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1. UVOD

1.1. Osnovna obiljeZja mekusaca (Mollusca) i Skoljkasa (Mollusca: Bivalvia)

Skoljkasi (Bivalvia), s oko 9 200 opisanih vrsta, jedan su od osam razreda koljena mekusaca
(Mollusca), koji su s oko 80 000 opisanih vrsta, nakon ¢lankonozaca (Arthropoda), druga
najbrojnija skupina zivotinja. Ostali razredi mekuSaca su Solenogastres, Caudofoveata
(zajedno nazvani bezljusSturasima), jednoljusturasi (Monoplacophora), mnogoljusturasi
(Polyplacophora), koponosci (Scaphopoda), puzevi (Gatropoda) i glavonosci (Cephalopoda)
(BRUSCA, MOORE i SHUSTER, 2016).

Apomorfije koje evolucijski definiraju koljeno mekuSaca su ventralno stopalo, dorzalni
plast 1 radula (trenica), organ u usnoj Supljini koji omogucuje usitnjavanje hrane (NIELESEN,
2012). Najocitija apomorfija razreda SkoljkaSa gubitak je radule: Skoljkasi se hrane filtracijom
hranjivih Cestica iz vode. Plast mekuSaca oblaze plastanu Supljinu, u kojoj se nalaze Skrge
(koje se u mekuSaca zovu ktenidije) (SI. 1.1. 1 1.6.), 1 u koju se otvaraju crijevni i spolni otvor
te otvor metanefridija (organ za osmoregulaciju i ekskreciju). Gonade svoje produkte izvode
ili u metanefridij ili izravno u plastanu Supljinu. Osim primarne tjelesne Supljine, oblozene
ekstracelularnim matriksom, kojom struji optjecajna tekucina otvorenog optjecajnog sustava
(hemolimfa), mekuSci imaju i1 sekundarnu tjelesnu Supljinu — celom, oblozenu epitelom
mezodermalnog podrijetla (celotelom). Celom mekuSaca predstavlja perikard u kojemu se
nalazi srce. Srce je obloZeno podocitima koji omeduju filtracijske pukotine te se hemolimfa iz
srca filtrira u perikard iz kojega filtrat preuzima metanefridij (SCHMIDT-RHAESA, 2007).

Plast vecine mekuSaca stvara ljuSturu koja mozZe biti jednodijelna (jednoljusturasi,
koponosci, puzevi), sastavljena od osam plo¢ica (mnogoljusturasi), a u Skoljkasa je
dvodijelna. Ljustura mekuSaca gradena je od kalcijeva karbonata ulozenog u proteinski
matriks u slojevima i Cesto je prekrivena tankim organskim slojem koji se naziva
periostrakum, a graden je od konhina (kinonski, obojeni proteini). Ispod periostrakuma slojevi
su kalcijeva karbonata koji mogu biti razlicitih kristalnih oblika (prizmati¢ni, sfericni,
laminarni, ukriZzeni). U ve¢ine mekuSaca gornji je sloj prizmati¢an, a donji ukriZzeni, dok je u
jednoljusturasa, glavonozaca te nekih Skoljkasa i puzeva donji sloj sedefast (laminarni)(SI.
1.2.) (BRUSCA, MOORE i SHUSTER, 2016). Razlicite dijelove ljusture (periostrakum i dva
vapnenacka sloja) proizvode posebna podrucja plasta (KocorT et al., 2016), kako je prikazano
na Sl. 1.2.
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Slika 1.1. Anatomija $koljkasa vidljiva nakon uklanjanja lijeve ljusture i pripadajuceg dijela
plasta. Visceralna masa dio je tijela koji sadrzi ve¢inu probavnog, ekskrecijskog, zivéanog

sustava i srce.
Preuzeto i prilagodeno prema: BRUSCA, MOORE i SHUSTER (2016).
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Slika 1.2. Shematski prikaz prereza plasta i ljusture skoljkasa. Specifi¢na podrucja plastanog
epitela proizvode periostrakum, prizmati¢ni i sedefasti (laminarni) sloj ljusture. Zvjezdicom

(*) je oznacen izvanplastani prostor.
Preuzeto i prilagodeno prema: KocoT et al. (2016).



U skoljkaSa se dvije ljusture drze spojnim ligamentom, a njihovo zatvaranje omogucuje par
miSica zatvaraca (Sl. 1.1.). U mekanu podlogu Skoljkasi se mogu uvuéi ventralnim stopalom,
a neki se za ¢vrstu podlogu vezu bisusnim nitima (SI. 1.6.).

Plast skoljkasa na posteriornoj strani tijela oblikuje strukture koje prolaze izmedu lagano
otvorenih ljustura i omogucéuju komunikaciju zivotinje s vodenim (slatkovodnim ili morskim)
okoliSem, a zovu se sifoni (tulajice) (SI. 1.1., 1.5A i 1.6.). Dovodnim sifonom u plastanu
Supljinu ulazi voda koja opskrbljuje zivotinju hranjivim cesticama i otopljenim kisikom, a
odvodni sifon izvodi iz plastane Supljine deoksigeniranu vodu u koju svoj sadrzaj donose
crijevni otvor i otvor metanefridija (i, u nekih, zasebni spolni otvor). Neki se Skoljkasi mogu
cijeli ukopati u mekani sediment te sifonima komunicirati s vodenim okoliSem iznad sedimenta.

