ������ �ƒ�&�� ������ �P�L�Q�� �Q�D�N�R�Q�� �G�R�G�D�W�N�D�� �,�3�7�*-�D���� �8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H��

proteina provjerena je analizom ukupnih proteina uzoraka svih tretmana i negativne kontrole 

(bez dodanog IPTG-a). Nijedan uzorak nije imao vidljivu indukciju u usporedbi s 

neinduciranim uzorcima (Slika 25B�����]�E�R�J���þ�H�J�D���M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���L�P�X�Q�R�G�H�W�H�N�F�L�M�D��antitijelom anti-

GST. Jedini pozitivan signal na pravoj visini od 61,55 kDa je imala inducirana bakterijska 

kultura E. coli Rosetta kojoj je dodan 0,1 M MgCl2 i 2% glicerol. Ovaj �X�]�R�U�D�N���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�N�D�]�X�M�H��

�V�L�J�Q�D�O���S�D�U�F�L�M�D�O�Q�H���W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H���Q�D���R�W�S�U�L�O�L�N�H���������N�'�D���ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���W�R���G�D���W�L�M�H�N�R�P���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���*�6�7-

�%�3�0���û�%�7�%���G�R�O�D�]�L���G�R���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���N�U�Q�M�H�J���S�U�R�G�X�N�W�D���X�]���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�X���F�M�H�O�R�Y�L�W�R�J���S�U�R�W�H�L�Q����Slika 

25C). Negativni rezultati imunodetekcije nisu prikazani. 
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    Slika 25. Preparativna indukcija GST-�%�3�0���û�%�7�%��A) Uvjeti indukcije bakterija E. coli BL21 (B) ili 

�5�R�V�H�W�W�D�� ���5���� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �7�%�� �X�]�� �Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H�� �D�G�L�W�L�Y�D���� �W�U�H�W�P�D�Q�D�� �L�� �G�R�G�D�W�N�D�� �J�O�X�N�R�]�H���� �=�Y�M�H�]�G�L�F�D�� ������� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D��

�S�U�H�G�W�U�H�W�P�D�Q���Q�D���������ƒ�&���������P�L�Q���Q�D�N�R�Q���G�R�G�D�W�N�D���,�3�7�*-�D�����,�Q�G�X�N�F�L�M�D���M�H���W�U�D�M�D�O�D���������K���Q�D���������ƒ�&�����-�D�å�L�F�H�������L���������V�X��

negativne kontrole u koje nije dodan IPTG. B) Analiza ukupnih proteina SDS-PAG elektroforezom. 

�1�L�M�H�G�Q�D���M�D�å�L�F�D���Q�H���S�R�N�D�]�X�M�H���M�D�V�D�Q���V�L�J�Q�D�O���Q�D���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�M���Y�L�V�L�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���*�6�7-�%�3�0���û�%�7�%�����������������N�'�D���� 

C) Imunodetekcija proteina GST-�%�3�0���û�%�7�%���Q�D���3�9�'�)���P�H�P�E�U�D�Q�L���D�Q�W�L-GST antitijelom u uzorku s 0,1 

M MgCl2 i 2% glicerolom. Protein je detektiran na teoretskoj visini od 61,55 kDa kao i njegov parcijalni 

produkt translacije na 35 kDa. Signal je detektiran uz ekspoziciju od 15 min. Oznaka �N�'�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D��

�P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U��������-180 kD�D�����R�G�Q�R�V�Q�R���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V��

Prestained Protein Ladder 10-250 kDa.  

�1�D�N�R�Q���S�R�W�Y�U�G�H���X�V�S�M�H�ã�Q�H���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���*�6�7-�%�3�0���û�%�7�%���]�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���S�R�W�D�N�Q�X�W�D���M�H��

�L�Q�G�X�N�F�L�M�D�����X���Y�H�ü�H�P���Y�R�O�X�P�H�Q�X���X�]���L�V�W�H���X�Y�M�H�W�H�����3�U�R�W�H�L�Q���V�X���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�L���G�Y�D���S�X�W�D���X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�����������0��

MgCl2 i 2% �J�O�L�F�H�U�R�O�D�����%�D�N�W�H�U�L�M�H���V�X���S�U�Y�L���S�X�W���U�D�V�O�H���X�����������P�/���P�H�G�L�M�D���7�%�����������K���Q�D���������ƒ�&�����D���G�U�X�J�L��
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�S�X�W���X�����������P�/���P�H�G�L�M�D���7�%�������K���Q�D���������ƒ�&�����8���R�E�D���V�O�X�þ�D�M�D��su signali indukcije bili negativni (nije 

�S�U�L�N�D�]�D�Q�R�������8���R�E�D���S�R�N�X�ã�D�M�D���X���W�U�H�Q�X�W�N�X���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���E�D�N�W�H�U�L�M�H���V�X���L�]�D�ã�O�H���L�]��eksponencijalne faze rasta 

�L�� �X�ã�O�H�� �X�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�X�� �I�D�]�X�� �R�G�X�P�L�U�D�Q�M�D���� �þ�D�N�� �L�� �Q�D�N�R�Q�� ���� �K�� �U�D�V�W�D�� ���2�'�� � �� ���������� �G�R�N je za indukciju 

proteina idealna OD vrijednost od 0,6 do 1,0. 

Indukcija proteina GST-�%�3�0���û�%�7�%�� �X�� �Y�H�ü�H�P�� �Y�R�O�X�P�H�Q�X�� �Q�D�N�R�Q�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�H preparativne 

indukcije nije �E�L�O�D�� �X�V�S�M�H�ãna. Obzirom da je vrlo vjerojatno MgCl2 razlog pretjeranog 

bakterijskog rasta, protokol je optimiziran smanjenjem koncentracije MgCl2 u 50 mL medija 4 

�î�� �<�7���� �5�D�V�W�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�� �M�H�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �������� �—�/�� �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H��E. coli Rosetta. U 

medij je dodano 10 mM ili 50 mM MgCl2 �L�� ������ �J�O�L�F�H�U�R�O�� �N�R�M�L�� �V�X�� �G�R�G�D�Y�D�Q�L�� �S�U�L�M�H�� �S�R�þ�H�W�N�D��

bakterijskog rasta ili neposredno nakon indukcije IPTG-om. Detaljni opis sastava uzoraka 

indukcije nalazi s na Slici 26A. Bakterije su bile predtretirane 30 min hladnim tremanom na 4 

�ƒ�&���� �D�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�D�� �M�H�� �W�H�N�O�D�� ������ �K�� �Q�D�� ������ �ƒ�&�� �Q�D�� �������� �U�S�P���� �1�L�M�H�G�D�Q�� �X�]�R�U�D�N�� �Q�L�M�H�� �L�P�D�R�� �Y�L�G�O�M�L�Y�� �V�L�J�Q�D�O��

proteina GST-�%�3�0���û�%�7�%���X���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D����Slika 26B), ali su rezultati imunodetekcije 

antitijelom anti-GST pokazali da je indukcija proteina GST-BP�0���û�%�7�%���X�V�S�M�H�O�D���X���V�Y�D���þ�H�W�L�U�L��

�W�U�H�W�P�D�Q�D���X�]���S�R�M�D�Y�X���G�Y�D���S�D�U�F�L�M�D�O�Q�D���S�U�R�G�X�N�W�D���Q�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�D�P�D���R�G���������N�'�D���L�����������������N�'�D���þ�L�M�D���Y�L�V�L�Q�D��

odgovara proteinu GST (Slika 26C).  

 

Slika 26. A) Uvjeti indukcije bakterije E. coli �5�R�V�H�W�W�D���X���P�H�G�L�M�X�������î���<�7���X�]���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H��koncentracije 

MgCl2 i vremena dodavanja MgCl2 �L���J�O�L�F�H�U�R�O�D�����=�Y�M�H�]�G�L�F�D����������R�]�Q�D�þ�D�Y�D���G�D���M�H���D�G�L�W�L�Y���G�R�G�D�Q���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R��

prije dodatka IPTG-�D�����,�Q�G�X�N�F�L�M�D���M�H���W�H�N�O�D���������K���Q�D���������ƒ�&����B) Rezultati SDS-PAG elektroforeze indukcije 

proteina GST-�%�3�0���û�%�7�%�����7�H�R�U�H�W�V�N�D���Y�L�V�L�Q�D���S�U�Rteina GST-�%�3�0���û�%�7�%���M�H���������������N�'�D�����D�O�L���Q�L�M�H�G�Q�D���M�D�å�L�F�D��

nije imala pozitivan signal. C) Imunodetekcija proteina GST-�%�3�0���û�%�7�%�� �Q�D�� �3�9�'�)�� �P�H�P�E�U�D�Q�L��

antitijelom anti-�*�6�7���� �3�U�R�W�H�L�Q�� �M�H�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�� �Q�D�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�M�� �Y�L�V�L�Q�L�� �X�� �V�Y�L�P�� �W�U�H�W�P�D�Q�L�P�D�� �N�D�R�� �L�� �S�D�U�F�L�M�D�O�Q�L��

produkti translacije na 40 kDa odnosno 26,98 kDa (protein GST). Signal je detektiran na filmu uz 
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ekspoziciju od 30 min. Oznaka �N�'�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ�� �3�U�H�V�W�Dined Protein 

Ladder, 10-180 kDa.  

�=�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���*�6�7-�%�3�0���û�%�7�%���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H���L�Q�G�X�N�F�L�M�D���� (50 mM MgCl2 dodan 

neposredno prije dodavanja IPTG-a i 2% glicerol dodan prije bakterijskog rasta). Protein GST-

�%�3�0���û�%�7�%�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �M�H�� �S�U�H�P�D �U�D�Q�L�M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �S�U�R�W�R�N�R�O�X�� �V�D�� �������� �—�/�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q�� �V�H�I�D�U�R�]�Q�L�K��

kuglica. Na temelju dobivenih rezultata (Slika 27) vidljivo je da je protein GST-�%�3�0���û�%�7�%��

�L�]�U�D�]�L�W�R���Q�H�W�R�S�L�Y���S�R�ã�W�R���V�H���Y�H�ü�L�Q�V�N�L�P���G�M�H�O�R�P���Q�D�O�D�]�L�R���X���W�D�O�R�J�X�����D���Y�U�O�R���P�D�O�R���S�U�R�W�H�L�Q�D���M�H���E�L�O�R���Y�L�G�O�M�L�Y�R��

�X���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�X�����3�U�R�W�H�L�Q���M�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�����D�O�L���P�X���M�H���S�U�L�K�R�G �P�D�Q�M�L�����X�V�S�U�N�R�V���Y�H�ü�H�P���Y�R�O�X�P�H�Q�X��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q�� �V�H�I�D�U�R�]�Q�L�K��kuglica nego kod ostalih delecijskih varijanta proteina GST-

BPM1.  

 

 

Slika 27. Detekcija proteina GST-�%�3�0���û�%�7�%���6�'�6-�3�$�*���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P���Q�D�N�R�Q���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���Q�D��

�J�O�X�W�D�W�L�R�Q�� �V�H�I�D�U�R�]�Q�R�M�� �P�D�W�U�L�F�L���� �7�H�R�U�H�W�V�N�D�� �Y�L�V�L�Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�D�� �M�H�� �F�U�Q�R�P�� �V�W�U�H�O�L�F�R�P���� �D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R��

pr�R�þ�L�ã�ü�H�Q���S�U�R�W�H�L�Q���]�D�R�N�U�X�å�H�Q���M�H���F�U�Y�H�Q�L�P���N�U�X�J�R�P�����2�]�Q�D�N�H���X�]�R�U�D�N�D�����W�D�O�R�J�����3�������V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�����6�������Q�H�Y�H�]�D�Q�D��

frakcija (FT), ispiranja 1-3 (W1-�:�������� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �Y�H�]�D�Q�� �Q�D�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q�� �V�H�I�D�U�R�]�Q�X�� �P�D�W�U�L�F�X�� ���%������

�9�H�ü�L�Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�6�7-�%�3�0���û�%�7�%�� �]�D�R�V�W�D�O�D�� �M�H�� �X�� �W�D�O�R�J�X�� �W�H�� �M�H�� �Y�U�O�R�� �P�D�O�D�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �E�L�O�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �X��

supernatantu. Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U��������-

180 kDa.  
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���������������3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���*�6�7�� 

Plazmid pGEX-4T-�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���]�D���L�Q�G�X�N�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q���*�6�7�����R�þ�H�N�L�Y�D�Q�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���������������N�'�D�����X��

bakterijskim stanicama E. coli �5�R�V�H�W�W�D�����'�(�������L���%�/���������'�(���������,�Q�G�X�N�F�L�M�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D��

�*�6�7���M�H���U�D�ÿ�H�Q�D���G�Y�D puta paralelno sa ostalim GST-�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P��proteinima, u 100 mL medija 2 �î 

YT iz bakterije E. coli Rosetta i u 100 mL medija 4 �îYT (BL21). Nakon indukcije protein je 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �S�U�H�P�D�� �S�U�R�W�R�N�R�O�X�� �R�S�L�V�D�Q�R�P�� �X�� �V�H�N�F�L�M�L�� �������������� �V�� ������ �—�/�� �R�G�Q�V�Q�R�� �������� �—�/�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q��

�V�H�I�D�U�R�]�Q�L�K���N�X�J�O�L�F�D�����3�U�R�W�H�L�Q���*�6�7���X�V�S�M�H�ã�Q�R���M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q���L���G�H�W�H�N�W�L�U�Dn SDS PAG elektroforezom 

�Q�D���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�M���Y�L�V�L�Q�L����Slika 28).  

 

Slika 28. Detekcija proteina GST SDS-�3�$�*�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P�� �Q�D�N�R�Q�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q��

�V�H�I�D�U�R�]�Q�R�M���P�D�W�U�L�F�L�����7�H�R�U�H�W�V�N�D���Y�L�V�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���F�U�Q�R�P���V�W�U�H�O�L�F�R�P�����D���X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q���S�U�R�W�H�L�Q��

�]�D�R�N�U�X�å�H�Q���M�H���F�U�Y�H�Q�L�P���N�U�X�J�R�P�����/�L�M�H�Y�L���J�H�O���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���U�H�S�O�L�N�X���������P�H�G�L�M��2 �î YT, Rosetta), a desni repliku 2 

(4 �î YT, BL21). �2�]�Q�D�N�H���X�]�R�U�D�N�D�����W�D�O�R�J�����3�����S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q���Y�H�]�D�Q���Q�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�Q�X���P�D�W�U�L�F�X�����%������

Oznaka �N�'�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ�� �3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G�� �3�U�R�W�H�L�Q�� �/�D�G�G�H�U���� ����-250 kDa 

�R�G�Q�R�V�Q�R���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U��������-180 kDa.  

�����������3�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H��

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�V�N�L�K���S�D�U�W�Q�H�U�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�� 

Interakcijski partneri (DMS3, RDM1 i HB6) proteina BPM1 su izvorno trebali biti 

prekomjerno eksprimirani s GST-privjeskom, ali obzirom da su za reakciju kopurifikacije 
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�L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�L���L���X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���S�U�R�W�H�L�Q���%�3�0�����L���Q�M�Hgove delecijske varijante s GST-

�S�U�L�Y�M�H�V�N�R�P�����L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�V�N�L���S�D�U�W�Q�H�U�L���V�X���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�L���V�D���������î His-privjeskom. Plazmidi pET-28a(+)-

�'�0�6���� ���/�R�U�N�R�Y�L�ü��i sur., 2012),  pET-28a(+)-RDM1 i pPROEx-Htb-�+�%���� ���7�R�N�L�ü���� ������������ �N�R�M�L��

kodiraju za protein His-DMS3, His-RDM1 i His-HB6 �V�X���X�V�S�M�H�ã�Q�R��uneseni transformacijom u 

bakterijski soj E. coli �5�R�V�H�W�W�D�Œ�����'�(���������7�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�D je provjerena reakcijom PCR In fusion 

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�P�D�� ��Tablica 2). V�H�O�L�þ�L�Q�H�� �Y�L�]�X�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �'�1�$�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �N�R�M�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�R��

plazmida su: 492 pb za pET-28a(+)-RDM1, 936 pb za pPROEx-Htb-HB6 i 1263 pb za pET-

28a(+)-DMS3 (Slika 29.). �,�]�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R���W�U�D�Q�V�I�R�U�P�L�U�D�Q�L�K���E�D�N�W�H�U�L�M�D���M�H���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�D��

�N�X�O�W�X�U�D���N�R�M�D���M�H���V�O�X�å�L�O�D���]�D���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H���N�X�O�W�X�U�D���Y�H�ü�L�K���Y�R�O�X�P�H�Q�D���X���V�Y�U�K�X���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D��His-

DMS3, His-RDM1 i His-HB6.   

 

 

Slika 29. Provjera transformacije bakterijskog soja E. coli Rosetta plazmidima pPROEX-Htb-HB6, 

pET-28a(+)-RDM1 i pET-28a(+)-DMS3. �.�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�H�� �N�R�Q�W�U�R�O�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X�� �S�O�D�]�P�L�G�L�� �9�H�O�L�þ�L�Q�H��

fragmenata u parovima baza prikazane su povrh fragmenta. Oznaka p�E���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L���V�W�D�Q�G�D�U�G��

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder, a brojevi 1-4 broj replike bakterijske kolonije.  

3.4.1. Prekomjerna ekspresija �L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��His-DMS3 

Protein His-DMS3 �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q je u tri replike. Prvi put je induciran �X�����������P�/���P�H�G�L�M�D�������î���<�7��

i 0,5 mM IPTG. Indukcija je trajala ���� �K�� �Q�D�� ������ �ƒ�&, a p�U�R�W�H�L�Q�� �M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �V �������� �—�/�� �1�L-NTA 

kuglica prema protokolu iz sekcije 2.2.11. te mu je promijenjen pufer kako bi imao isti puferski 

sustav kao i proteini mamci (sekcija 2.2.11.1.). P�U�R�W�H�L�Q���M�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�����Q�L�M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�R������

U eluensima su bili prisut�Q�L�� �L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �V�H�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �Y�H�]�D�O�L�� �]�D�� �1�L-NTA matricu s 

obzirom da proteini prirodno mogu imati nekoliko uzastopnih histidna.  

    �'�U�X�J�D���L���W�U�H�ü�D���U�H�S�O�L�N�D���V�X���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�H���S�D�U�D�O�H�O�Q�R���X�����������P�/���P�H�G�L�M�D�������î YT s 0,5 mM IPTG-om. 
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�3�R�V�W�X�S�D�N���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���M�H���L�V�W�L���N�D�R���L���]�D���U�H�S�O�L�N�X���������D�O�L���M�H���]�D���G�U�X�J�X���U�H�S�O�L�N�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�����������—�/���1�L-

�1�7�$���N�X�J�O�L�F�D�����D���]�D���U�H�S�O�L�N�X���������������—�/���1�L-NTA kuglica. Rezultati su bili pozitivni za obje replike 

te je protein His-�'�0�6�����S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q���Q�D���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�M���Y�L�V�L�Q�L���R�G���������������N�'�D�����5�H�S�O�L�N�D�������L�P�D���Y�L�ã�X���V�W�R�S�X��

�þ�L�V�W�R�ü�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�L�V-DMS3 vjerovatno zbog �X�S�R�W�U�H�E�H���P�D�Q�M�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���1�L-NTA �N�X�J�O�L�F�D�����ã�W�R���M�H��

�V�P�D�Q�M�L�O�R���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���Y�H�]�D�Q�M�R���E�X�G�X�ü�L���G�D���M�H���Y�H�ü�L�Q�X���P�M�H�V�W�D���Q�D���1�L2+ popunio protein His-DMS3 

(Slika 30.������ �,�D�N�R�� �M�H�� �U�H�S�O�L�N�D�� ���� �L�P�D�O�D���O�R�ã�L�M�X�� �þ�L�V�W�R�ü�X���� �L�P�D�O�D je �S�X�Q�R�� �Y�H�ü�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �+�L�V-

DMS3 (Prilog Slika VI.).  

 

Slika 30. Detekcija proteina His-DMS3 SDS-�3�$�*���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P���Q�D�N�R�Q���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���Q�D���1�L-NTA 

�P�D�W�U�L�F�L�� ���U�H�S�O�L�N�D�� �������� �3�U�R�W�H�L�Q�� �L�P�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�X�� �W�H�R�U�H�W�V�N�X�� �Y�L�V�L�Q�X�� �F�U�Q�R�P�� �V�W�U�H�O�L�F�R�P���� �D�� �]�D�R�N�U�X�å�H�Q�� �M�H�� �F�U�Y�H�Q�L�P��

krugom u eluensima. Protein His-�'�0�6���� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �W�H�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�L�� �X�� �W�R�S�L�Y�R�P�� �R�E�O�L�N�X�� �X��

supernatantu i eluensima. Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), nevezana frakcija (FT), ispiranje 

1 (W1), ciljani protein ispran sa Ni-NTA matrice (E1-E3), spojene frakcije eluensa sa promijenjenim 

puferskim sustavom (E). Oznaka �N�'�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G�� �3�U�R�W�H�L�Q��

Ladder 10-180 kDa. 

3.4.2. Prekomjerna ekspresija �L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��His-RDM1 

Protein His-�5�'�0�����M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q���M�H�G�Q�R�P�����,�Q�G�X�F�L�U�D�Q���M�H���X�����������P�/���P�H�G�L�M�D�������î���<�7�����������P�0���,�3�7�*-

om. �,�Q�G�X�N�F�L�M�D���M�H���W�U�D�M�D�O�D�������K���Q�D���������ƒ�&�����D���S�U�R�W�H�L�Q�L���V�X���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L kao i replika 1 proteina His-DMS3. 

�5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���X�V�S�M�H�ã�Q�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�L�V-�5�'�0�����X�]���Y�L�V�R�N�X���þ�L�V�W�R�ü�X���X���R�G�Q�R�V�X��

�Q�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�H���S�U�R�W�Hine His-DMS3 i His-HB6 kada se koristio isti volumen Ni-NTA kuglica. 
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Zbog izrazite ekspresije i topivosti His-�5�'�0�����]�D�V�L�W�L���Y�H�ü�L�Q�X���V�O�R�E�R�G�Q�L�K���N�R�R�U�G�L�Q�D�F�L�M�V�N�L�K���P�M�H�V�W�D��

na Ni-NTA matrici. His-RDM1 je detektiran na teoretskoj visini od 22,38 kDa u supernatantu 

i eluensima. Protein His-�5�'�0�����M�H���S�R�N�D�]�D�R���Q�D�M�Y�H�ü�X���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���R�G���V�Y�L�K���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�V�N�L�K���S�D�U�W�Q�H�U�D���W�H��

vrlo nisku stopu degradacije u odnosu na proteine His-DMS3 i His-HB6 (Slika 31). 

 

Slika 31. Detekcija proteina His-RDM1 SDS-PAG elektroforezom nakon p�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D��na Ni-NTA 

matrici. �3�U�R�W�H�L�Q�� �L�P�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�X�� �W�H�R�U�H�W�V�N�X�� �Y�L�V�L�Q�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �F�U�Q�R�P�� �V�W�U�H�O�L�F�R�P���� �D�� �]�D�R�N�U�X�å�H�Q�� �M�H�� �F�U�Y�H�Q�L�P��

�N�U�X�J�R�P���X���H�O�X�H�Q�V�X���������8�V�S�M�H�ã�Q�R���V�H���S�U�R�þ�L�V�W�L�R���W�H���V�H���Q�D�O�D�]�L���X���W�R�S�L�Y�R�P���R�E�O�L�N�X���X���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�X���L���H�O�X�H�Q�V�L�P�D����

Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), nevezana frakcija (FT),  ispiranja (W1), ciljani protein ispran 

sa Ni-NTA matrice (E1-E3). Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q��

Ladder 10-180 kDa. 

3.4.3. Prekomjerna ekspresij�D���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��His-HB6 

Protein His-HB6 je �]�E�R�J�� �L�]�U�D�]�L�W�H�� �Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���� �V�O�D�E�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���� �Y�L�V�R�N�H�� �V�W�R�S�H�� �R�Q�H�þ�L�ã�ü�H�Q�M�D��

�S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Y�H�å�X�� �Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �]�D�� �1�L-�1�7�$�� �P�D�W�U�L�F�X�� �L�� �N�U�D�W�N�R�J�� �S�R�O�X�å�L�Y�R�W�D���� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �W�U�L��

�S�X�W�D���� �6�Y�D�� �W�U�L�� �S�X�W�D�� �M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R���� �D�O�L��u preniskoj koncentraciji za usp�M�H�ã�Q�X�� �U�H�D�N�F�L�M�X��

kopurifikacije s proteinom GST-BPM1 i njegovim delecijskim varijantama.  

    �3�U�Y�D�� �U�H�S�O�L�N�D�� �M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D�� �L�] inducirane �S�U�H�N�R�Q�R�ü�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� �X�� �������� �P�/�� �P�H�G�L�M�D�� �� ���� �î�� �<�7 u 

tikvicama od 2 L. Proizvodnja proteina inducirana je �����K���Q�D���������ƒ�&��dodatkom 0,5 mM IPTG-a, 

a His-HB6 je �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q kao i proteini DMS3-His i RDM1-�+�L�V�� �V�� �������� �—�/�� �1�L-NTA kuglica. 

Rezultati su pokazali pozitivan signal za protein His-HB6 u talogu na teoretskoj visini od 38,39 
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kDa. U supernatantu i eluensima signal nije bio vidljiv (Slika 32A), ali nakon imunodetekcije 

antitijelom anti-His, His-�+�%�����M�H���Y�L�]�X�D�O�L�]�L�U�D�Q���X���H�O�X�H�Q�V�X���Q�D���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�M���Y�L�V�L�Q�L����Slika 32B). 

 

Slika 32. �3�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�L�V-HB6 (replika 1) A) �$�Q�D�O�L�]�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�L�V-HB6 

nakon SDS-�3�$�*���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H�����3�U�R�W�H�L�Q���L�P�D���W�H�R�U�H�W�V�N�X���Y�L�V�L�Q�X���R�G���������������N�'�D���L���R�]�Q�D�þ�H�Q���M�H���F�U�Y�H�Q�L�P���N�U�X�J�R�P��

u talogu, odnosno crnom strelicom. Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), ispiranja (W1), ciljani 

protein ispran sa Ni-NTA matrice (E1-E3). B) Imunodetekcija proteina His-HB6 u eluensu 1 na PVDF 

membrani antitijelom anti-�+�L�V���� �&�U�Q�D�� �V�W�U�H�O�L�F�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �Q�D�� �Y�L�V�L�Q�L�� �R�G�� ���������� �N�'�D���� �0�H�P�E�U�D�Q�D�� �M�H��

�V�O�L�N�D�Q�D�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �L�%�U�L�J�K�W�� �:�H�V�W�H�U�Q�� �%�O�R�W�� �,�P�D�J�L�Q�J�� �6�\�V�W�H�P�V�� �X�]�� �H�N�V�S�R�]�L�F�L�M�X�� �R�G�� ������ �P�L�Q����Oznaka kDa 

�R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L �V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U������-250 kDa.  

 �'�U�X�J�D���U�H�S�O�L�N�D���M�H���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�D���X���G�Y�L�M�H���W�L�N�L�Y�F�H���R�G�����������P�/���X���������P�/���P�H�G�L�M�D�������î���<�7����Indukcija je 

�S�R�W�D�N�Q�X�W�D�����������K���Q�D���������ƒ�&���G�R�G�D�W�N�R�P�����������P�0���,�3�7�*-�D�����1�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�H�Q�H���L�Q�G�X�N�F�L�M�H�����G�Y�L�M�H���I�U�D�N�F�L�M�H��

od 50 mL su spojene, centrifugirane, isprane i sonicirane u puferu LyB1 (Tablica 4�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D��

�V�X���S�U�R�W�H�L�Q�L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���V�D�����������—�/���1�L-NTA kuglica kao i replika 1. Rezultati su pokazali da je 

protein His-HB6 ponovno induciran na dobroj visini od 38,39 kDa. Za razliku od replike 1 u 

ovoj replici se u eluensima naziru signali na teoretskoj visini koji bi potencijalno mogli 

odgovarati His-HB6 (Prilog Slika VII. �������2�Y�D���U�H�S�O�L�N�D���M�H���L�P�D�O�D���S�X�Q�R���Y�L�ã�H���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���Y�H�]�D�Q�M�D��

�S�U�R�W�H�L�Q�D���W�R�N�R�P���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���U�H�S�O�L�N�X������pa je i �Y�H�üa koncentracije proteina nego u 

replici 1.  

    �=�D�G�Q�M�D���U�H�S�O�L�N�D���M�H���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�D���X���W�L�N�Y�L�F�L���R�G�������/���X�����������P�/���P�H�G�L�M�D�������î���<�7����Indukcija je trajala 18 

�K�� �Q�D�� ������ �ƒ�& uz dodatak 0,5 mM IPTG-a. Cijeli postupak ekstrakcije proteina je isti kao u 

prethodne dvije replik�H�� �R�V�L�P�� �ã�W�R�� �M�H�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�� �W�D�O�R�J�� �V�R�Q�L�F�L�U�D�Q�� �X�� �S�X�I�H�U�X�� �/�\�%���� ��Tablica 4). 

�3�U�R�W�H�L�Q�L���V�X���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���V�D�����������—�/���1�L-�1�7�$���N�X�J�O�L�F�D���S�U�H�P�D���Y�H�ü���V�S�R�P�H�Q�X�W�R�P���S�U�R�W�R�N�R�O�X�����5�H�]�X�O�W�D�W�L��
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SDS-�3�$�*�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �Q�D�M�Y�H�ü�X�� �V�W�R�S�X�� �R�Q�H�þ�L�ã�ü�H�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Y�H�å�X��

�Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R��u odnosu na 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).  

�����������.�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���*�6�7���%�3�0�����L���Q�M�H�J�R�Y�L�K��

�G�H�O�H�F�L�M�V�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�Q�W�D���V���+�L�V���'�0�6�� �����+�L�V���5�'�0�����L���+�L�V��

�+�%�� 

Interakcije proteina GST-BPM1 i njegovih delecijskih varijanta s proteinima His-DMS3, 

His-RDM1 i His-HB6 su provjerene kopurifikacijom. Mamac (protein s GST-privjeskom) je 

vezan za glutation sefaroznu matricu, a plijen (protein s His-privjeskom���� �X�N�R�O�L�N�R�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �]�D��

�P�D�P�D�F���V�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�X�M�H���]�D�M�H�G�Q�R���V���P�D�P�F�H�P���Q�D�N�R�Q���Q�L�]�D���L�V�S�L�U�D�Q�M�D���Q�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�L�����'�H�W�H�N�F�L�M�D��

interakcija je provjerena hibridizacijom po Westernu antitijelom anti-His koje detektira 

interakcijske partnere, dok su proteini s GST-privjeskom detektirani direktno na PVDF 

membrani obojanom bojom CBB.  

3.5.1. Kopurifikacija proteina GST-BPM1 i njegovih delecijskih varijanta s 

proteinom His-DMS3 

Interakcija proteina GST-�%�3�0���û�0�$�7�+���� �*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �L�� �*�6�7-�%�3�0���û�%�7�%�� �V��

proteinom His-DMS3 je pr�R�Y�M�H�U�H�Q�D�� �N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�R�P�� �Ä�M�H�G�D�Q�� �Q�D�� �M�H�G�D�Q�³����Zbog izrazite 

nestabilnosti proteina His-�'�0�6�����L���N�U�D�W�N�R�J���S�R�O�X�å�L�Y�R�W�D�����N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D���M�H���U�D�ÿ�H�Q�D���X���þ�H�W�L�U�L���U�H�S�O�L�N�H����

�R�G���N�R�M�L�K���M�H���W�U�H�ü�D���E�L�O�D���X�V�S�M�H�ã�Q�D�� Ona �M�H���L�P�D�O�D���Q�D�M�Y�L�ã�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X proteina His-DMS3 u odnosu 

�Q�D�� �R�V�W�D�O�H�� �G�Y�L�M�H�� �U�H�S�O�L�N�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� ������������ �P�J���P�/������ �6�Y�D�N�D�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�D�O�D�� �R�G�� ������ �—�/��

proteina His-�'�0�6���� �L�� ������ �—�/�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �P�D�P�F�D�� �Y�H�]�D�Q�L�P�� �]�D�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q�� �V�H�I�D�U�R�]�Q�H�� �N�X�J�O�L�F�H���� �.�D�R��

�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�U�R�W�H�L�Q���*�6�7���Y�H�]�D�Q���]�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�Q�H���N�X�J�O�L�F�H�����������—�/�����V�D��������

�—�/���+�L�V-�'�0�6�������N�D�N�R���E�L���V�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�L���O�D�å�Q�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�L���V�L�J�Q�D�O�L���U�D�G�L���Y�H�]�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���Q�D���V�D�P���*�6�7������

�D���]�D���S�R�]�L�W�L�Y�Q�X���N�R�Q�W�U�R�O�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���F�L�M�H�O�L���*�6�7-�%�3�0�����þ�L�M�H���M�H���Y�H�]�L�Y�D�Qje s His-DMS3 poznato od 

prije. Protein His-DMS3 je imunodetektiran antitijelom anti-His na PVDF membrani na 

teoretskoj visini od 49,08 kDa u input-u (plijen bez mamca)�����6�L�J�Q�D�O�L���R�G���������������N�'�D���X���M�D�å�L�F�D�P�D��

s reakcijskim smjesama (oznaka B na Slici 23A) ukazuju na vezivanje proteina His-DMS3 s 

proteinima GST-BPM1, GST-BPM1�' SPOP i GST-BPM1�' BTB, dok je  za 

GST-BPM1�' MATH negativan te je signal His-DMS3 vidljiv samo u nevezanoj frakciji. Signal 
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u nevezanoj frakciji His-DMS3 + GST-BPM1�' MATH puno je slabiji u odnosu na ostale 

nevezane frakcije (FT) gdje postoji pozitivan signal vezanja na �P�D�P�F�L�P�D���� �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �E�L�� �X��

�V�O�X�þ�D�M�X���Q�H���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D���+�L�V-DMS3 proteina na GST-BPM1�' �0�$�7�+���R�þ�H�N�L�Y�D�O�L���S�X�Q�R���M�D�þ�L���V�L�J�Q�D�O���X��

�I�U�D�N�F�L�M�L���)�7���S�R�V�W�R�M�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D���V�H���G�L�R���S�U�R�W�H�L�Q�D���L�]�J�X�E�L�R���W�L�M�H�N�R�P���P�D�Q�L�S�X�O�D�F�L�M�H���W�H���Q�H���P�R�å�H�P�R sa 

�V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X �R�G�E�D�F�L�W���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���+�L�V-DMS3 i GST-BPM1�' MATH. Negativan signal 

His-DMS3 u nevezanoj frakciji proteina GST-BPM1�' �6�3�2�3���V�X�J�H�U�L�U�D���V�Q�D�å�D�Q���D�I�L�Q�L�W�H�W���+�L�V-DMS3 

prema GST-BPM1�' SPOP (Slika 33A). Signal je vidljiv i u negativnoj kontroli, proteinu GST 

vezanim za glutation sefaroznu matricu uslijed preduge ekspozicije filma. Signal se nije 

pojavljivao u reakciji s GST nakon smanjenja trajanja ekspozicije (nije prikazano) ili slikanjem 

�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �&-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner (LI-COR, 

BioSciences) (nije prikazano). Na membrani su vidljivi mamci GST-BPM1 na teoretskoj visini 

od 71,02 kDa i GST-BPM1�' MATH na teoretskoj visini od 55,92 kDa kao i njegov parcijalni 

produkt koji je nastao vjerojatno uslijed degradacije. Proteini GST-BPM1�' SPOP i 

GST-BPM1�' BTB nisu vidljivi vjerojatno uslijed preniske koncentracije ili potencijalne 

degradacije na membrani. His-�'�0�6���� �M�H�� �Y�L�G�O�M�L�Y�� �X�� �L�V�W�L�P�� �M�D�å�L�F�D�P�D�� �N�D�R�� �L�� �Q�D�� �I�L�O�P�X�� �W�H�� �Q�H�P�D��

pozitivan signal na proteinu GST, GST-BPM1�' MATH i nevezanoj frakciji proteina 

GST-BPM1�' SPOP. Na membrani signal His-DMS3 nije vidljiv u nevezanoj frakciji proteina 

BPM1-GST i BPM1�' MATH-GST, ali su ti signali na filmu najslabiji u odnosu na ostale 

�Q�H�Y�H�]�D�Q�H���I�U�D�N�F�L�M�H���X���N�R�M�L�P�D���V�H���M�D�Y�O�M�D���V�L�J�Q�D�O���S�D���M�H���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R���S�U�H�P�D�O�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D His-DMS3 

na membrani da se detektira bojom CBB (Slika 33B). His-DMS3 interagira sa svim proteinima 

mamcima osim GST-BPM1�' MATH.  
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Slika 33. Vezivanje proteina His-DMS3 na GST-BPM1 i njegove delecijske varijante. A) 

Imunodetekcija His-DMS3 antitijelom anti-His na teoretskoj visini od 49,08 kDa u reakciji 

kopurifikacije. His-DMS3 je interagirao sa svim mamcima osim GST-BPM1�' MATH. Signal je 

negativan u nevezanoj frakciji proteina GST-BPM1�' SPOP. Oznake: reakcija vezivanja His-DMS3 

proteina na mamce (B) i nevezana frakcija proteina (FT). Signali su detektirani na filmu uz ekspoziciju 

od 30 min. B) Detekcija proteina mamca i plijena u reakciji kopurifikacije na PVDF membrani 

obojanom CBB-�R�P���� �&�U�Q�L�P�� �V�W�U�H�O�L�F�D�P�D�� �V�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L�� �P�D�P�F�L�� �Q�D�� �W�H�R�U�H�W�V�N�L�P�� �Y�L�V�L�Q�D�P�D�� ���*�6�7��

26,98 kDa, GST-BPM1 71,02 kDa i GST-BPM1�' MATH 55,92 kDa). Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L��

�V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U������-180 kDa.       

3.5.2. Kopurifikacija proteina GST-BPM1 i njegovih delecijskih varijanta s 

proteinom His-RDM1 

Interakcija proteina GST-�%�3�0���û�0�$�7�+���� �*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �L�� �*�6�7-�%�3�0���û�%�7�%�� �V��

proteinom His-�5�'�0�����M�H���S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D���N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�R�P���Ä�M�H�G�D�Q���Q�D���M�H�G�D�Q�³�����.�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D���M�H���U�D�ÿ�H�Q�D��

�X���G�Y�L�M�H���X�V�S�M�H�ã�Q�H���U�H�S�O�L�N�H���Q�D���N�R�M�L�P�D���V�X���Y�L�G�O�M�L�Y�L���M�H�G�Q�D�N�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�����8���U�H�S�O�L�F�L�������U�H�D�N�F�L�Ma 

se sastojala �R�G�������—�/���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�L�V-�5�'�0�������N�R�Q�D�þ�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�������������—�J���P�/�����L���������—�/���S�U�R�W�H�L�Q�D��

�P�D�P�F�D���Y�H�]�D�Q�L�P���]�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�Q�H���N�X�J�O�L�F�H�����.�D�R���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�U�R�W�H�L�Q���*�6�7��

�Y�H�]�D�Q���]�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�Q�H���N�X�J�O�L�F�H�����������—�/�����S�R�P�L�M�H�ã�D�Q���V�D�������—�/���+�L�V-RDM1-His,  a za pozitivnu 

�N�R�Q�W�U�R�O�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���*�6�7-B�3�0�����þ�L�M�H���M�H���Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H���V���+�L�V-RDM1 otprije poznato. Imunodetekcija 

antitijelom anti-His pokazala je protein His-RDM1 na teoretskoj visini od 22,38 kDa u 

pozitivnoj kontroli kao i u negativnoj kontroli te u svim uzorcima proteina mamaca i njihovih 
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nevezanih frakcija. Iako se His-�5�'�0�����Y�H�å�H���]�D���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�X���N�R�Q�W�U�R�O�X���*�6�7���L���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�Q�H��

kuglice, signal vezanja je vidljivo puno slabiji u odnosu na interakciju s proteinima mamcima, 

�D���V�L�J�Q�D�O���P�D�P�F�D���*�6�7���M�H���S�X�Q�R���V�Q�D�å�Q�Lji od ostalih signala mamaca (Slika 34A). U replici 1 signal 

vezanja His-RDM1 za GST je negativan (Prilog Slika VIII. ), ali se vidi slabi pozitivan signal 

�Q�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�Q�L�P���N�X�J�O�L�F�D�P�D���N�R�M�H���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���N�D�R���G�R�G�D�W�Q�D���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D�����3�R�V�W�R�M�L��

�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W �G�D�� �]�E�R�J�� �P�D�O�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H��proteina His-RDM1 zapinje u pore kuglica. Rezultati se 

podudaraju sa signalima na PVDF membrani obojanom CBB-om gdje se vidi pozitivan signal 

His-�5�'�0���� �X�� �V�Y�L�P�� �M�D�å�L�F�D�P�D�� �N�D�R�� �L�� �Q�D�� �P�H�P�E�U�D�Q�L�� �R�V�L�P�� �X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L�� �V�� �S�U�R�W�H�L�Q�R�P�� �*�6�7-BPM1 

uslijed �Y�U�O�R�� �P�D�O�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�D�� �M�H�� �E�L�O�D�� �X�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�R�M�� �V�P�M�H�V�L�� �]�E�R�J�� �J�X�E�L�W�N�D�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q��

�V�H�I�D�U�R�]�Q�L�K�� �N�X�J�O�L�F�D�� �W�R�N�R�P�� �S�U�R�F�H�V�D�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�D���� �8�V�S�U�N�R�V�� �P�D�O�R�M�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �*�6�7-BPM1 proteina, 

interakcija vezanja s proteinom His-RDM1 je i dalje vidljiva imunodetekcijom na membrani. 

Na membrani su vizualizirani mamci GST-BPM1�' MATH (55,92 kDa) i GST-BPM1�' SPOP 

(63,96 kDa) dok ostali mamci nisu detektirani bojom CBB vjerojatno us�O�L�M�H�G���S�U�H�P�D�O�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H��

proteina (Slika 34B). His-�5�'�0�����V�H���Y�H�å�H���]�D���V�Y�H���G�R�P�H�Q�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����W�H���Q�H���S�R�N�D�]�X�M�H���Y�H�ü�L��

�D�I�L�Q�L�W�H�W���Y�H�]�D�Q�M�D���Q�L���]�D���M�H�G�Q�X���G�R�P�H�Q�X�����D�O�L���V�H���V�O�D�E�R���Y�H�å�H���]�D���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�X���N�R�Q�W�U�R�O�X�� 

 

Slika 34. Vezivanje proteina His-RDM1 na GST-BPM1 i njegove delcijske varijante (replika 2). A) 

Imunodetekcija His-RDM1 antitijelom anti-His na teoretskoj visini od 22,38 kDa u reakciji 

kopurifikacije. His-RDM1 ima pozitivnu 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 His-RDM1 proteina na mamce (B) i nevezana frakcija proteina (FT). Membrana je detektirana 

�Q�D�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �&-DiGit Chemiluminescent Western Blot Scanner (LI-COR, BioSciences) na visokoj 

osjetljivosti (12 min) B) Vizualizacija proteina mamca i plijena u reakciji kopurifikacije na PVDF 
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membra�Q�L���E�R�M�R�P���&�%�%�����&�U�Q�L�P���V�W�U�H�O�L�F�D�P�D���V�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�L���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L���P�D�P�F�L���Q�D���W�H�R�U�H�W�V�N�L�P���Y�L�V�L�Q�D�P�D�����*�6�7��

26,98 kDa, GST-BPM1�' MATH 55,92 kDa i GST-BPM1�' SPOP 63,96 kDa). Oznaka �N�'�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D��

�P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V Prestained Protein Ladder 10-250 kDa. 

3.5.3. Kopurifikacija proteina GST-BPM1 i njegovih delecijskih varijanta s 

proteinom His-HB6 

Interakcija proteina GST-�%�3�0���û�0�$�7�+���� �*�6�7-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �L�� �*�6�7-�%�3�0���û�%�7�%�� �V��

proteinom His-�+�%�����M�H���S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D���N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�R�P���Ä�M�H�G�D�Q���Q�D���M�H�G�D�Q�³�����.�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D���M�H���U�D�ÿ�H�Q�D���X��

4 replike od kojih nijedna replika nije imala pozitivne signale uslijed vrlo niske koncentracije i 

stabilnosti proteina His-HB6. �3�R�þ�H�W�Q�D���Noncentracija His-HB6 se kretala od 0,11 do 0,79 mg/mL 

�R�Y�L�V�Q�R���R���U�H�S�O�L�F�L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�����D�O�L���M�H���R�Y�D�M���S�U�R�W�H�L�Q���S�R�N�D�]�D�R���Q�D�M�Y�L�ã�X���V�W�R�S�X���R�Q�H�þ�L�ã�ü�H�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D��

�N�R�M�L���V�H���Y�H�å�X���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���]�D���1�L-NTA matricu pa je realna koncentracija proteina His-HB6 puno 

�P�D�Q�M�D���R�G���L�]�P�M�H�U�H�Q�H�����8���V�Y�D�N�R�M���U�H�S�O�L�F�L���N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�H���S�R�P�L�M�H�ã�D�Q���M�H���P�D�N�V�L�P�D�O�D�Q���P�R�J�X�ü�L���Y�R�O�X�P�H�Q��

proteina His-HB6 s ������ �—�/�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �P�D�P�F�D�� �Y�H�]�D�Q�L�P�� �]�D�� �Jlutation sefarozne kuglice. Kao 

�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���S�U�R�W�H�L�Q���*�6�7���Y�H�]�D�Q���]�D���J�O�X�W�D�W�L�R�Q���V�H�I�D�U�R�]�Q�H���N�X�J�O�L�F�H���� �D���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D��

kontrola vezivanja bio je GST-�%�3�0�����þ�L�M�D���M�H���L�Q�W�H�U�N�D�F�L�M�D���V���+�%�� od prije poznata�����ý�H�W�Y�U�W�L���S�R�N�X�ã�D�M��

kopurifikacije je jedini imao pozitivan signal u inputu imunodetekcijom antitijelom anti-His, 

ali je visina proteina His-HB6 na visini od 55 kDa umjesto na teoretskoj visini od 38,39 kDa 

(Slika 35A). Rezultati se podudaraju s PVDF membranom obojanom bojom CBB gdje se ne 

vidi nijedan pozitivan signal His-HB6. U inputu nema pozitivnog signala vjerojatno uslijed 

�S�U�H�P�D�O�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �+�L�V-HB6 da se detektira bojom CBB. Na membrani je samo 

vizualiziran mamac GST-BPM1�' MATH (55,92 kDa) te njegovi parcijalni produkti nastali 

uslijed degradacije kao i parcijalni produkti degradacije GST-BPM1�' SPOP dok ostali mamci 

�Q�L�V�X���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L���E�R�M�R�P���&�%�%���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R���X�V�O�L�M�H�G���S�U�H�P�D�O�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���L�O�L���X�V�O�L�M�H�G���G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D��

na membrani i/ili na glutation sefaroznim kuglicama (Slika 35B). Na temelju dobivenih 

�U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �V�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �Q�L�ã�W�D�� �R�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �+�%���� �V�� �G�R�P�H�Q�D�P�D�� �0�$�7�+���� �%�7�%�� �L��

SPOP proteina BPM1 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 GST-BPM1 i njegove delcijske varijante. A) 

Imunodetekcija His-HB6 antitijelom anti-His na visini od 55 kDa. Teoretska visina proteina je 38,39 

kDa. His-HB6 nije detektiran u ostalim uzorcima vjerojatno uslijed degradacije proteina ili premale 

ko�O�L�þ�L�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �]�D�� �L�P�X�Q�R�G�H�W�H�N�F�L�M�X���� �2�]�Q�D�N�H���� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �Y�H�]�L�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �+�L�V-HB6 na mamce (B) i 

nevezana frakcija proteina (FT). Signali su detektirani na filmu uz ekspoziciju od 60 min. B) Detekcija 

proteina mamca i plijena u reakciji kopurifikacije na PVDF membrani obojanom CBB-om. Crnim 

�V�W�U�H�O�L�F�D�P�D���V�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�L���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L���P�D�P�F�L���Q�D���W�H�R�U�H�W�V�N�L�P���Y�L�V�L�Q�D�P�D�����*�6�7���������������N�'�D�����L���%�3�0���' MATH-

GST 55,92 kDa). Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U����

10-180 kDa.       
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�������5�$�6�3�5�$�9�$ 
�&�L�O�M���R�Y�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���M�H���E�L�R���L�V�W�U�D�å�L�W�L���X�O�R�J�X���G�R�P�H�Q�D���0�$�7�+�����%�7�%���L���6�3�2�3���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����X��

interkaciji s proteinima RdDM puta DMS3 i RDM1 te transkripcijskim faktorom HB6.  U tu 

�V�Y�U�K�X�� �E�L�O�R�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L�� �L�� �S�U�R�þ�L�V�W�L�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �%�3�0���� �L�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �G�H�O�Hcijske varijante 

BPM1�' MATH, BPM1�' BTB i BPM1�' SPOP te  interakcijske partnere DMS3, RDM1 i HB6 

�R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �V GST- odnosno His -privjeskom �ã�W�R�� �S�R�G�U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�� �Q�L�]�� �P�H�W�R�G�R�O�R�ã�N�L�� �]�D�K�W�M�H�Y�Q�L�K��

�S�R�V�W�X�S�D�N�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�þ�D�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�L�� �]�D�� �V�Y�D�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �L�O�L�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�� �P�R�U�D�M�X�� �E�L�W�L��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�L����  

�����������(�N�V�S�U�H�V�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���L���X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D 

�������������� �(�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �S�Uoteina BPM1, BPM1�' MATH, 

BPM1�' BTB i BPM1�' SPOP �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���S�U�L�Y�M�H�V�N�R�P���*�6�7 

Escherichia coli �M�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�L�� �G�R�P�D�ü�L�Q�� �]�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�X�� �L�� �S�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�X��produkciju proteina 

�X�V�S�U�N�R�V�� �O�L�P�L�W�L�U�D�M�X�ü�L�P�� �I�D�N�W�R�U�L�P�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���� �*�O�D�Y�Q�L�� �O�L�P�L�W�L�U�D�M�X�ü�L�� �I�D�N�W�R�U�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H��

�L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �X�� �S�U�R�N�D�U�L�R�W�V�N�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K�� �D�J�U�H�J�D�W�D�� �L�� �Q�H�W�R�S�L�Y�L�K��

�L�Q�N�O�X�]�L�M�V�N�L�K���W�M�H�O�H�ã�D�F�D (Costa i sur., 2014)�����.�D�N�R���E�L���V�H���S�R�V�S�M�H�ã�L�R���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���S�U�L�K�R�G�����S�U�R�W�H�L�Q���%�3�0����

je konstruiran u obliku fuzijskog proteina sa proteinskim privjeskom His odnosno GST. 

�3�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�� �S�U�L�Y�M�H�V�F�L�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�D�� �O�D�N�ã�D�� �S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D proteina �L�� �S�R�Y�H�ü�D�O�D��

proteinska topivost, ali ponekad mogu i destabilizirati proteine (Costa i sur., 2014). Privjesci 

GST i MBP (engl. Maltose binding protein�����G�R�N�D�]�D�Q�R���S�R�E�R�O�M�ã�D�Y�D�M�X���S�U�H�N�R�P�M�H�U�Q�X��ekspresiju i 

topivost u odnosu na proteine koji nemaju ove privjeske (Zhou i Wagner, 2010). Protein GST-

BPM1 je ranije �X�V�S�M�H�ã�Q�R���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q��u mediju LB, �D�O�L���X�]���V�O�D�E�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���L���W�R�S�L�Y�R�V�W�����7�R�N�L�ü������������������

�8�� �R�Y�R�P�� �U�D�G�X�� �V�H�� �S�R�N�X�ã�D�O�D�� �R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�W�L��topivosti proteina BPM1 promjenom bakterijskog 

ekspresijskog soja E. coli i �P�H�G�L�M�D���]�D���U�D�V�W�����1�D�L�P�H���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���V�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��provodi u 

�P�H�G�L�M�X���/�%�����D�O�L���X���V�Y�U�K�X���Y�H�üeg prihoda proteina i u ne�N�L�P���V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���E�R�O�M�H���W�R�S�L�Y�R�V�W�L te manje 

�S�U�R�G�X�N�F�L�M�H���W�R�N�V�L�þ�Q�L�K���P�H�W�D�E�R�O�L�W�D, �N�R�U�L�V�W�H���V�H���Y�L�V�R�N�R���K�U�D�Q�M�L�Y�L���P�H�G�L�M�L���N�D�R���ã�W�R���V�X���7�%���������î���<�7���L�������î��

YT. R�D�]�O�L�N�H���X���S�U�H�å�L�Y�O�M�H�Q�M�X���E�D�N�W�H�U�L�M�D�����D���W�Lme i proteinske indukcije proizlaze �L�]���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�H���G�D��se 

bakterijama mijenja stopa metaboliziranja komponenta koje se nalaze u visoko hranjivim 

medijima (Kram i Finkel, 2015). Bilgimol i sur. (2015) navode da �U�D�]�O�L�þ�L�W�D��koncentracija 

�S�H�S�W�R�Q�D�� �L�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �N�Y�D�V�F�D�� �P�R�å�H�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �U�H�N�R�P�E�L�Q�D�Q�W�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D����Na temelju 

dobivenih rezultata vidljivo je da se topivost i razina ekspresije proteina GST-BPM1 �S�R�Y�H�ü�D�O�D��
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promjenom medija 2 �î���<�7���X���P�H�G�L�M�������î���<�7�����3�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�Q���U�D�]�O�R�J���S�R�Y�H�ü�D�Q�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���P�R�å�H���V�H��

objasniti time �ã�W�R��je medij �����î���<�7 bogatiji izvor ugljika �X�V�O�L�M�H�G���Y�H�ü�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���S�H�S�W�R�Q�D koji 

�S�R�G�U�å�D�Y�D���U�D�V�W���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�H���E�L�R�P�D�V�H (Ukkonen, 2014).  

    D�U�X�J�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�Q�� �U�D�]�O�R�J�� �Y�H�ü�H�J prihoda rekombinantnog proteina GST-�%�3�0���� �P�R�å�H�� �E�L�W�L��

�S�U�R�P�M�H�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�R�J���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�J���V�R�M�D�����9�H�ü�L��prihod proteina je ostvaren u replici u kojoj je 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L���V�R�M��E. coli BL21 (DE3) u odnosu na soj Rosetta (DE3) u kojem je prihod 

bio manji. Oba soja ne proizvode pr�R�W�H�D�]�H�� �/�R�Q�� �L�� �2�P�S�7�� �ã�W�R�� �V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X��

�U�H�N�R�P�E�L�Q�D�Q�W�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D�����5�R�V�H�W�W�D�����'�(�������V�D�G�U�å�L��vektor pRARE koji kodira za deset kodona u 

koje se ubrajaju i kodoni RIL (AGG/AGA, AUA, i CUA) koji su slabo zastupljeni u E. coli, a 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L��su za eukariotske organizme. �2�S�ü�H�Q�L�W�L�� �S�U�R�E�O�H�P�� �M�H�� �Nada ribosom prepozna rijetki 

kodon (poput kodona RIL) nedo�Y�R�O�M�D�Q�� �E�U�R�M�� �S�R�W�U�H�E�Q�L�K�� �W�5�1�$�� �P�R�å�H uzrokovati translacijske 

pauze, prekid  translacije i slabiju proizvodnju proteina (Novy i sur, 2001; Rosano i Ceccarelli, 

2014). Stoga soj Rosetta (DE3) s plazmidom �S�5�$�5�(�� �P�R�å�H�� �G�R�S�U�L�Q�M�H�W�L�� �Y�H�ü�H�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�P��

prihodu uslijed translacijskog ubrzanja (Bilgimol i sur., 2015). S druge strane �S�R�Y�H�ü�D�Q�D���U�D�]�L�Q�D��

�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �Q�H�S�U�D�Y�L�O�Q�R�J�� �V�P�D�W�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�]�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��

(Rosano i Ceccarelli, 2014). R�D�Q�L�M�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�D���G�D���Hkspim�L�U�D�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L���V���Y�L�ã�H���R�G��

5%  kodona RIL se �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �Q�D�O�D�]�H�� �X�� �Q�H�W�R�S�L�Y�R�M�� �I�D�]�L�� ���5�R�V�D�Q�R�� �L�� �&�H�F�F�D�U�H�O�O�L���� ���������������.�R�G�L�U�D�M�ü�D 

sekvenca proteina BPM1 �V�D�G�U�å�L 5,8% kodona RIL, odnosno GST-BPM1 5,04%, a pojava 

translacijskog ubrzanja i njene negativne posljedice javljaju se �D�N�R���M�H���X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W���Y�H�ü�D���R�G����%. 

�'�R�G�D�W�Q�L�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N�� �V�R�M�D�� �5�R�V�H�W�W�D�� �M�H�� �G�D�� �G�L�R�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�R�J�� �U�H�V�X�U�V�D�� �X�V�P�M�H�U�D�Y�D�� �X�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H��

plazmida pRARE (wolfson.huji.ac.il/expression/rosetta.pdf).          

    GST-BPM1 je pokazao blagi pomak kretanja na gelu �X���V�O�X�þ�D�M�X���L�Q�G�Xkcije u mediju 2 �î���<�7��

(E. coli Rosetta). Detektiran je na visini od 60-65 kDa u talogu dok mu je teoretska visina 71,02 

�N�'�D���� �6�O�L�þ�D�Q�� �S�U�R�E�O�H�P���R�S�D�å�D i T�R�N�L�ü�� ������������. �7�R�N�L�ü�� �������������� �R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D�� �R�Y�X�� �S�R�M�D�Y�X��utjecajem 

privjeska GST na kretanje GST-BPM1 �N�U�R�]���J�H�O���S�R�ã�W�R u svom radu opisuje i pomak kretanja za 

protein GST. U ov�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���Q�L�M�H bila �X�R�þ�H�Q�D���W�D�N�Y�D pojava za GST te se vjerojatno radi o 

�X�W�M�H�F�D�M�X���G�U�X�J�L�K���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D. �8���S�U�L�O�R�J���W�R�P�H���L�G�H���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D���G�D je u nekim replikama 

istog  eksperimenta protein GST-BPM1 imunodetekcijom bio detektiran na teoretskoj visini od 

71,02 kDa. Treba napomenuti da je detekcija indukcije proteina GST-BPM1 u talogu gdje se 

�X�R�þ�D�Y�D���S�R�P�D�N���N�U�H�W�D�Q�Ma kroz gel bila provjerena na 7,5% poliakrilamidnom gelu dok se u svim 

�R�V�W�D�O�L�P���V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���Q�M�H�J�R�Y�D��pozicija provjeravala na 12% gelu. Rath i sur. ���������������X�R�þ�D�Y�D�M�X���G�D��

�V�H�� �Q�H�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �N�U�H�ü�X�� �V�S�R�U�L�M�H�� �L�O�L�� �E�U�å�H�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �D�N�U�L�O�D�P�L�G�D���� �6�P�D�W�U�D�M�X�� �G�D��

koncentracija akrilamida i molekularna mas�D�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�D�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�X�� �X�W�M�H�F�D�M���I�D�N�W�R�U�D�� �M�D�þ�L�Q�H�� �L��

smjera pomaka kretanja na gelu. Autori sugeriraju da gelovi koji imaju koncentraciju 
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�D�N�U�L�O�D�P�L�G�D���Q�L�å�X���R�G���H�N�Y�L�Y�D�O�H�Q�W�Q�H���P�R�E�L�O�Q�R�V�W�L���Q�D���J�H�O�X�����7eq�����S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X���Q�D�E�R�M���N�R�P�S�Oeksa SDS-

�S�U�R�W�H�L�Q���]�E�R�J���þ�H�J�D���N�R�P�S�O�H�N�V���S�R�V�W�D�M�H negativniji te se �X�Q�X�W�D�U���H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�J���S�R�O�M�D���E�U�å�H���N�U�H�ü�H���N�U�R�]��

gel prema pozitivnom naboju. �6���R�E�]�L�U�R�P���G�D���V�H���R�Y�D���S�R�M�D�Y�D���M�D�Y�O�M�D���Y�H�ü�L�Q�R�P���N�R�G���Y�L�V�R�N�R���K�H�O�L�N�D�O�Q�L�K��

i transmembranskih proteina, ova hipoteza bi se trebala potvrditi eksperimentalno na gelovima 

�N�R�M�L���L�P�D�M�X���Y�H�ü�X���J�X�V�W�R�ü�X���R�G������% kako bi se vidjelo dolazi li do promjene visine detekcije.  

    Proteini GST-BPM1�' MATH i GST-BPM1�' SPOP bili  su inducirani paralelno sa proteinom 

GST-BPM1. S obzirom da su delecijske proteinske varijante BPM1�' SPOP i BPM1�' MATH 

�S�U�Y�L���S�X�W�D���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�H���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�H metodom in vivo u ovom radu, ne postoje literaturni podaci 

�N�R�M�L���E�L���V�O�X�å�L�O�L���]�D���X�V�S�R�U�H�G�E�X���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D�� Na temelju rezultata �]�D�N�O�M�X�þ�X�M�H���V�H da je topivost 

proteina GST-BPM1�' MATH �]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�D dok je slaba topivost varijante GST-

BPM1�' SPOP �Q�D�G�R�P�M�H�ã�W�H�Q�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�L�M�L�P���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�Hm���� �5�D�]�O�R�]�L�� �X�V�S�M�H�ã�Q�H�� �R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�H�� �V�X��

jednaki kao i za GST-BPM1 jer se �L�� �]�D�� �R�Y�H�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�H���S�R�Y�H�ü�D�O�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �L�� �W�R�S�L�Y�R�V�W proteina 

promjenom soja Rosetta u BL�������L���P�H�G�L�M�D�������î���<�7���X�������î���<�7���� 

    Na topivost proteina �X�W�M�H�þ�X insercije ili delecije domena koje �P�R�J�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �X�W�M�H�F�D�W�L na 

smatanje, ali i stopu ekspresije (Prakash i Bateman, 2015)�����â�W�R���V�H���W�L�þ�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�������þ�L�Q�L���V�H��

da delecija domene MATH (405 pb) p�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���L���H�N�V�S�U�H�Viju, koja je bila �S�X�Q�R���M�D�þ�D���X��

�R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �%�3�0���� �L�� �G�U�X�J�H�� �G�H�O�H�F�L�M�V�N�H�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�H���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �%�3�0���' MATH je jedina 

�G�H�O�H�F�L�M�V�N�D�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�D�� �%�3�0���� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�D�� �M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�D �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�D��

privjeskom His.  

    Rezultati ukazuju da se stabilnost proteina BPM1 smanjuje ako se uklanjaju �G�L�M�H�O�R�Y�L���E�O�L�å�L C-

terminalnom kraju proteina. Ipak uklanjanje domene SPOP (192 pb) nije imalo poseban utjecaj 

na stabilnost ni na ekspresiju u varijanti BPM1�' SPOP, ali uklanjanje domene BTB (354 pb) 

iznimno je destabiliziralo protein. Tako je varijanta BPM1�' BTB imala smanjenu ekspresiju te 

je bila vrlo netopiva u odnosu na BPM1. Proteinska varijanta GST-BPM1�' BTB se stoga nije 

mogla �L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L�� �N�O�D�V�L�þ�Q�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �N�R�M�R�P�� �V�X�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�Qe ostale varijante proteina GST-

BPM1. �0�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���M�H���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H���%�7�%���G�R�P�H�Q�H���Y�L�ã�H���G�H�V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�H���Q�H�J�R���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H���6�3�2�3��

domene �M�H�U���V�H���X�N�O�D�Q�M�D���Y�H�ü�L���G�L�R���S�U�R�W�H�L�Q�D���L�O�L���M�H�U���V�H���X�N�O�D�Q�M�D���V�U�H�G�L�ã�Q�M�L���G�L�R���G�R�P�H�Q�H�����1�D�L�P�H���%�7�%���L��

SPOP domena se u svim radovima �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X���V�D�P�R���N�D�R���%�7�%/POZ domena s obzirom da imaju 

�]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�X ulogu, no u ovom radu su po prvi puta ove domene, odvojene samo jednom 

aminokiselinom (Gly)���� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�H��zasebno su prikazane kao dvije subdomene �Y�H�ü�H�� �G�R�P�H�Q�H��

BTB/POZ. Uzme li se u obzir da se domene BTB i SPOP ipak, zbog barem �M�H�G�Q�H���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�H��

funkcije �± interakcije s kulinom3, mogu promatrati kao jedinstvena domena, delecija bilo koje 

od ovih dviju domena formira tzv. krnju odnosno atrofiranu domenu BTB/POZ. Prakash i 
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Bateman (2015) uvode pojam atrofije domena �]�D���V�O�X�þ�D�M�H�Y�H��kada se, umjesto delecije cjelovite 

regije, �X�N�O�D�Q�M�D���G�L�R���M�H�G�Q�H���G�R�P�H�Q�H���S�U�L���þ�H�P�X���]�D�R�V�W�D�M�H���N�U�Q�M�D��domena. Smatra se da su gubitci od 

�������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���L�O�L���Y�L�ã�H�����Y�U�O�R���G�H�V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L���S�R�J�R�W�R�Y�R���D�N�R���V�H���G�R�J�D�ÿ�D�M�X���X�Q�X�W�D�U���V�U�å�L���G�R�P�H�Q�H 

���X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���W�R���E�L���E�L�O�D���G�R�P�H�Q�D���%�7�%�� �G�R�N���V�H���J�X�E�L�W�F�L���Q�D���1���L�O�L���&���W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�L�P���N�U�D�M�H�Y�L�P�D���O�D�N�ã�H��

toleriraju ���X�� �R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �G�R�P�H�Q�D�� �6�3�2�3��. Iako bi delecija aminokiselina i na N i na C 

terminalnom kraju potencijalno uzrokovala destabilizaciju proteina, smatra se da u tim 

�V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D postoje kompenzatorni mehanizmi stabilizacije. Stoga je �P�R�J�X�ü�H da delecija 

domene BTB destabilizira protein jer se nalazi �X���Q�M�H�J�R�Y�R�P���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�P���G�L�M�H�O�X. U radu Weber i 

sur. (2005) konstruirana je delecijska varijanta BPM1 nazvana AtBPM1L189Stop gdje je uveden 

kodon STOP �Q�D���O�R�N�D�F�L�M�L���O�H�X�F�L�Q�D�����������N�R�M�L���V�H���Q�D�O�D�]�L���L�]�P�H�ÿ�X���G�R�P�H�Q�H���0�$�7�+���L���%�7�%���3�2�=�����7�D�N�Y�D��

proteinska varijanta BPM1�' BTB�' SPOP nije toliko nestabilna kao BPM1�' BTB. To dodatno 

�X�N�D�]�X�M�H���Q�D���W�R���G�D���M�H���G�H�O�H�F�L�M�D���þ�L�W�D�Y�H���G�R�P�H�Q�H���%�7�%���3�2�=�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���L���V�X�E�G�R�P�H�Q�X���6�3�2�3�����P�D�Q�M�H��

�G�H�V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�D���R�G���N�U�Q�M�H���G�H�O�H�F�L�M�H���%�7�%�����E�H�]���V�X�E�G�R�P�H�Q�H���6�3�2�3�����N�R�M�D���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���G�H�V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D��

�S�U�R�W�H�L�Q�� �ã�W�R�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�R�� �N�U�L�Y�R�� �Q�D�P�D�W�D�Q�M�H�� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �Y�H�ü�L�Q�V�N�L�P�� �G�M�H�O�R�P�� �R�Vtaje netopiv u 

talogu u obliku i�Q�N�O�X�]�L�M�V�N�L�K���W�M�H�O�H�ã�D�Fa. 

    Domena MATH ima ulogu selektivnog prepoznavanja ciljnih proteina u  putu degradacije 

proteina ovisnom o ubikvitinu (Pintard i sur., 2003) te nema direktno povezanu ulogu sa 

domenama BTB i SPOP. Stoga �G�H�O�H�F�L�M�D�� �G�R�P�H�Q�H�� �0�$�7�+�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �Q�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�X�å�Q�R na 

aktivnost �R�V�W�D�O�H���G�Y�L�M�H���G�R�P�H�Q�H���ã�W�R���E�L���R�E�M�D�V�Q�L�O�R���S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�H���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���R�Y�H���G�H�O�H�F�L�M�V�N�H���Y�D�U�L�M�D�Q�W�H���X��

odnosu na ostale. Neki radovi poput Lu i sur. (2016) spominju da delecija N-terminalne domene 

�P�R�å�H���S�R�Y�H�ü�D�W�L stabilnost proteina, ali to ovisi o termodinamici smatanja i strukturi cjelovitog 

proteina. Nadalje, Nitharwal i sur. (2007) opisuju protein kod kojeg delecija N-terminalne 

domene ne destabilizira protein, dok je C-terminalna domena esencijalna za funkciju.  

    Rezultati preprativne indukcije BPM1�' BTB nisu pokazali bolju ekspresiju proteina ovisno 

�R���N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�P �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�P���V�R�M�X�����%�/�������L���5�R�V�H�W�W�D�����N�D�R���ã�W�R���V�X���L�P�D�O�H���R�V�W�D�O�H��delecijske varijante 

GST-BPM1. Dodatak 1% i 3% etanola nije utjecao na ek�V�S�U�H�V�L�M�X�� �å�H�O�M�H�Q�R�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �D�O�L�� �M�H��

vizualno vidljivo da je ekspresija cjelokupnih �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Y�L�ã�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �R�Vtale 

�X�]�R�U�N�H���V���G�U�X�J�D�þ�L�M�L�P���D�G�L�W�L�Y�L�P�D����E�W�D�Q�R�O���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���X�Y�M�H�W�H���X���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�R�M���V�W�D�Q�L�F�L���N�R�M�L���R�S�R�Q�D�ã�D�M�X��

�W�R�S�O�L�Q�V�N�L���ã�R�N���ã�W�R���E�L���W�U�H�E�D�O�R���S�R�Y�H�ü�D�W�L���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���ã�D�S�H�U�R�Q�D���N�R�M�L���L�P�D�M�X���X�O�R�J�X���X���Q�D�P�D�W�D�Q�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D��

�L�� �W�L�P�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�Q�M�X�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�L��(Kusano i sur., 1999). Aminokiseline prolin, arginin i glutamat 

dodava�Q�H�� �V�X�� �V�� �F�L�O�M�H�P�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�J�� �X�þ�L�Q�N�D�� �Q�D�� �V�P�D�W�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Wijekom translacije obzirom da 

�G�H�O�H�F�L�M�D�� �%�7�%�� �G�R�P�H�Q�H�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �S�R�W�H�ã�N�R�ü�H�� �X��smatanju. Tsumoto i sur. (2004) 

�X�R�þ�D�Y�D�M�X���G�D 0,1-�����0���D�U�J�L�Q�L�Q���S�R�P�D�å�H���N�R�G���Q�D�P�D�W�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���W�H���þ�D�N���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���W�R�S�L�Y�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D��

koji imaju �W�H�Q�G�H�Q�F�L�M�X�� �W�D�O�R�å�H�Q�M�D �X�� �L�Q�N�O�X�]�L�M�V�N�D�� �W�M�H�O�H�ã�F�D����Buchner i Rudolph (1991) su tako�ÿ�H�U��
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�S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �D�U�J�L�Q�L�Q�� �S�R�P�D�å�H kod topivosti proteina. Tsuomoto i sur. (2008) smatraju da se 

proteinska agregacija smanjuje uslijed interakcije s gvanidinskom grupom arginina, ali u ovom 

eksperimentu arginin nije imao �]�Q�D�þ�D�M�D�Q���X�W�M�H�F�D�M �Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�����3�U�R�O�L�Q���W�D�N�R�ÿ�H�U���G�M�H�O�X�M�H��

ka�R�� �N�H�P�L�M�V�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�� �ã�D�S�H�U�R�Q�� �N�R�M�L�� �W�H�R�U�H�W�V�N�L�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�X�� �D�J�U�H�J�D�F�L�M�X�� �L�� �V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D��

proteine. S obzirom da je glutamat glavni prekursor u biokemijskom putu sinteze prolina koji 

�V�H���D�N�X�P�X�O�L�U�D���X���E�L�O�M�N�D�P�D�� �X�V�O�L�M�H�G���V�W�U�H�V�Q�L�K���X�Y�M�H�W�D���� �W�U�H�E�D�R���E�L���L�P�D�W�L���V�O�L�þ�Q�X���Xlogu prolinu (Liang i 

sur., 2013). Alibolandi i Mirzahoseini (2011) smatraju da je mehanizam stabilizacije proteina 

prolinom povezan uz vezanje prolina i intermedijarnih formi proteina tokom namatanja pri 

�þ�H�P�X�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �D�P�I�L�S�D�W�V�N�L�� �V�X�S�U�D�P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L�� �N�R�P�S�O�H�N�V�L�� ali ni prolin ni glutamat nisu bili 

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L u opisanim eksperimentima. Osim dodatka aminokiselina, osmolitske molekule su 

�Q�D�M�þ�H�ã�ü�L���D�G�L�W�L�Y�L���N�R�M�L���V�H���G�R�G�D�M�X���X���P�H�G�L�M���X���V�Y�U�K�X���E�R�O�M�H���V�L�Q�W�H�]�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���L���W�R�S�L�Y�R�V�W�L (Leibly i sue., 

2012)�����2�G���R�V�P�R�O�L�W�D���X���R�Y�R�P���U�D�G�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�X���E�H�W�D�L�Q�����J�O�L�F�L�Q�E�H�W�D�L�Q������poliol (manitol), sorbitol i 

glicerol. Osmoliti poput manitola �ã�W�L�W�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �R�G���W�H�U�P�L�þ�N�H denaturacije u in vivo uvjetima 

(Ignatova i Gierasch, 2006)�����D�O�L���L���S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X���W�R�S�L�Y�R�V�W��poput betaina i sorbitola �ã�W�R su pokazali 

Leibly i sur. (2012�����N�R�M�L���V�X���S�R�P�R�ü�X���E�H�W�D�L�Q�D���V�R�O�X�E�L�O�L�]�L�U�D�O�L���������Q�H�W�R�S�L�Y���S�U�R�W�H�L�Q�� Blackwell i Horgan 

(199�������V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�P�R�ü�X���E�H�W�D�L�Q�D���V�R�O�X�E�L�O�L�]�L�U�D�O�L��rekombinantni protein koji je zaostajao u talogu 

�X���R�E�O�L�N�X���L�Q�N�O�X�]�L�M�D�����,�D�N�R���E�L���X���W�H�R�U�L�M�L���Y�L�ã�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���R�V�P�R�O�L�W�D���S�R�Y�H�ü�D�O�D���R�V�P�R�W�V�N�L���S�U�L�W�L�V�D�N���ã�W�R��

bi rezultiralo akumulacijom osmo-protektanta koji reguliraju proteinsko namatanje i 

termodinamiku topivosti ���5�|�V�J�H�Q���� ����������, osmoliti �Q�L�V�X�� �L�P�D�O�L�� �S�R�]�L�W�L�Y�D�Q�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X��

varijante BPM1�' BTB. �2�G���R�V�P�R�O�L�W�D�����J�O�L�F�H�U�R�O���M�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�L���S�R�O�L�R�O���N�R�M�L���V�H���G�R�G�D�M�H���X���P�H�G�L�M���]�D���U�D�V�W����

Prema Alibolandi i Mirzahoseini (2011), glicerol djeluje kao blagi stabilizator proteinskog 

�Q�D�P�D�W�D�Q�M�D���� �6�P�D�Q�M�X�M�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�X�� �Q�D�S�H�W�R�V�W���� �D�O�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �Y�L�V�N�R�]�Q�R�V�W���Y�R�G�H���W�H se �S�R�Y�H�ü�D�Yanjem 

koncentracije glicerola �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�D�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���� �,�S�D�N�����S�R�V�W�R�M�L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W��

smanjene stope namatanja ukoliko se do�G�D���X���S�R�Y�L�ã�H�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��(Gekko i Morikawa, 

1981). Vagenende i sur. �������������� �S�U�H�G�O�D�å�X�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �N�R�M�L�P �E�L�� �J�O�L�F�H�U�R�O�� �S�R�Y�H�ü�D�R�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�X��

�W�R�S�L�Y�R�V�W���L���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�����*�O�L�F�H�U�R�O���V�H���Y�H�å�H���]�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���H�O�H�N�W�U�R�V�W�D�W�V�N�L�P���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�P�D���N�R�M�H��

orijentiraju glic�H�U�R�O���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���Q�D���Q�D�þ�L�Q���G�D���N�R�P�S�D�N�W�Q�R���R�N�U�X�å�L protein i time smanjuju prostor 

�]�D���S�U�D�Y�L�O�Q�R���Q�D�P�D�W�D�Q�M�H���W�H���V�W�Y�D�U�D���W�R�S�L�Y�X���S�R�Y�U�ã�L�Q�X���L�]�P�H�ÿ�X���K�L�G�U�R�I�R�E�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H samog proteina i 

�S�R�O�D�U�Q�R�J���R�W�D�S�D�O�D���þ�L�P�H���S�U�R�W�H�L�Q�L���S�R�V�W�D�M�X���W�R�S�O�M�L�Y�L�M�L�����/�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L���S�R�G�D�F�L���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�N�D�]�X�M�X da glicerol 

mo�å�H���S�R�Y�H�ü�D�W�L���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L���S�U�L�K�R�G tijekom samog rasta bakterija s obzirom da je glicerol izvor 

ugljika bakterijskog rasta (Kopp i sur., 2017). Glicerol, kao ni ostali osmoliti, nije pomogao ni 

u bakterijskom rastu ni u ekspresiji rekombinantnih proteina u ovom radu. Sol �1�D�&�O���V�H���W�D�N�R�ÿ�H�U��

dodaje kako bi se promijenili osmotski uvjeti u bakterijskoj stanici (Bilgimol i sur., 2015), no 

ni ona nije potaknula proteinsku ekspresiju.   
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    �=�D�� �V�O�X�þ�D�M da je protein BPM1�' BTB �W�R�N�V�L�þ�D�Q�� �]�D�� �E�D�N�W�H�U�L�M�H���� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�P�D�Q�M�L�O�D�� �Q�M�H�J�R�Y�D��

bazalna ekspresija i time stabilizirala razina u stanici testiran je utjecaj glukoze. S obzirom da 

je BPM1�' BTB eksprimiran iz plazmidnog sustava pGEX-4T-1 pod kontrolom tac operona, 

indukcija proteina se �S�R�V�W�L�å�H dodatkom IPTG-�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �]�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �U�H�S�U�H�V�R�U�� �/�$�&�,�� �N�R�M�L��

blokira transkripciju gena za rekombinantni protein jer sjeda na operatorsko mjesto i time ometa 

RNA polimerazu. �8�N�R�O�L�N�R�� �,�3�7�*�� �Q�L�M�H�� �G�R�G�D�Q���� �S�U�R�W�H�L�Q�� �/�$�&�,�� �ü�H�� �E�O�R�N�L�U�D�W�L�� �R�S�H�U�D�W�R�U�V�N�R�� �P�M�H�V�W�R�� �L��

time �V�S�U�L�M�H�þ�L�W�L���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X���P�5�1�$���R�G�Q�R�V�Q�R���N�R�Q�D�þ�Q�R���W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�X�����0�H�ÿ�X�W�L�P���X���E�D�N�W�H�U�L�M�D�P�D���X�Y�L�M�H�N��

�P�R�å�H���G�R�ü�L���G�R���S�U�R�S�X�V�Q�H���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�H�����H�Q�J�O�����ÄLeaky T�U�D�Q�V�F�U�L�S�W�L�R�Q�³). �=�D���X�V�S�M�H�ã�Q�X���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X 

potrebno je prisustvo molekule �F�L�N�O�L�þ�N�R�J�� �D�G�H�Q�R�]�L�Q�� �P�R�Q�R�I�R�V�I�D�W�D�� ���H�Q�J�O����Cyclic Adenosine 

Monophosphate, cAMP) �N�R�M�D���V�H�� �Y�H�å�H�� �]�D�� �U�H�F�H�S�W�R�U�V�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �&�$�3 (engl. Catabolic Activator 

Protein) uzvodno od lac �S�U�R�P�R�W�U�D�����8�N�R�O�L�N�R���V�H���F�$�0�3���Y�H�å�H���]�D���S�U�R�W�H�L�Q���&�$�3���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�H���E�D�]�D�O�Q�D��

transkripcija jer raste aktivnost RNA polimeraze neovisno o tome je li blokirano operatorsko 

�P�M�H�V�W�R���S�U�R�W�H�L�Q�R�P���/�$�&�,���L�O�L���Q�L�M�H�����6�W�R�J�D���þ�D�N���L���E�H�]���S�U�L�V�X�V�W�Y�D���,�3�7�*-a �P�R�å�H postojati razina bazalne 

transkripcije. �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �Y�H�]�D�Q�M�H��proteina CAP ovisi o dostupnosti cAMP, a na dostupnost 

�F�$�0�3���X�W�M�H�þ�H���G�R�V�W�X�S�D�Q���L�]�Y�R�U���X�J�O�M�L�N�D���N�D�N�R���E�L���V�H���V�P�D�Q�M�L�O�D���U�D�]�L�Q�D���V�O�R�E�R�G�Q�R�J���F�$�0�3-a u stanici, 

�þ�H�V�W�R���V�H���G�R�G�D�M�H��������-2% glukoza (Glc) koja smanjuje razinu cAMP-�D���X���V�W�D�Q�L�F�L���þ�L�P�H se smanjuje 

�E�D�]�D�O�Q�D�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�D�� �J�H�Q�D�� �U�H�J�X�O�L�U�D�Q�L�K�� �O�D�F�� �S�U�R�P�R�W�R�U�L�P�D���� �'�R�G�D�W�D�N�� �*�O�F�� �Q�H�ü�H�� �X�W�M�H�F�D�W�L�� �Q�D�� �W�D�F��

�S�U�R�P�R�W�R�U���� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �X�� �V�X�V�W�D�Y�X�� �S�*�(�;�� �S�R�V�W�R�M�L�� �O�D�F�� �S�U�R�P�R�W�R�U�� �V�� �N�R�M�H�J�� �M�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D��

�W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�D�� �J�H�Q�D�� �X�N�O�R�Q�L�U�D�Q�L�K�� �X�� �0�&�6�� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �Iuzijskog proteina i u 

odsustvu IPTG-a.   

(http://wolfson.huji.ac.il/expression/procedures/bacterial/Glucose%20supression.pdf). 

Rezultati tretmana glukozom pokazuju nisku razinu svih bakterijskih proteina u odnosu na 

�R�V�W�D�O�H���W�U�H�W�P�D�Q�H�����Q�R���V���R�E�]�L�U�R�P���G�D���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���P�H�G�L�M���7�%���N�R�M�L���L�P�D���G�R�G�D�W�Q�L���L�]�Y�R�U���X�J�O�M�L�N�D�����J�O�L�F�H�U�R�O������

�S�R�V�W�R�M�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�D�� �V�H�� �U�D�]�L�Q�D�� �F�$�0�3-�D�� �S�R�Y�H�ü�D�O�D��zbog njegove prisutnosti 

(http://wolfson.huji.ac.il/expression/procedures/bacterial/Glucose%20supression.pdf). Time je 

�P�R�J�O�D���E�L�W�L���S�R�Y�H�ü�D�Q�D���E�D�]�D�O�Q�D���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�D proteina BPM1�' �%�7�%���]�D���N�R�M�L���S�R�V�W�R�M�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D��

je �ã�W�H�W�D�Q���L���L�O�L���W�R�N�V�L�þ�D�Q���]�D���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�X���V�W�D�Q�L�F�X��te bi bakterijske stanice mogle ranije odumirati i 

time formirati manje cjelokupnih proteina. �2�Y�R�� �M�H�� �X�M�H�G�Q�R�� �L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�Q�� �U�D�]�O�R�J�� �]�D�ã�W�R�� �M�H��

ekspresija proteina GST-BPM1�' �%�7�%���X�V�S�M�H�O�D���S�U�R�P�M�H�Q�R�P���P�H�G�L�M�D���7�%���X�������î���<�7���V obzirom da taj 

medij nema dodatan izvor ugljika, a time se smanjuje bazalna transkripcija.  

    Od ostalih aditiva koji nisu imali pozitivan utjecaj na ekspresiju BPM1�' BTB provjeravan je 

detergent Tween-20. Tween-20 �P�R�å�H�� �V�R�O�X�E�L�O�L�]�L�U�D�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �L�]�� �L�Q�N�O�X�]�L�M�V�N�L�K�� �W�M�H�O�H�ã�D�F�D (Singh i 

sur., 2015). Alibolandi i Mirzahoseini (2011) smatraju da aditivi niskih molekulskih masa poput 
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detergenta Triton-X i Tween-80 mogu promovirati proces smatanja nestabilnih proteina.    

    �-�H�G�L�Q�L���S�R�]�L�W�L�Y�D�Q���X�þ�L�Q�D�N���Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X proteina GST-BPM1�' BTB postignut je u tretmanu s 

dodatkom 0,1 M MgCl2 i 2% glicerola. Kod ovog tretmana pojavljivalo se ubrzanje ulaska 

bakterije u eksponencijalnu fazu (�Y�H�ü�� �Q�D�N�R�Q�� ������ �P�L�Q) te vrlo brzi ulazak u stacionarnu fazu. 

�8�N�R�O�L�N�R�� �E�D�N�W�H�U�L�M�H�� �X�ÿ�X�� �X�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�X�� �I�D�]�X���� �S�R�þ�L�Q�M�X�� �R�G�X�P�L�U�D�W�L�� �L�� �Srestaju sintetizirati proteine 

(Pletnev i sur., 2015). Kako je u ovom radu pokazano da glicerol nema gotovo nikakav utjecaj 

na bakterijski rast, razlog pretjeranog bakterijskog rasta bio je uzrokovan s MgCl2. Kako bi se 

usporio bakterijski rast �L���W�L�P�H���S�R�Y�H�ü�D�R���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���S�U�L�K�R�G�����R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�L���V�X���X�Y�M�H�W�L���X���P�H�G�L�M�X�������î��

�<�7���V�D���Q�L�å�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���0�J�&�O2 (10 i 50 mM) te je rast bakterija �X�V�S�M�H�ã�Q�R���Q�R�U�P�D�O�L�]�L�U�D�Q����U 

navedenim tretmanima protein GST-BPM1�' BTB je ujedno �L�P�X�Q�R�G�H�W�H�N�F�L�M�R�P�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q na 

svojoj pravoj poziciji uz pojavu dva parcijalno formirana produkta. Ovo nam indicira da protein 

BPM1�' �%�7�%���L�P�D���Y�L�V�R�N�X���V�W�R�S�X���S�D�U�F�L�M�D�O�Q�H���W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H���S�U�L���þ�H�P�X���V�W�Y�D�U�D���N�U�Q�M�H���S�U�R�G�X�N�W�H�����6���R�E�]�L�U�R�P��

da je uloga Mg2+ da stabilizira ribosome i da neutralizira negativan naboj ATP-a �N�R�M�L���M�H���Q�X�å�D�Q��

za sintezu ribosoma (Pontes i sur., 2016)�����S�R�V�W�R�M�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D���M�H���S�U�L�V�X�V�W�Y�R���0�J�&�O2 u mediju 

utjecalo na stabilizaciju ribosoma tijekom translacije proteina GST-BPM1�' BTB. To je 

dovodilo do stvaranja cjelovitog proteina. �6���R�E�]�L�U�R�P���G�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D���U�L�E�R�V�R�P�D���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���N�R�O�L�N�D���M�H��

stopa stvaranja proteina (Forchhammer i Lindahl, 1971), a ATP promovira sintezu ribosomskih 

�5�1�$�����U�5�1�$�������N�R�O�L�þ�L�Q�D���$�7�3-�D���þ�L�Q�L���O�L�P�L�W�L�U�D�M�X�ü�L���N�R�U�D�N���V�L�Q�W�H�]�H���U�L�E�R�V�R�P�D��(Condon i sur., 1993). 

McCarthy (1962) spominje da bakterije koje imaju manjak Mg2+ �L�O�L���S�U�H�W�M�H�U�D�Q�X���S�R�W�U�R�ã�Q�M�X, imaju 

smanjenj�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X �U�L�E�R�V�R�P�D�� �L�D�N�R�� �P�R�J�X�� �R�G�U�å�D�W�L�� �V�Y�R�M�X�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���� �3�R�ã�W�R�� �*�6�7-BPM1�' BTB 

�S�U�L�U�R�G�Q�R�� �V�W�Y�D�U�D�� �Y�H�O�L�N�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �N�U�Q�M�L�K�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D���� �P�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �G�D�� �V�H�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �0�J2+ �X�W�U�R�ã�L�� �Q�D��

translaciju ov�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�V�O�L�M�H�G�� �þ�H�J�D�� �Q�D�V�W�D�Me vrlo malo cjelovitog produkta���� �â�W�R�� �V�H�� �W�L�þ�H��

bakterijskog rasta, mehanizam je nepoznat i ne postoje literaturni podaci u kojima se javlja 

anomalija prebrzog ulaska u stacionarnu fazu rasta tretmanom s MgCl2. Vernon (1998) 

�V�S�R�P�L�Q�M�H�� �G�D�� �P�D�J�Q�H�]�L�M�� �L�P�D�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�L�� �U�D�V�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�� �G�L�R�E�H���� �D�O�L�� �V�H�� �Q�H�� �]�Q�D�� �W�R�þ�Q�D��

�P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�D���� �3�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�Q�� �U�D�]�O�R�J�� �N�R�M�L�� �V�H�� �V�Sominje jest da magnezij kao kofaktor 

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�W�R�S�X sinteze �S�X�U�L�Q�D�� �L�� �S�L�U�L�P�L�G�L�Q�D�� �W�H�� �G�D�� �L�P�D�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �'�1�$�� �U�H�S�O�L�N�D�F�L�M�L�� �L��

transkripciji kao i translaciji. Protein GST-BPM1�' �%�7�%���V�H���Y�H�ü�L�Q�V�N�L�P���G�M�H�O�R�P���L�Q�G�X�F�L�U�D�R���X���R�E�O�L�N�X��

netopivih inkluzija no kako je �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R dobiven i �X�� �V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�X�� �]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �L�P�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X��

razinu �W�R�S�L�Y�R�V�W�L�����0�H�W�D�O�Q�L���L�R�Q�L���P�R�J�X���G�M�H�O�R�Y�D�W�L���N�D�R���I�D�N�W�R�U�L���W�R�S�L�Y�R�V�W�L���]�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���U�H�N�R�P�E�L�Q�D�Q�W�Q�H��

proteine, a Yang i sur. (2003) spominju magnezij kao najbolji metalni ion koji ima to svojstvo 

�þ�L�P�H�� �V�H�� �P�R�å�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�D�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�� �S�D�U�R�W�H�L�Q�� �*�6�7-BPM1�' BTB. S obzirom da je 

�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D���U�D�ÿ�H�Q�D samo sa jednim tretmanom (50 mM) trebalo bi se eksperimentalno provjeriti 



78 
 

mijenja li se solubilizacija GST-BPM1�' BTB u replikama u kojima �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �Q�L�å�D��

koncentracija MgCl2 (10 mM). Sina i sur. (2�����������W�D�N�R�ÿ�H�U���X�R�þ�D�Y�D�M�X���G�D���G�R�G�D�W�D�N��10 mM MgCl2 

�X���P�H�G�L�M���]�D���U�D�V�W���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�R�O�X�E�L�O�L�]�D�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���V�F�)�Y���N�R�M�H�P���R�G�J�R�Y�D�U�D���G�R�G�D�W�D�N���R�Y�R�J���D�G�L�W�L�Y�D���ã�W�R��

se podudara sa rezu�O�W�D�W�L�P�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�P���X���R�Y�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�����.�D�N�R���E�L se solubilizacija proteina 

GST-BPM1�' BTB �S�R�Y�H�ü�D�O�D���P�D�N�V�L�P�D�O�Q�R�����W�U�H�E�D���S�U�R�Q�D�ü�L���R�S�W�L�P�D�O�Q�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���0�J�&�O2 koja bi 

�I�D�Y�R�U�L�]�L�U�D�O�D���Q�M�H�J�R�Y�X���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���W�R�S�L�Y�R�V�W���M�H�U���Q�H�N�L���S�U�R�W�H�L�Q�L���V�P�D�Q�M�X�M�X���W�R�S�L�Y�R�V�W���X���V�O�X�þ�D�M�X���S�U�H�Y�L�V�R�N�H��

koncentracije dodanog MgCl2 (Pradeep i Udgaonkar, 2002). Topivost se �P�R�å�H�� �L�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L��

ukoliko se MgCl2 �L�O�L���E�L�O�R���N�R�M�L���R�G���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���D�G�L�W�L�Y�D���N�R�M�L���Q�L�V�X���X�W�M�H�F�D�O�L���Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X��

proteina dodaju u pufer za lizu u kojem se bakterije soniciraju nakon proteinske indukcije 

(Leibly i sur., 2011). Autori p�U�H�G�O�D�å�X���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���N�R�M�L�P���V�H���S�U�R�W�H�L�Q�L���R�E�O�D�å�X���W�L�P���D�G�L�W�L�Y�L�P�D���Wijekom 

�V�R�Q�L�N�D�F�L�M�H�� �L�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �W�R�J�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�� �]�E�R�J�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �K�L�G�U�R�I�L�O�Q�R�J�� �R�P�R�W�D�þ�D�� �L�O�L��

�S�U�L�Y�O�D�þ�H�Q�Ma �ã�D�S�H�U�R�Q�D�� �N�R�M�L�� �S�R�P�D�å�X�� �X�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�P�� �Q�D�P�D�W�D�Q�Mu. Ukoliko se ne dodaju tijekom 

sonikacije, proteini koji su potencijalno bili solubilizirani dodatkom aditiva u medij za rast, 

�P�R�J�X�� �V�H�� �R�G�P�R�W�D�W�L�� �L�� �L�V�W�D�O�R�å�L�W�L�� �X�� �L�Q�N�O�X�]�L�M�V�N�D�� �W�M�H�O�H�ã�F�D�� �X�N�R�O�L�N�R�� �S�X�I�H�U�� �Q�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L��

uvjetima namatanja proteina.  

4.1.2. Eksp�U�H�V�L�M�D���L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H proteina DMS3, RDM1 i HB6 �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K��

privjeskom His 

�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �+�L�V-DMS3 i His-RDM1 se podudaraju sa literaturnim 

�S�R�G�D�F�L�P�D�� ���7�R�N�L�ü���� ������������ �W�H�� �V�X�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L���� �3�U�R�W�H�L�Q�� �+�L�V-HB6 je �X�V�S�M�H�ã�Q�R induciran i 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q���E�X�G�X�ü�L�� �G�D postoje standardizirani protokoli indukcije i �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P�� 

uslijed niske ekspresije i topivosti optimizacija protokola uzgoja provedena je promjenom 

�Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �P�H�G�L�M�D���� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �W�L�N�Y�L�F�H, temperature i trajanja indukcije proteina. Na temelju 

dobivenih rezultata ekspresiji proteina His-�+�%�����Q�H���R�G�J�R�Y�D�U�D���L�Q�G�X�N�F�L�M�D���Q�D���������ƒ�&��tijekom 18 h 

�W�H���V�X���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�H���Q�D���������ƒ�&��u trajanju 3 h �G�R�S�U�L�Q�L�M�H�O�H���Y�H�ü�H�P prihodu proteina. S obzirom 

da je rast bakterija vrlo spor, bakterijama vjerojatno �R�G�J�R�Y�D�U�D���G�R�G�D�W�Q�L�K�������K���U�D�V�W�D���Q�D���������ƒ�&���W�R�N�R�P��

indukcije. Naime, �Q�D�J�O�R���V�S�X�ã�W�D�Q�M�H��uzgojne temperature od �������ƒ�&���Q�D������-�������ƒ�&���Wijekom ekspresije 

proteina zaustavlja/usporava bakterijski rast na neko vrijeme (Jones i sur., 1987) �S�D���M�H���P�R�J�X�ü�H��

da se n�D���������ƒ�&���Q�H eksprimira dovoljno proteina u odnosu na indukciju pri �������ƒ�&���J�G�M�H���E�D�N�W�H�U�L�M�H��

rastu i induciraju proteine simultano. Najbolja indukcija u ovom radu se postigla kod omjera 

volumena medija i volumena tikvice od 6,67. �9�i�]�T�X�H�] i sur. (2005) iskazuju da volumen medija 

�X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Y�R�O�X�P�H�Q���W�L�N�Y�L�F�H���X�]�J�R�M�D���X�W�M�H�þ�H���Q�D���G�R�V�W�X�S�Q�R�V�W���N�L�V�L�N�D���N�R�M�D���X�W�M�H�þ�H���Q�D���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L���U�D�V�W����

Somerville�L�� �3�U�R�F�W�R�U�� �������������� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�U�H�G�O�D�å�X�� �G�D�� �V�H�� �W�U�H�E�D�� �S�R�G�H�V�L�W�L�� �R�P�M�H�U�� �Y�R�O�X�P�H�Q�D�� �W�L�N�Y�L�F�H��i 
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medija te brzina rotacijske �W�U�H�ã�Q�M�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�O�D�� �N�X�O�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �E�D�N�W�Hrija u aerobnim 

uvjetima. S obzirom da je difuzijski koeficijent kisika u vodi, odnosno mediju, vrlo nizak, kisik 

�Q�H�� �P�R�å�H�� �G�L�I�X�Q�G�L�U�D�W�L�� �G�X�E�R�N�R�� �X�� �P�H�G�L�M���� �.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �S�R�M�D�þ�D�O�D�� �D�H�U�D�F�L�M�D���� �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �P�H�G�L�M�D�� �V�H�� �W�U�H�E�D��

�L�]�O�R�å�L�W�L���Y�H�ü�R�M���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���N�L�V�L�N�D���W�D�N�R���G�D���M�H���U�D�]ina me�G�L�M�D���ã�W�R���Q�L�å�D���X���W�L�N�Y�L�F�L�����6omerville i Proctor, 

2013). Umjesto da se smanji volumen medija, u ovom radu je optimiziran volumen medija u 

odnosu na volumen �W�L�N�Y�L�F�H�����â�W�R���M�H���Y�H�ü�L���Y�R�O�X�P�H�Q���W�L�N�Y�L�F�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Y�R�O�X�P�H�Q���P�H�G�L�M�D���W�R���M�H���Y�H�ü�D 

dodirna �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �Lspod koje se nalazi medij i tanji sloj medija u tikvici. �7�U�H�ã�Q�M�D��dodatno 

�S�R�M�D�þ�D�Y�D���D�H�U�D�F�L�M�X���X�V�O�L�M�H�G���Q�H�S�U�H�V�W�D�Q�R�J���U�D�Y�Q�R�P�M�H�U�Q�R�J���P�L�M�H�ã�D�Q�M�D���P�H�G�L�M�D. 

    His-HB6 je u eluensu detektiran imunodetekcijom anti-His antitijelom ili SDS-PAG 

elektroforezom �ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���Q�M�H�J�R�Y�X���W�R�S�L�Y�R�V�W�����8��jednom ponavljanju detektiran je �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R��

u talogu. Imunodetekcija proteina His-HB6 �X���M�H�G�Q�R�P���V�O�X�þ�D�M�X pokazuje pomak kretanja proteina 

u gelu te je His-HB6 detektiran na poziciji od 55 kDa dok mu je teoretska pozicija 38,39 kDa. 

�6�O�L�þan problem opisuje �7�R�N�L�ü (2019) u svom radu gdje je His-�+�%�����G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q���Q�D���������N�'�D���Y�H�ü��

�N�R�G���V�D�P�R�J���S�U�R�F�H�V�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���ã�W�R���Q�L�M�H���V�O�X�þ�D�M�� �X���R�Y�R�P���U�D�G�X��niti u radovima Lechner i sur. 

(2011) te Himmelbach i sur. (2002). �7�R�N�L�ü�����������������V�P�D�W�U�D���G�D���V�H���R�Y�D��pojava javlja uslijed izrazito 

visoke razine negativnih aminokiselina arginina i glutamata (18%) u proteinskoj sekvenci His-

HB6 koji potencijalno mogu odbijati molekule SDS �L���X�M�H�G�Q�R���X�W�M�H�F�D�W�L���Q�D���V�W�R�S�X���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H���ã�W�R��

bi potencijalno usporilo prolazak uzoraka kroz gel. Navedeno �Q�H���R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D���]�D�ã�W�R���M�H u ovom 

radu protein bio detektiran na njegovoj teoretskoj visini. �3�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H�� �M�Hst �G�X�å�H 

trajanje SDS-PAG elektroforeze kod detekcije His-HB6 na teoretskoj visini nego kada je His-

HB6 detektiran na visini od 55 kDa.  

    S obzirom da ekspresija i solubilnost proteina His-�+�%�����Q�L�M�H���E�L�O�D���Q�D�M�X�V�S�M�H�ã�Q�L�M�D�����X���E�X�G�X�ü�Q�R�V�W�L��

�M�H���S�R�W�U�H�E�Q�R���S�U�R�P�L�M�H�Q�L�W�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���I�D�N�W�R�U�H���N�R�M�L���E�L���X�W�M�H�F�D�O�L���Q�D���Y�H�ü�L���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���S�U�L�K�R�G����Potencijalno 

bi se ekspresija His-HB6 mogla mijenjati ovisno o ekspresijskom soju E. coli pa bi se njegova 

ekspresija tre�E�D�O�D���S�U�R�Y�M�H�U�L�W�L���X���%�/������ ���'�(������ �L�O�L���Q�H�N�R�P���G�U�X�J�R�P���V�R�M�X���� �'�U�X�J�L���Q�D�þ�L�Q���Q�D���N�R�M�L���E�L���V�H��

mo�J�D�R���S�R�Y�H�ü�D�W�L���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���S�U�L�K�R�G je promjenom vektora. �3�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���V�X���S�R�N�D�]�D�O�D��

da je ekspresija proteina His-RDM1 slabija ukoliko je eksprimiran u plazmidu pPROEX-Htb u 

odnosu na plazmid pET-28a(+) �S�D���E�L���V�O�M�H�G�H�ü�L���N�R�U�D�N���E�L�R���X�N�O�R�Q�L�U�D�W�L��HB6 u plazmid pET-28a(+) 

i usporediti njegovu ekspresiju i topivost sa proteinom His-HB6 eksprimiranim s plazmida 

pPROEX-Htb. Ukoliko nijedna opcija ne bi promijenila efektivnost ekspresije His-HB6, 

�S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���U�M�H�ã�H�Q�M�H���E�L���E�L�O�R���R�E�R�J�D�ü�L�Y�D�Q�M�H��medija za rast aditivima koji su spomenuti u sekciji 

4.1.1.  
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4.1.3. Niska ekspresija proteina BPM1�' BTB i BPM1�' SPOP �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K��

privjeskom His 

Proteini His-BPM1�' BTB i His-BPM1�' SPOP �Q�L�V�X���X�V�S�M�H�ã�Q�R���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�L���Q�L���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L���X���R�Y�R�P��

radu. S obzirom da su njihove GST-varijante usp�M�H�ã�Q�R�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�H���� �S�R�V�W�R�M�L�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�V�W�� �G�D��

His-privjesak destabilizira strukturu �X�V�O�L�M�H�G���þ�H�J�D���V�H���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L���Q�H mogu inducirati. Ovaj 

�S�U�R�E�O�H�P���V�H���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���P�R�å�H���X�N�O�R�Q�L�W�L���X�N�R�O�L�N�R���V�H���+�L�V-privjesak fuzionira na C-terminalni kraj 

proteina BPM1�' BTB i BPM1�' SPOP s obzirom da odabir N- ili C-terminalne domene fuzije 

�X�W�M�H�þ�H���G�U�D�V�W�L�þ�Q�R���Q�D���W�R�S�L�Y�R�V�W���L���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D��(Structural Genomics Consortium i sur., 2008). 

    �%�L�O�J�L�P�R�O���L���V�X�U�������������������Q�D�Y�R�G�H���Q�H�N�R�O�L�N�R���E�L�W�Q�L�K���I�D�N�W�R�U�D���N�R�M�L���V�H���W�U�H�E�D�M�X���X�]�H�W�L���X���R�E�]�L�U���X���V�O�X�þ�D�M�X��

ekspresije proteina u bakteriji E. coli. To su odabir promotora, terminatora, upotreba 

modificiranih sojeva E. coli �N�R�M�L�� �P�R�J�X�� �I�R�U�P�L�U�D�W�L�� �G�L�V�X�O�I�L�G�Q�H�� �Y�H�]�H�� �X�� �U�H�G�X�F�L�U�D�M�X�ü�H�P�� �R�N�R�O�L�ã�X��

�F�L�W�R�S�O�D�]�P�H�� �W�H�� �N�R�H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �ã�D�S�H�U�R�Q�D�� �Wijekom �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �â�D�S�H�U�R�Q�L�� �V�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �N�R�M�L��

�S�R�P�D�å�X���X���Q�D�P�D�W�D�Q�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D�����D���P�R�J�X���V�H���L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L���Q�D���Q�L�V�N�L�P���L���Y�L�V�R�N�L�P���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�P�D�����.�H�W�R-

Timonen i sur., 2016; Verghese i sur., 2012). �(�N�V�S�U�H�V�L�M�D���ã�D�S�H�U�R�Q�D���N�R�M�L���V�H���L�Q�G�X�F�L�U�D�M�X���Q�D���Q�L�V�N�L�P��

temperaturama (engl. Cold Shock Proteins, Csp) �E�L�O�D���M�H���S�R�N�X�ã�D�Q�D tretmanom bakterija n�D�������ƒ�&��

i/ili na ledu 20-30 min. Naime tijekom hladnog tretmana n�D�J�O�L�P�� �V�S�X�ã�W�D�Q�M�H�P�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H�� 

mijenja se fluidnost membrane te se usporava aktivnost svih enzima, a struktura DNA 

destabilizira se formiranjem sekundarnih struktura �þ�L�P�H���V�H smanjuje efektivnost transkripcije i 

�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H���� �.�D�N�R���E�L���V�H���R�Y�L���X�þ�L�Q�F�L���V�P�D�Q�M�L�O�L���� �Eakterije induciraju proteine Csp koji djeluju kao 

�ã�D�S�H�U�R�Q�L�� �Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�L�K�� �N�L�V�H�O�L�Q�D��te �X�N�O�D�Q�M�D�M�X�� �ã�W�H�W�Q�H�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �'�1�$�� �L�� �P�5�1�$ (Keto-

Timonen i sur., 2016)�����1�D�N�R�Q���L�Q�L�F�L�M�D�O�Q�R�J���K�O�D�G�Q�R�J���W�U�H�W�P�D�Q�D���Q�D�J�O�R���V�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�D���V�Y�L�K��

�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �W�H�� �V�H�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �G�D�� �E�D�N�W�H�U�L�M�H�� �U�D�V�W�X�� �X�V�S�R�U�H�Q�R�� �Q�D�� �Q�L�å�L�P�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�P�D��(15-������ �ƒ�&) 

umjesto da zaustave svoj rast (Ermolenko i Makhatadze, 2002). Stoga je ekspresija proteina 

His-BPM1�' BTB i His-BPM1�' SPOP bila inducirana na tim temperaturama. Proteini Csp se 

�W�D�N�R�ÿ�H�U���L�Q�G�X�F�L�U�D�M�X���L���G�R�G�D�W�N�R�P���H�W�D�Q�R�O�D�����.�H�W�R-Timonen i sur., 2016), no niti hladni tretman, niti 

dodatak etanola, a �Q�L�W�L���L�Q�G�X�N�F�L�M�D���Q�D���Q�L�å�L�P���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�P�D���Q�L�V�X���S�R�P�R�J�O�L���X���L�Q�G�X�N�F�L�M�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�L�V-

BPM1�' BTB i His-BPM1�' SPOP. �1�H�N�L���E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L���X�]�R�U�F�L���V�X���E�L�O�L���W�U�H�W�L�U�D�Q�L���W�R�S�O�L�Q�V�N�L�P���ã�R�N�R�P��������

min pri ������ �ƒ�&�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �S�R�W�D�N�Q�X�O�D�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D�� �+�V�S�� ���H�Q�J�O����Heat Shock Proteins) koji 

�W�D�N�R�ÿ�H�U���G�M�H�O�X�M�X���N�D�R���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���ã�D�S�H�U�R�Q�L���X���Q�D�P�D�W�D�Q�M�X���L���W�U�D�Q�V�S�R�U�W�X���S�U�R�W�H�L�Q�D (Craig i sur., 1993), 

ali su se rezultati pokazali negativnima. Na �N�U�D�M�X���� �S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�� �M�H temperaturni utjecaj tijekom 

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

�Q�D�� ������ �ƒ�&�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� ������ �ƒ�&�� �Q�D�N�R�Q�� �G�R�G�D�W�N�D�� �,�3�7�*-a. Prema literaturnim podacima (Farewell i 
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Neidhardt, 1998) stopa efektivnosti rada ribosoma tokom elongacije polipetidnih lanaca pada 

smanjenjem temperature. Stoga �E�L���Q�D���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�P�D���R�G���������ƒ�&���S�U�R�G�X�N�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Qa bila manja 

�ã�W�R�� �E�L�� �I�D�Y�R�U�L�]�L�U�D�O�R prihod proteina His-BPM1�' BTB i His-BPM1�' SPOP �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �Q�M�L�K�R�Y�H 

t�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���� �G�R�N�� �E�L�� �Q�D�� �W�H�P�S�U�D�W�X�U�D�P�D�� �R�G�� ������ �ƒ�&�� �S�U�R�G�X�N�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �E�L�O�D�� �Y�H�ü�D��uslijed v�H�ü�H��

efektivnosti ribosoma �ã�W�R�� �E�L�� �I�D�Y�R�U�L�]�L�U�D�O�R�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��niske stope ekspresije. Nijedna 

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�Q�D���R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�D���Q�L�M�H���X�W�M�H�F�D�O�D���Q�D���X�V�S�M�H�ã�Q�X���L�Q�G�X�N�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�L�V-BPM1�' BTB i His-

BPM1�' SPOP.  

    �2�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �S�R�N�X�ã�D�Y�D�Q�D�� �M�H�� �L uzgojem �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �W�L�S�R�Y�L�P�D�� �Y�L�V�R�N�R�� �K�U�D�Q�M�L�Y�L�K��

�P�H�G�L�M�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���7�%���L�������î���<�7���W�H���G�R�G�D�W�N�R�P���D�G�L�W�L�Y�D���L�]���L�V�W�L�K���U�D�]�O�R�J�D���V�S�R�P�H�Q�X�W�L�K���X���V�H�N�F�L�M�L������������������

�D�O�L���Q�L�M�H�G�D�Q���S�R�N�X�ã�D�M���V�H���Q�L�M�H���S�R�N�D�]�D�R���H�I�H�N�W�L�Y�Q�L�P�����â�W�R�Y�L�ã�H�����G�R�G�D�W�D�N���R�V�P�R�O�L�W�D���N�D�R���ã�W�R���V�X���E�H�W�D�L�Q���L��

�J�O�L�F�H�U�R�O���V�X���M�R�ã���Y�L�ã�H���V�P�D�Q�M�Lji cjelokupnu proteinsku ekspresiju u odnosu na o�V�W�D�O�H���W�U�H�W�P�D�Q�H���ã�W�R��

je suprotno literaturnim podatcima (Kopp i sur., 2017; Leibly i sur., 2011) dok promjena medija 

nije utjecala na promjenu ekspresije proteina. �7�D�N�R�ÿ�H�U�����E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L���V�R�M�H�Y�L��E. coli BL21 (DE) i 

Rosetta (DE3) nisu utjecali na ekspresiju proteina s His-privjeskom. Potencijalno se ekspresija 

�P�R�å�H���S�U�R�P�L�M�H�Q�L�W�L���X�N�R�O�L�N�R���V�H���N�R�U�L�V�W�L���Q�H�N�L���G�U�X�J�L���H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�L���S�D�U�W�Q�H�U���S�R�S�X�W���V�R�M�H�Y�D��E. coli NiCo21 

���'�(������ �N�R�M�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�� �S�U�L�K�R�G�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �V��His-privjeskom (https://www.neb.com), 

�6�+�X�I�I�O�H�� �7���� �N�R�M�L�� �S�U�R�P�R�Y�L�U�D�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �G�L�V�X�O�I�L�G�Q�L�K�� �Y�H�]�D�� �X�� �U�H�G�X�N�F�L�M�V�N�R�P�� �R�N�R�O�L�ã�X��

(https://www.neb.com) ili Origami (DE3) u kojima se javlja proteinski prihod �������S�X�W�D���Y�H�ü�L���X��

odnosu na ostale ekspresijske sojeve (Prinz i sur., 1997).  

    Potencijalan razlog nestabilnosti delecijskih varijanta His-�%�3�0���� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �X�V�O�L�M�H�G��

aminokiselinske sekvence proteina. Proteini koji su bogati aminokiselinama Arg, Lys, Leu, 

Phe, Tyr i Trp na N-�W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�R�P���N�U�D�M�X���V�X���S�R�G�O�R�å�Q�L���G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�L���W�H���E�L���]�D�P�M�H�Q�D���R�Y�L�K���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D��

potencijalno stabilizirala protein (Hosur i sur., 2014). Protein BPM1 sam po sebi nije bogat 

ovim aminokiselinama na N-terminalnom kraju, ali ukoliko se uklonira ispred His-privjeska, 

njegov �R�N�Y�L�U�� �þ�L�W�D�Q�M�D�� �S�R�V�W�D�M�H�� �G�X�O�M�L�� �W�H�� �V�H �R�E�R�J�D�ü�X�M�H�� �V�H�� �R�Y�L�P�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�P�D����Bilgimol i sur. 

(2015) �V�S�R�P�L�Q�M�X���L���Y�D�å�Q�R�V�W���X���R�G�D�E�L�U�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�V�N�R�J���Y�H�N�W�R�U�D�����6�W�U�X�N�W�X�U�Q�H���M�H�G�L�Q�L�F�H���Y�H�N�W�R�U�D���L�P�D�M�X��

velik utjecaj na proteinski prihod s obzirom da �R�G�U�H�ÿ�X�M�X�� �S�R�]�L�F�L�M�X vezanja kodona, broj i 

�X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W��kodona START i STOP �W�H�� �W�H�U�P�L�Q�D�W�R�U�D���� �0�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �G�D�� �Y�H�N�W�R�U�� �S�(�7-53-DEST ne 

odgovara za idealnu ekspresiju delecijskih varijanta proteina His-BPM1 te da se gen BPM1 

treba ugraditi u neki drugi plazmid koji eksprimira His-privjesak no to je potrebno provjeriti 

�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �X�N�R�O�L�N�R�� �M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �+�L�V-�%�3�0���� �W�R�N�V�L�þ�D�Q�� �]�D�� �E�D�N�W�Hrije, potrebno je 

�N�R�U�L�V�W�L�W���S�U�R�P�R�W�R�U���N�R�M�L���L�P�D���V�O�D�E�L�M�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�����6�X�S�U�R�W�Q�R���W�R�P�H���P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���V�H���S�U�R�W�H�L�Q���+�L�V-BPM1 

�S�U�L�U�R�G�Q�R���V�O�D�E�R���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D���W�H���G�D���M�H���S�R�W�U�H�E�Q�R���N�R�U�L�V�W�L�W�L���S�U�R�P�R�W�R�U���V�D���M�D�þ�R�P���H�N�V�S�U�H�V�L�M�R�P���N�D�N�R���E�L���V�H��



82 
 

optimizirao proteinski prihod. Od ostalih problema niske ekspresije proteina, Bilgimol i sur. 

���������������V�S�R�P�L�Q�M�X���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���Q�H�N�R�P�S�D�W�L�E�L�O�Q�R�V�W�L���N�R�G�R�Q�D���J�H�Q�D���R�G���L�Q�W�H�U�H�V�D���V�D���G�R�P�D�ü�L�Q�V�N�L�P���W�5�1�$��

�Q�R���R�Y�D�M���S�U�R�E�O�H�P���V�H���S�R�N�X�ã�D�R���S�U�H�Y�O�D�G�D�W�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���V�R�M�D���5�R�V�H�W�W�D���N�R�M�D��s plazmidom pRARE no 

�Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R��po�E�R�O�M�ã�D�Q�M�D proteins�N�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���� �â�W�R�� �V�H�� �W�L�þ�H�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �P�5�1�$���� �X�R�þ�H�Q�� �M�H��

potencijalan problem formiranja sekundarnih struktura u mRNA molekulama ovih proteina. 

Prema programu RNAfold WebServer (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-

bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi������ �þ�L�Q�L�� �V�H�� �G�D�� �P�5�1�$�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �+�L�V-BPM1�' SPOP i 

His-BPM1�' �%�7�%���I�R�U�P�L�U�D�M�X���L�]�Q�L�P�Q�R���S�X�Q�R���V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D���S�R�S�X�W���X�N�R�V�Q�L�F�D���L���R�P�þ�D���ã�W�R���E�L��

�P�R�J�O�R���R�W�H�å�D�Y�D�W�L���S�U�R�F�H�V���W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H���L�D�N�R���R�Y�D���S�R�M�D�Y�D���Y�U�O�R��vjerojatno nije glavni razlog njihove 

�Q�H�X�V�S�M�H�ã�Q�H indukcije.  

    �3�R�V�O�M�H�G�Q�M�L�� �S�R�N�X�ã�D�M�� �R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �M�H�� �L�V�S�U�R�E�D�Q�� �S�U�R�P�M�H�Q�R�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��

IPTG-�D�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��His-BPM1�' SPOP. �8�N�R�O�L�N�R�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�� �S�U�H�Y�L�ã�H��

proteina od koji�K�� �M�H�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �Q�H�E�L�W�Q�D�� �]�D�� �U�D�V�W�� �L��osnovni metabolizam���� �M�D�Y�L�W���ü�H�� �V�H�� �V�X�S�U�H�V�L�M�D�� �U�D�V�W�D 

(Malakar i Venkatesh, 2012), a time i manji prihod proteina od interesa. Kako se ne bi javio 

ovaj problem, za indukciju proteina �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �Q�L�å�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �,�3�7�*-a, ali 

smanjenje koncentracije s 1 mM na 0,5 mM nije pomoglo u indukciji His-BPM1�' SPOP.  

    �8�N�R�O�L�N�R�� �V�H�� �å�H�O�L�� �U�D�G�L�W�L�� �V�� �R�Y�L�P��fuzijskim �S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D�� �X�� �E�X�G�X�ü�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H��

�U�L�M�H�ã�L�W�L�� �S�U�R�E�O�H�P indukcije. Jed�Q�R�� �R�G�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K�� �U�M�H�ã�H�Q�M�D�� �R�Y�R�J�� �S�U�R�E�O�H�P�D�� �E�L�R�� �E�L�� �G�R�G�D�W�Q�R��

fuzionirati novi privjesak na N- ili C-terminalni kraj uz His-�S�U�L�Y�M�H�V�D�N���N�R�M�L���E�L���S�R�Y�H�ü�D�R��topivost 

i stabilnost te ga kasnije odcijepiti proteazom kako bi ostao samo His-privjesak. Ovaj pristup 

�N�R�U�L�ã�Wen je u radu Morimoto i sur. (2017) gdje je protein DREB2A fuzioniran sa His i 

tioredoksin (Trx) privjeskom �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�Q �G�R�N�� �M�H�� �Q�H�X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �L�Q�G�X�F�L�Uan ukoliko je 

fuzioniran samo s His-privjeskom. S obzirom da u ovom radu nije provjerena indukcija proteina 

His-BPM1�' SPOP i His-BPM1�' �%�7�%�� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �]�D�� �D�X�W�R�L�Q�G�X�N�F�L�M�X���� �S�R�V�W�R�M�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�D�� �E�L��

�H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���X���W�R�P���P�H�G�L�M�X���E�L�O�D���X�V�S�M�H�ã�Q�L�M�D�����1�D�L�P�H�����P�H�G�L�M���]�D���D�X�W�R�L�Q�G�X�N�F�L�M�X���L�P�D���G�R�G�D�Q�X���J�O�X�N�R�]�X���X�]��

ostale izvore ugljika poput laktoze i glicerola. Glukoza smanjuje ekspresiju proteina sve dok se 

ne metabolizira pri visokim vrijednostima OD-a. Ekspresija proteina �S�R�þ�L�Q�M�H tek uslijed 

�P�H�W�D�E�R�O�L�]�L�U�D�Q�M�D�� �O�D�N�W�R�]�H�� �N�R�M�D�� �M�H�� �O�L�P�L�W�L�U�D�M�X�ü�L�� �I�D�N�W�R�U�� �H�N�Vpresije proteina. Ukoliko su proteini 

�W�R�N�V�L�þ�Q�L�� �]�D�� �V�W�D�Q�L�F�X���� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �ü�H�� �D�X�W�R�U�H�J�X�O�L�U�D�W�L�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �N�R�M�X�� �ü�H�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�W�L�� �L�� �W�L�P�H��

smanjiti nepotrebnu sintezu (Fox i Blommel, 2009).  
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4.1.4. Formiranje inkl�X�]�L�M�V�N�L�K���W�M�H�O�H�ã�D�F�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��BPM1�' MATH  �R�]�Q�D�þ�H�Q�R�J��

privjeskom His 

Protein His-BPM1�' MATH �M�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R���L�Q�G�X�F�L�U�D�Q���E�H�]���S�R�W�U�H�E�H���]�D��optimizacijom uvjeta rasta 

�L���L�O�L���L�Q�G�X�N�F�L�M�H���ã�W�R�����N�D�R���L���X���V�O�X�þ�D�M�X�����Y�D�U�L�M�D�Q�W�H���*�6�7-BPM1�' MATH, ukazuje da delecija MATH 

domene najmanje destabilizira protein. S obzirom da His-privjesak vjerojatno destabilizira 

konformaciju namatanja delecijskih varijanta proteina His-BPM1 (spomenuto u sekciji 4.1.3.), 

protein His-BPM1�' MATH je u potpunosti prisutan u talogu u obliku netopivih inkluzijskih 

�W�M�H�O�H�ã�D�F�D����Prema stranici https://protein-sol.manchester.ac.uk/ protein His-BPM1�' MATH na 

skali od 0 do 1 ima �S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Qi faktor topivosti 0,338, �ã�W�R���M�H���Q�L�V�N�D���W�R�S�L�Y�R�V�W���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���S�U�R�V�M�H�þ�Q�H��

topive proteine E. coli �N�R�M�L���L�P�D�M�X���I�D�N�W�R�U���Y�H�ü�L���R�G���������������6���R�E�]�L�U�R�P���G�D���V�H���S�U�R�W�H�L�Q���L�Q�G�X�F�L�U�D�R���X���R�E�O�L�N�X��

�L�Q�N�O�X�]�L�M�V�N�L�K���W�M�H�O�H�ã�D�F�D���N�R�M�D���V�H���M�D�Y�O�M�D�M�X���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���X�V�O�L�M�H�G���S�R�J�U�H�ã�Q�H konformacije ���0�D�U�W�t�Q�H�]-Alonso 

i sur., 2009) �Q�D�L�]�J�O�H�G���V�H���þ�L�Q�L���G�D���Q�H�P�D���S�R�W�U�H�E�H���V�R�O�X�E�L�O�L�]�L�U�D�W�L���S�U�R�W�H�L�Q��jer �Q�H���P�R�å�H���S�R�S�U�L�P�L�W�L���Q�D�W�L�Y�Q�X��

formu, ali postoje dokazi da se puno proteina �W�D�O�R�å�L���X���L�Q�N�O�X�]�L�M�V�N�D���W�M�H�O�H�ã�F�D���X���Q�D�W�L�Y�Q�R�M���I�R�U�P�L���S�U�L��

�þ�H�P�X���L���G�D�O�M�H���]�D�G�U�å�D�Y�D�M�X���V�Y�R�M�X���I�X�Q�N�F�L�M�X�����*�D�U�F�t�D-�)�U�X�L�W�y�V���L���V�X�U����������������; de Groot i Ventura, 2006; 

Peternel i sur., 2009). �3�U�R�W�H�L�Q�� �V�H�� �P�R�å�H�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �S�U�R�þ�L�V�W�L�W�L�� �Xkoliko se optimizira protokol 

solubilizacije proteina His-BPM1�' MATH �E�H�]�� �Q�D�U�X�ã�D�Y�D�Q�M�D�� �W�U�H�Q�X�W�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H����Nijedan 

neinvazivan �S�R�N�X�ã�D�M�� �R�S�W�L�P�L�]�D�F�L�M�H�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�L�� �Q�L�M�H�� �X�V�S�L�R u ovom radu. Detergent deoksiholna 

kiselina nije pomogao �X�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�Q�M�X�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�D�N�R�� �S�U�H�P�D�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�P�� �S�R�G�D�F�L�P�D��

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D���W�R�S�L�Y�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D���N�R�M�L���]�D�R�V�W�D�M�X���X���L�Q�N�O�X�]�L�M�V�N�L�P���W�M�H�þ�H�ã�F�L�P�D (Zhou i sur., 2006). Topivost 

�E�L���V�H���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���P�R�J�O�D���S�R�Y�H�ü�D�W�L���G�R�G�D�W�N�R�P���D�P�R�Q�L�M�H�Y�R�J���V�X�O�I�D�W�D��(Kramer i sur., 2012). Sulfatni 

�L�R�Q�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�X�� �Q�D�S�H�W�R�V�W�� �Y�R�G�H�� �S�D�� �V�H�� �W�H�U�P�R�G�L�Q�D�P�L�þ�N�L�� �S�U�H�I�H�U�L�U�D�� �Q�D�W�L�Y�Q�R�� �V�P�R�W�D�Q�D��

konfiguracija proteina uslijed �V�P�D�Q�M�H�Q�R�J���G�R�W�L�F�D�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���L���Y�R�G�H��(Baldwin, 1996) no 

�W�R���M�H���P�R�J�X�ü�H���V�D�P�R���X�N�R�O�L�N�R���V�X���S�U�R�W�H�L�Q�L���L�V�W�D�O�R�å�H�Q�L���X���V�Y�R�M�R�M���Q�D�W�L�Y�Q�R�M���I�R�U�P�L�����8�N�R�O�L�N�R���V�X���I�R�U�P�L�U�D�Q�D��

�S�U�D�Y�D���L�Q�N�O�X�]�L�M�V�N�D���W�M�H�O�H�ã�F�D���N�R�M�D���L�P�D�M�X���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���S�R�M�D�Y�X���V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D���‰-�Q�D�E�R�U�D�Q�L�K���S�O�R�þ�D����

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

proteine u konformacijski odmotan polipeptidni lanac koji bi se morao raznim protokolima 

�S�R�N�X�ã�D�W�L���Q�D�P�R�W�D�W�L��(Ventura, 2005).  

    �1�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�X�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�� �X�W�M�H�þ�X�� �X�Q�X�W�D�U�Q�Mi faktori (Zhou i sur., 2006) od kojih je �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�D��

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�D���V�W�U�X�N�W�X�U�D�����5�L�q�V-kautt i Ducruix, 1997; Schein, 1993). Negativne aminokiseline 

p�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X���W�R�S�L�Y�R�V�W����Protein His-BPM1�' MATH ima ukupno 10% negativnih aminokiselina u 

�S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�M�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �S�U�H�Q�L�V�N�L�� �X�G�L�R�� �G�D�� �E�L�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �E�L�O�D�� �Y�H�O�L�N�D����S 

�R�E�]�L�U�R�P���G�D���S�U�R�P�M�H�Q�D���K�L�G�U�R�I�R�E�Q�L�K���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�H���P�L�M�H�Q�M�D���þ�L�W�D�Y�X���N�R�Q�Iormaciju i/ili 
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funkciju pr�R�W�H�L�Q�D���� �M�H�G�Q�R�� �R�G�� �P�R�J�X�ü�L�K �U�M�H�ã�H�Q�M�D�� �E�L�O�R�� �E�L�� �F�L�O�M�D�W�L�� �K�L�G�U�R�I�L�O�Q�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �N�R�M�H�� �Q�H��

favoriziraju proteinsku topivost �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �D�V�S�D�U�D�J�L�Q���� �J�O�X�W�D�P�L�Q���� �W�U�H�R�Q�L�Q���� �O�L�]�L�Q�� �L�� �D�U�J�L�Q�L�Q i 

zamijeniti ih hidrofilnim aminokiselinama koje to podupiru poput aspartata, glutamata i serina 

(Trevino i sur., 2008). �â�W�R���V�H���W�L�þ�H��vanjskih faktora �N�R�M�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D���W�R�S�L�Y�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D��(Zhou i sur., 

2006), �X���R�Y�R�P���U�D�G�X���V�H���R�V�L�P���G�R�G�D�W�N�D���R�V�P�R�O�L�W�V�N�L�K���D�G�L�W�L�Y�D���W�R�S�L�Y�R�V�W���S�R�N�X�ã�D�O�D���S�R�Y�H�ü�D�W�L���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�P��

temperature tijekom indukcije te hladnim tretmanom pri �����ƒ�&�����,�D�N�R���O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L���S�R�G�D�F�L���S�U�H�G�O�D�å�X��

da topivost proteina raste �S�U�L���Q�L�å�L�P���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�P�D����Smialowski i sur., 2007; Vera i sur., 2007), 

primijenjene modifikacije temperature nisu promijenile topivost proteina His-BPM1�' MATH.  

   �1�H�N�D�� �R�G�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K�� �U�M�H�ã�H�Q�M�D�� �S�U�R�E�O�H�P�D�� �Q�H�W�R�S�L�Y�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �+�L�V-BPM1�' MATH bila bi 

�S�U�R�P�M�H�Q�D���G�R�P�D�ü�L�Q�D, ekspresija proteina uz dodatan �S�U�L�Y�M�H�V�D�N���N�R�M�L���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���W�R�S�L�Y�R�V�W�����H�N�V�S�U�H�V�L�M�D��

u in vitro sustavu te solubilizacija denaturantima (Vallejo i Rinas, 2004). Paraskevopoulou i 

Falcone (2018) �S�U�H�G�O�D�å�X�� �G�D�� �M�H�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �N�R�M�L�P�� �S�U�L�Y�M�H�V�F�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�� �W�R�S�L�Y�R�V�W�� �E�D�]�L�U�D�Q�� �Q�D��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�X���X�N�X�S�Q�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J���Q�D�E�R�M�D���X�V�O�L�M�H�G���þ�H�J�D���V�H���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�M�X���Rdbojne elektrostatske sile 

�L�]�P�H�ÿ�X���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���þ�L�P�H���R�Q�L���S�R�V�W�D�M�X���W�R�S�O�M�L�Y�L�M�L�����2�G���Q�D�M�þ�H�ã�ü�L�K���S�U�L�Y�M�H�V�D�N�D���N�R�M�L���S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X��

�W�R�S�L�Y�R�V�W���S�U�H�G�O�D�å�X���I�X�]�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���V�D���*�6�7, Trx, MBP i SUMO (engl. Small Ubiquitin-Related 

Modifier) privjescima �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�H��oni mogu odcijepiti kako bi ostao samo privjesak od 

interesa. Za His-privjesak su �3�D�U�D�V�N�H�Y�R�S�R�X�O�R�X���L���)�D�O�F�R�Q�H�����������������X�R�þ�L�O�L���G�D���V�P�D�Q�M�X�M�H���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���L��

topivost nekih proteina ukoliko se koristi kao samostalna fuzija na proteinu. �â�W�R�� �V�H�� �W�L�þ�H��

resolubilizacije inkluzijski�K�� �W�M�H�O�H�ã�D�F�D���� �9�D�O�O�H�M�R�� �L�� �5�L�Q�D�V�� �������������� �S�U�H�G�O�D�å�X�� �S�U�R�W�R�N�R�O�� �]�D��

resolubilizaciju in vivo tretmanom gvanidin hidrokloridom i ureom te uklanjanjem nepotrebnih 

proteina iz inkluzija lizozim-EDTA tretmanom uz dodatak detergenta Triton-�;�����1�D�N�R�Q���ã�W�R���E�L��

se protein solubilizirao potrebno bi bilo djelovati tretmanom koji bi potaknuo pravilno 

uspostavljanje konformacije. Neki od tretmana koje spominju su direktna dilucija, uklanjanje 

denaturanta kontrolirano membranom, kromatografske metode namatanja, dodatak L-arginina 

�L���P�L�F�H�O�D���W�H���O�L�S�R�V�R�P�D���N�D�R���S�R�P�R�ü�Q�L�N�D���X���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�P���Q�D�P�D�W�D�Q�M�X��i �G�R�G�D�W�D�N���ã�D�S�H�U�R�Q�D���L���ã�D�S�Hronina. 

�8�N�R�O�L�N�R���Q�L�M�H�G�Q�D���R�G���R�Y�L�K���P�H�W�R�G�D���Q�H���E�L���E�L�O�D���X�V�S�M�H�ã�Q�D�����S�U�R�W�H�L�Q���+�L�V-BPM1�' MATH se potencijalno 

�P�R�å�H���L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L���X���V�X�V�W�D�Y�X��in vitro �N�D�R���ã�W�R���M�H���Q�S�U�����5�D�S�L�G���7�U�D�Q�V�O�D�W�L�R�Q���6�\�V�W�H�P�����5�7�6���������������5�R�F�K�H��

�0�R�O�H�F�X�O�D�U�� �%�L�R�F�K�H�P�L�F�D�O�V���� �J�G�M�H�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�D�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �G�X�O�M�D�� �Rd 24 h uz vjerojatno 

�G�U�X�J�D�þ�L�M�X���H�I�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W���W�R�S�L�Y�R�V�W�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���V���R�E�]�L�U�R�P���G�D���X�]�J�R�M���X���G�R�P�D�ü�L�Q�X���X�W�M�H�þ�H���Q�D���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H��

pravilne konformacije proteina (redoks uvjeti citoplazme) (Martin i sur., 2001).  
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�����������.�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���*�6�7���%�3�0�����L���Q�M�H�J�R�Y�L�K��

�G�H�O�H�F�L�M�V�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�Q�W�D���V���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�V�N�L�P���S�D�U�W�Q�H�U�L�P�D��

�'�0�6�������5�'�0�����L���+�%�� 

Metoda kopurifikacije je in vitro �P�H�W�R�G�D���N�R�M�D���V�H���N�R�U�L�V�W�L���]�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q-

�S�U�R�W�H�L�Q���� �0�H�W�R�G�D�� �V�H�� �N�R�P�E�L�Q�L�U�D�� �V�� �P�H�W�R�G�R�P�� �G�Y�D�M�X�� �N�Y�D�ã�þ�H�Y�D�� �K�L�E�U�L�G�D�� ���H�Q�J�O���� �<�H�D�V�W�� �7�Z�R�� �+�\�E�U�L�G����

�<���+������ �X�� �N�R�M�R�M�� �V�H�� �þ�H�V�W�R�� �M�D�Y�O�M�D�� �S�U�R�E�O�H�P�� �O�D�å�Q�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �ã�W�R�� �þ�L�Q�L�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�X�� �G�Y�L�M�X��

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

4.2.1. Kopurifikacija proteina GST -BPM1 i njegovih delecijskih varijanta s 

proteinom His-HB6 

�,�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�%�����L���%�3�0�����M�H���X�V�S�M�H�ã�Q�R���G�R�N�D�]�D�Q�D���X���/�H�F�K�Q�H�U���L���V�X�U���������������������.�D�N�R���E�L���V�H��

potvrdilo da je mehan�L�]�D�P�� �X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �+�%���� �E�D�]�L�U�D�Q�� �Q�D�� �Q�M�H�J�R�Y�R�P�� �R�E�L�O�M�H�åavanju 

ubikvitinom i degradacijom (Lechner i sur., 2011) bitno je potvrditi da je interakcija proteina 

�+�%���� �V�� �S�U�R�W�H�L�Q�R�P�� �%�3�0���� �S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�D�� �Q�M�H�J�R�Y�R�P�� �G�R�P�H�Q�R�P�� �0�$�7�+���� �3�R�ã�W�R�� �M�H��sugerirano da 

protein BPM1 ima i aktivnost neovisnu o kulinu 3  (Leljak-�/�H�Y�D�Q�L�ü���L���V�X�U�������������������P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D��

BPM1, �R�V�L�P�� �ã�W�R�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �+�%���� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�R�P�� �X�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�L�� �L�� �ã�D�O�M�H�� �J�D�� �Q�D�� �G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�X��

ovisnu o kulinu 3, reusmjerava DDR kompleks puta RdDM na poziciju na genomu �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X��

pozicijom �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�R�J�� �I�D�N�W�R�U�D�� �+�%���� �W�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �X�W�L�ã�D�Y�D�� �Q�M�H�J�R�Y�H�� �F�L�O�M�Q�H�� �J�H�Q�H. Uslijed 

izrazito niske proteinske koncentracije i nestabilnosti proteina His-�+�%���� �Q�L�M�H�G�D�Q�� �S�R�N�X�ã�D�M��

�N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�H���Q�L�M�H���E�L�R���X�V�S�M�H�ã�D�Q����U kopurifikaciji je bila vidljiva samo pozitivna kontrola HB6. 

Dokaz da je �N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D���Q�H�X�V�S�M�H�ã�Q�D���X�V�O�L�M�H�G���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H���G�H�J�U�D�G�D�F�L�M�H���L���L�O�L���S�U�H�V�O�D�E�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��

proteina da se detektira na filmu jesu negativni signali u nevezanim frakcijama. Naime, protein 

bi u nevezanim frakcijama trebao biti prisutan neovisno o afinitetu vezanja na mamac�����7�D�N�R�ÿ�H�U��

pozitivna kontrola HB6-BPM1 pokazuje negativan signal �ã�W�R���R�Y�H���U�H�]�X�O�W�D�W�H���N�R�S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�H���þ�L�Q�L��

ne validnim�����/�H�F�K�Q�H�U���L���V�X�U�������������������S�U�H�G�O�D�å�X���G�D���M�H���J�O�D�Y�Q�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���X�W�L�ã�D�Y�D�Q�M�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���+�%����

proteinskom degradacijom usmjerenom ubikvitinom s obzirom da su detektirani signali 

ubikvitina na proteinu HB6. Autori �W�D�N�R�ÿ�H�U���S�U�H�G�O�D�å�X���G�D���M�H���G�R�P�H�Q�D���0�$�7�+���Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�D���X���Y�H�]�D�Q�M�X��

�S�U�R�W�H�L�Q�D���+�%�������.�D�N�R���E�L���V�H���G�R�N�D�]�D�O�R���N�R�M�D���M�H���G�R�P�H�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����Y�D�å�Q�D�����S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���S�R�Q�R�Y�L�W�L��

ovu reakciju kopurifikacije. Reakcija bi potencijalno uspjela ukoliko bi se �]�Q�D�þ�D�M�Q�R �S�R�Y�H�ü�D�O�D��

koncentracija �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �]�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�X�� �U�H�D�N�F�L�M�X���� �.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �E�L�� �V�H�� �P�R�J�O�D�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L��
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�G�R�G�D�W�Q�L�P���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H�P���+�L�V-�+�%�����Q�D�N�R�Q���S�U�Y�H���S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�H���þ�L�P�H���E�L���V�H���X�N�O�R�Q�L�O�D���Y�H�ü�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D��

�N�R�M�L���V�H���Y�H�å�X���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���]�D���1�L-NTA matricu, ili optimizacijom metode indukcije kako bi bio 

�Y�H�ü�L���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���S�U�L�K�R�G �ã�W�R���M�H���Y�H�ü���S�U�H�G�O�R�å�H�Q�R���X���V�H�N�F�L�M�L�������������� 

4.2.2. Kopurifikacija proteina GST -BPM1 i njegovih delecijskih varijanta s 

proteinom His-DMS3 i His-RDM1 

�'�R�V�D�G�D�ã�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��interakcijskih odnosa �V�X�� �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �E�D�]�L�U�D�Q�D�� �Q�D�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L�� �S�U�R�Weina 

BPM1 s transkripcijskim faktorima (Weber i Helman., 2009; Lechner, 2011; Chen i sur., 2013, 

2015; Morimoto i sur., 2017���� �G�R�N�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �S�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�Q�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D (Bauer i sur., 2014) i 

�R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�L�K�� �G�L�S�O�R�P�V�N�L�K�� �U�D�G�R�Y�D�� ���5�H�Q�G�X�O�L�ü���� ������������ �7�R�N�L�ü���� ������������ �S�U�H�G�O�D�å�X�� �G�D�� �%�3�0���� �P�R�å�H��

interagirati i s proteinima DMS3 odnosno RDM1 koji sudjeluju u putu RNA usmjerene DNA 

metilacije u vrste Arabidopsis thaliana (Wierzbicki i sur., 2012). S obzirom da su interakcije 

�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �'�0�6���� �L�� �%�3�0���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �5�'�0���� �L�� �%�3�0���� �G�R�N�D�]�D�Q�H�� �X�� �S�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�Q�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��

metodom TAP (engl. Tandem Affinity Purification���� �L�� �<���+�� �W�H�� �X�� �7�R�N�L�ü�� �������������� �P�H�W�R�G�R�P��

kopurifikacije, GST-�%�3�0�����M�H���V�O�X�å�L�R��kao pozitivna kontrola vezanja za proteine DMS3 i RDM1 

u ovom radu���� �8�� �5�H�Q�G�X�O�L�ü�� ������������ je �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �Sokazana interakcija proteina DMS3 i BPM1 

�P�H�W�R�G�R�P���E�L�P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�H���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�F�L�M�H�����2�Y�D�M���U�D�G���V�H���E�D�]�L�U�D���Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��

interakcije domena MATH, BTB i SPOP s navedenim partnerima kako bi se bolje shvatilo koja 

�G�R�P�H�Q�D���Y�H�å�H���S�U�R�W�H�L�Q���'�0�6�����R�G�Q�R�V�Q�R���5�'�0�������6���R�E�]�L�U�R�P���G�D��je subdomena SPOP razdvojena od 

subdomene BTB u ovom radu po prvi puta, ne postoje pubilicirani radovi s kojima bi se 

usporedili rezultati vezani uz ovu domenu osim prelimin�D�U�Q�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���U�D�ÿ�H�Q�R�P���X���V�X�V�W�D�Y�X��

Y2H ���-�D�J�L�ü���L���V�X�U., neobjavljeno). Rezultati reakcije kopurifikacije proteina DMS3 i BPM1 su u 

skladu s �S�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�Q�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P interakcija u kvascima. Na temelju dobivenih rezultata 

�þ�L�Q�L���V�H���G�D����delecija domene MATH �R�Q�H�P�R�J�X�ü�X�M�H��vezanje proteina BPM1 za DMS3. �8���7�R�N�L�ü��

���������������V�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�U�H�G�O�D�å�H���G�D���M�H���G�R�P�H�Q�D���0�$�7�+ �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�D��domena za vezanje proteina DMS3. 

�1�D�M�M�D�þ�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D��je postignuta u reakciji His-DMS3 i GST-BPM1�' SPOP kod koje se �Y�H�ü�L�Q�D��

proteina DMS3 vezala za GST-BPM1�' �6�3�2�3���� �8�� �S�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�Q�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X kvantifikacije 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���V�X�V�W�D�Y�R�P���G�Y�D�M�X���N�Y�D�ã�þ�H�Y�L�K���K�L�E�U�L�G�D�����-�D�J�L�ü���L���V�X�U�������Q�H�R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�R����s�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���X�R�þ�D�Y�D���M�D�N��

signal interakcije proteina DMS3 i BPM1�' SPOP, ali �Q�L�M�H�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�D razlika u intenzitetu 

interakcije u odnosu na BPM1�' BTB. U ovom radu se �S�U�L�P�M�H�ü�X�M�H���G�D���M�H���Y�H�]�D�Q�M�H���+�L�V-DMS3 i 

GST-BPM1�' BTB slabije u odnosu na vezanje His-DMS3 i GST-BPM1�' SPOP �E�X�G�X�ü�L���G�D���M�H���X 

�V�O�X�þ�D�M�X���G�H�O�H�F�L�M�H���G�R�P�H�Q�H���%�7�% �Y�H�O�L�N�D���N�R�O�L�þ�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���'�0�6����zaostajala u nevezanoj frakciji. 

Kako bi se provjerila preferencija vezanja DMS3 za BPM1�' SPOP odnosno BPM1�' BTB 
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trebalo bi ponoviti reakcije kopurifikacije sa ekvimolarnim koncentracijama proteina mamaca. 

�1�D�L�P�H�����P�R�J�X�ü�H���M�H da je u ovom radu protein BPM1�' SPOP �E�L�R���N�R�U�L�ã�W�H�Q���X���Y�L�ã�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L 

nego protein BPM1�' BTB. �%�X�G�X�ü�L���G�D���S�U�R�W�H�L�Q�H���*�6�7-BPM1�' SPOP i GST-BPM1�' BTB nisam 

detekirao na membrani pretpostavlja se da je njihova masa u eksperimentu bila  manja od 10 

�Q�J���R�E�]�L�U�R�P���G�D���V�H���&�%�%���E�R�M�R�P���P�R�J�X���G�H�W�H�N�W�L�U�D�W�L���V�D�P�R���P�D�V�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���Y�H�ü�H���R�G���������Q�J��(Gauci i sur., 

2011)�����ã�W�R���R�Q�H�P�R�J�X�ü�D�Y�D���X�V�S�R�U�H�G�E�X���D�I�L�Q�L�W�H�W�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H������������ 

    Rezultati ove kopurifikacije sugestiraju da se protein DMS3 p�U�H�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���Y�H�å�H��na domenu 

MATH �V���R�E�]�L�U�R�P���G�D���V�H���Q�M�H�J�R�Y���V�L�J�Q�D�O���Q�H���G�H�W�H�N�W�L�U�D���X���V�O�X�þ�D�M�X���G�H�O�H�F�L�M�H���R�Y�H���G�R�P�H�Q�H�����3�R�ã�W�R���G�R�P�H�Q�D��

MATH ima ulogu u vezanju supstrata kako bi se mogao ubikvitinirati �L���W�L�P�H���S�R�V�W�D�W�L���R�]�Q�D�þ�H�Q���]�D��

degradaciju ovisnu o ubikvitinu (Pintard i sur., 2003) ovo b�L���X�S�X�ü�L�Y�D�O�R���G�D���V�H���%�3�0�����X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L��

�V�� �S�U�R�W�H�L�Q�R�P�� �'�0�6���� �S�R�Q�D�ã�D�� �N�D�R��posrednik proteinske degradacije���� �7�R�� �E�L�� �]�Q�D�þ�L�O�R�� �G�D�� �S�U�R�W�H�L�Q��

BPM1 djeluje kao potencijalan negativan regulator puta RdDM mehanizmom u kojem smanjuje 

koncentraciju proteina DMS3. �3�U�H�P�D�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�P�� �S�R�G�D�F�L�P�D�� �'�0�6���� �L�� �R�V�W�D�O�L�� �þ�O�D�Q�R�Y�L�� �'�'�5��

�N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �S�R�W�L�þ�X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�D�� �]�D�� �P�H�W�L�O�D�F�L�M�X�� �'�1�$�� ���:�L�H�U�]�E�L�F�N�L�� �L�� �V�X�U������ �������������� �ã�W�R�� �E�L��

�L�ã�O�R���X���S�U�L�O�R�J��spomenute hipoteze.  

    Rezultati kopurifikacije delecijskih varijanta GST-BPM1 s His-RDM1 pokazuju da protein 

His-�5�'�0�����L�Q�W�H�U�D�J�L�U�D���V�D���V�Y�L�P���G�R�P�H�Q�D�P�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���%�3�0�����W�H���V�H���þ�L�Q�L���G�D���G�H�O�H�F�L�M�D���G�R�P�H�Q�H���0�$�7�+��

�Q�H���X�W�M�H�þ�H���Q�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X���Y�H�]�D�Q�M�D����Preliminarna �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�N�D�]�X�M�X���G�D���5�'�0�����S�U�H�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R��

�Y�H�å�H�� �G�R�P�H�Q�X�� �%�7�%���� �D�� �Q�H�� �0�$�7�+�� �ã�W�R�� �E�L�� �]�Q�D�þ�L�O�R�� �G�D�� �%�3�0�� ne djeluje kao supstrat-�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L��

adapter za ubikvitinaciju RDM1 ���-�D�J�L�ü�� �L�� �V�X�U������ �Q�H�R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�R��. Ovaj rezultat ukazuje na to da 

�%�3�0�����P�R�å�H���L�P�D�W�L���X�O�R�J�X���Q�H�R�Y�L�V�Q�X���R���X�V�P�M�Hravanju proteina u degradaciju putem kulina 3. 
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�������=�$�.�/�-�8�ý�$�. 
�8�V�S�M�H�ã�Q�R�� �M�H��konstruirano 6 plazmida koji kodiraju za His- odnosno GST- fuzijske 

rekombinantne proteine BPM1, BPM1�' MATH, BPM1�' BTB i BPM1�' SPOP u vektorima 

pET-53-DEST odnosno pGEX-4T-1. �,�Q�G�X�N�F�L�M�D�� �L�� �S�X�U�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K�� �*�6�7- 

�S�U�L�Y�M�H�V�N�R�P���M�H���E�L�O�D���X�V�S�M�H�ã�Q�D���L���R�S�Wimizirana u bakterijskom soju E. coli BL21 (DE3) i upotrebom 

�P�H�G�L�M�D�������î���<�7���� 

�8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �K�L�V�W�L�G�L�Q�V�N�R�J�� �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �%�3�0���� �L�� �Q�M�H�J�R�Y�L�K�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �M�H�� �E�L�O�D��

inducirana samo varijanta His-BPM1�' �0�$�7�+�����D�O�L���M�H���Q�M�H�]�L�Q�R���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���E�L�O�R���R�W�H�å�D�Q�R���� 

Interakcija proteina BPM1, BPM1�' MATH, BPM1�' BTB i BPM1�' SPOP sa induciranim i 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D���'�0�6���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �5�'�0���� �M�H�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D�� �P�H�W�R�G�R�P��

kopurifikacije. Dobiveni rezultati ukazuju da je domena MATH krucijalna za vezanje proteina 

DMS3, dok intera�N�F�L�M�D�� �V�� �S�U�R�W�H�L�Q�R�P�� �5�'�0���� �Q�H�� �R�Y�L�V�L�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �Q�L�W�L�� �R�� �M�H�G�Q�R�M�� �G�R�P�H�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��

BPM1.  

�,�D�N�R�� �E�L�� �Q�D�M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�L�M�D�� �P�R�J�X�ü�D�� �X�O�R�J�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �%�3�0���� �X�� �S�U�R�F�H�V�X�� �5�GDM bila regulacija 

proteasomske razgradnje proteina DMS3, vjerojatnost navedenog mehanizma umanjuje visoka 

stabil�Q�R�V�W���L���S�U�H�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���S�R�M�D�Y�O�M�L�Y�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���'�0�6�����L���5�'�0�����X���N�R�P�S�O�H�N�V�X�����/�R�U�N�R�Y�L�ü���L���V�X�U������

2012). 

    �6�W�R�J�D�� �M�H�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �S�U�H�G�O�R�å�H�Q�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �N�R�M�L�� �S�R�G�U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D��

istovremenu interakciju proteina BPM1 sa partnerima RDM1 i DMS3. Prema njemu stabilan 

kompleks DMS3-RDM1 interagira vezivanjem proteina DMS3 s domenom MATH dok 

domene BTB i SPOP dodatnom interakcijom s proteinom RDM1 stabiliziraju funkcionalnu 

cjelinu BPM1-DM3-RDM1���� �=�E�R�J�� �R�N�X�S�L�U�D�Q�R�V�W�L�� �G�R�P�H�Q�D�� �R�Y�D�N�D�Y�� �N�R�P�S�O�H�N�V�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �V�W�X�S�L�W�L�� �X��

interakciju s CUL3 niti sa transkripcijskim faktorima. Stoga BPM1 ne sudje�O�X�M�H���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���X��

proteasomskoj degradaciji transkripcijskih faktora (Lechner i sur., 2012, Chen i sur., 2013, 

�0�R�U�L�P�R�W�R���L���V�X�U������ ������������ �L�O�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���'�0�6������ �Y�H�ü���R�V�W�Y�D�U�X�M�H���V�Y�R�M�X���I�X�Q�N�F�L�M�X���X���V�N�O�R�S�X kompleksa 

BPM1-DMS3-RDM1 odnosno kompleksa DDR, u putu RdDM-a.  

�6�X�G�M�H�O�X�M�X�� �O�L�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�� �I�D�N�R�U�L�� �X�� �Q�D�Y�R�ÿ�H�Q�M�X�� �� �N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �%�3�0��-DMS3-RDM1 na 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �O�R�N�X�V�H�� �Q�D�� �J�H�Q�R�P�H���� �E�D�O�D�Q�V�L�U�D�M�X�ü�L�� �W�D�N�R�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�X�� �L�� �P�H�W�L�O�L�D�F�L�M�V�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��

�S�U�H�G�P�H�W���M�H���E�X�G�X�ü�L�K���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� 
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Slika I. Vektorske mape plazmida A) pET-28a(+)-�'�0�6���� ���/�R�U�N�R�Y�L�ü�� �L�� �V�X�U������ ������������ �%���� �S�(�7-28a(+)-

RDM1 i C) pPROEx-Htb-�+�%�������7�R�N�L�ü������������������ 
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Slika II.  Vektorske mape plazmida A) pET-53-DEST-BPM1 B) pET-53-DEST-�%�3�0���û�%�7�% C) 

pET-53-DEST-�%�3�0���û�0�$�7�+ i D) pET-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3���� 
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Slika III.  Restrikcijsko cijepanje A) plazmida pET-53-DEST-�%�3�0���û�6�3�2�3�� �H�Q�]�L�P�R�P�� �(�F�R�������, 

���X�V�S�M�H�ã�Q�R�� i XbaI ���Q�H�X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �%���� �%�3�0���û�6�3�2�3�� �3�&�5�� �S�U�R�G�X�N�W�D�� ������������ �S�E���� �H�Q�]�L�P�R�P�� �;�E�D�,���� �9�H�O�L�þ�L�Q�H��

pocijepanih fragmenata u parovima baza prikazane su povrh svakog  fragmenta. Brojevi 1-2 oznacavaju 

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�H�� �L�]�R�O�D�F�L�M�H�� �S�O�D�]�P�L�G�D����Oznaka �S�E�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �*�H�Q�H�� �5�X�O�H�U�� ���� �N�E�� �'�1�$��

Ladder.. 
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Slika IV. Vektorske mape plazmida A) pGEX-4T-1-BPM1 B) pGEX-4T-1-�%�3�0���û�%�7�% C) 

pGEX-4T-1-�%�3�0���û�0�$�7�+ i D) pGEX-4T-1-�%�3�0���û�6�3�2�3���� 
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Slika V. Cjeloviti gel detekcije indukcije proteina BPM1-�*�6�7���� �%�3�0���û�0�$�7�+-GST i 

�%�3�0���û�6�3�2�3-GST SDS-PAG elektroforezom. Proteini imaju teoretsku visinu od 71,02, 55,92 i 63,96 

�N�'�D���� �&�U�Y�H�Q�L�P�� �N�U�X�J�R�P�� �V�X�� �]�D�R�N�U�X�å�H�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L�� �Q�D�� �W�H�R�U�H�W�V�N�R�M�� �Y�L�V�L�Q�L���� �0�L�Q�X�V�� ��-) je 

negativna kontrola koja nije bila tretirana IPTG-�R�P���� �%�3�0���û�%�7�%-GST nije detektiran, ali je vidljiv 

parcijalni produkt translacije koji odgovara visini proteina GST (26,98 kDa). Oznaka �N�'�D�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D��

�P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U���������± 250 kDa (Thermo Scientific). 

 

Slika VI . Detekcija proteina His-DMS3 SDS-�3�$�*���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P���Q�D�N�R�Q���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D���Q�D�� 

Ni-NTA matrici (replika 3). Teorets�N�D���Y�L�V�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H �F�U�Q�R�P���V�W�U�H�O�L�F�R�P�����D���]�D�R�N�U�X�å�H�Q���M�H��

�F�U�Y�H�Q�L�P���N�U�X�J�R�P���X���W�D�O�R�J�X�����8�V�S�M�H�ã�Q�R���M�H���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q���W�H���V�H���Q�D�O�D�]�L���X���W�R�S�L�Y�R�P���R�E�O�L�N�X���X���V�X�S�H�U�Q�D�W�D�Q�W�X���L��

eluensima. Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), ciljani protein ispran sa Ni-NTA matrice (E1-

E3). Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q��Ladder, 10 �± 180 

kDa. 
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Slika VII . �'�H�W�H�N�F�L�M�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D��His-HB6 nakon SDS-PAG elektroforeze. Protein ima 

�W�H�R�U�H�W�V�N�X���Y�L�V�L�Q�X���R�G���������������N�'�D���L���R�]�Q�D�þ�H�Q���M�H���F�U�Y�H�Q�L�P���N�U�X�J�R�P���X���W�D�O�R�J�X�����R�G�Q�R�V�Q�R���F�U�Q�R�P���V�W�U�H�O�L�F�R�P����

Oznake uzoraka: talog (P), supernatant (S), nevezana frakcija (FT), ispiranja (W1 i W3), ciljani 

protein ispran sa Ni-NTA matrice (E1-E3), spojene frakcije eluensa sa promijenjenim puferskim 

sustavom (E). Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q��Ladder, 10 

�± 180 kDa. 

 

Slika VIII . Vezivanje proteina His-RDM1 na GST-BPM1 i njegove delcijske varijante (replika 1). 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �M�H�� ������ �—�O�� �P�D�P�F�D���� ������ �—�O�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �*�6�7 i Resina te ���� �—�O�� �+�L�V-�5�'�0���� �X�� �Y�R�O�X�P�H�Q�X�� �R�G�� �������� �—�O��

dopunjenim 1 �î���3�%�6-om. (Lijevo) Imunodetekcija His-RDM1-His anti-His antitijelom na teoretskoj 

visini od 22,38 kDa u reakciji kopurifikacije. His-RDM1 ima pozitivnu interakciju sa svim uzorcima 
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osim sa proteinom GST. Signal je pozitivan u reakciji s glutation sefaroznim kuglicama (engl. Resin), 

ali je intenzitet vezanja puno slabiji u odnosu na ostale proteine. Oznake: reakcija vezivanja His-RDM1 

�S�U�R�W�H�L�Q�D���Q�D���P�D�P�F�H�����%�����L���Q�H�Y�H�]�D�Q�D���I�U�D�N�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D�����)�7�������0�H�P�E�U�D�Q�D���M�H���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�D���Q�D���X�U�H�ÿ�D�M�X���&-DiGit 

Chemiluminescent Western Blot Scanner (LI-COR, BioSciences) na visokoj osjetljivosti (12 min). 

(Desno) Vizualizacija proteina mamca i plijena u reakciji kopurifikacije na PVDF membrani bojom 

�&�%�%���� �&�U�Q�L�P�� �V�W�U�H�O�L�F�D�P�D�� �V�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L�� �P�D�P�F�L�� �Q�D�� �W�H�R�U�H�W�V�N�L�P�� �Y�L�V�L�Q�D�P�D�� ���*�6�7�� ������������ �N�'�D������

Oznaka �N�'�D���R�]�Q�D�þ�D�Y�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G���3�D�J�H�5�X�O�H�U�Œ���3�O�X�V���3�U�H�V�W�D�L�Q�H�G���3�U�R�W�H�L�Q���/�D�G�G�H�U���������± 250 kDa. 
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