Parne Skrge trepetljikama Skrznog zlijeba omogucuju odabir i prijenos hranjivih Cestica
prema anteriornoj strani tijela gdje se oko usta nalaze usna pipala (S1. 1.1. i 1.6.). Ona sadrze
osjetne strukture i omogucuju odabir hrane koja ¢e u¢i u probavni sustav.

Od osjetilnih struktura, u Skoljkasa nalazimo plastana pipala (s mehanoreceptorskim i
kemoreceptorskim stanicama), obi¢no u podrucju sifona; par statocista u stopalu (organi za
ravnotezu); kemoreceptor osfradij, a neki Skoljkasi imaju fotoreceptore (oci), rasporedene duz
ruba plasta ili na sifonima (BRUSCA, MOORE | SHUSTER, 2016).

Vecina skoljkasa razdvojena je spola, a razvoj im je s li¢inackim stadijem ili izravan, bez

stadija li¢inke.



1.2. Rod Congeria — jedina stigobiontska svojta §koljkasa na svijetu i njegovi

nadzemni srodnici
1.2.1. Taksonomija i srodstveni odnosi unutar roda Congeria i porodice Dreissenidae

Porodica Skoljkasa Dreissenidae Gray in Turton, 1840 obuhvacda cetiri recentna roda:
Congeria Partsch, 1835, Dreissena van Beneden, 1835, Muytilopsis Conrad, 1857 i
Rheodreissena Geda et al., 2018 (GEDA et al., 2018). Svojti Congeria pripadaju jedini
recentni stigobiontski Skoljkasi na svijetu (BILANDZUA et al., 2013a;CULVER i PIPAN, 2009;
SKET, 2004; MORTON, VELKOVRH i SKET, 1998). Termin stigobionti oznatava vodene

organizme koji nastanjuju isklju¢ivo podzemna stanista (CULVER i PIPAN, 2009).

Premda je rod Congeria dugo bio poznat paleontolozima na temelju ljustura, slovenski je
malakolog Joze Bole 1962. godine opisao novu — i jedinu zivucu — vrstu za taj rod — Congeria
kusceri Bole, 1962, no buduéi da je njegova publikacija objavljena na slovenskom jeziku, nije
naisla na znacajan odjek u svjetskoj zoologiji pa su mnogi do 90-ih godina proslog stoljeca rod
Congeria smatrali izumrlim (MORTON, VELKOVRH i SKET, 1998). Opis biologije i anatomije
jedinog Zivuceg stigobiontskog Skoljkasa na svijetu na engleskom jeziku (MORTON, VELKOVRH
i SKET, 1998) bio je preduvjet za prepoznavanje jedinstvenosti ove svojte u svjetskoj znanosti.
Na temelju molekularne filogenetike i suptilnih morfoloskih razlika (morfologija spojnog
ligamenta ljustura), opisane su dvije nove stigobiontske vrste roda Congeria — C. jalzici Morton
i Bilandzija, 2013 te C. mulaomerovici Morton i Bilandzija, 2013 (BILANDZUA et al., 2013a).
Tri stigobiontske vrste ovoga roda zive u mraénim i hladnim podzemnim vodama dinarskog
kr$a na lokalitetima u Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini te jednom lokalitetu u Sloveniji. Spilje u
kojima 1h nalazimo pripadaju Cetirima geografskim regijama medusobno hidroloski izoliranima
(SI. 1.3.). C. jalzici dolazi u podrué¢ju bazena rijeke Like u Hrvatskoj i podru¢ju Bele Krajine u
Sloveniji, C. mulaomerovici u podru¢ju bazena rijeke Sane u sjeverozapadnoj Bosni, a C.
kusceri u podruc¢ju bazena rijeke Neretve u juznoj Dalmaciji i Hercegovini (BILANDZUA et al.,
2013a). Endemski karakter vrste C. kusceri istaknut je u hrvatskim sveuéilisnim udzbenicima
MATONICKINA, HABDIE i PRIMC (1998) te HABDIJE et al. (2011) u vrijeme kad je bila poznata

samo jedna recentna vrsta roda Congeria.

Podru¢je dinarskog krSa inaCe je vruca tocka bioraznolikosti te se odlikuje jedinstvenom
podzemnom faunom. Osim jedine recentne stigobiontske svojte SkoljkaSa, u podzemlju
dinarskog krsa zive i Eunapius subterraneus (Porifera: Spongillidae)(ogulinska S$piljska

spuzvica) — jedina slatkovodna stigobiontska spuzva na svijetu, Velkovrhia enigmatica
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(Cnidaria: Hydrozoa) — jedini stigobiontski zarnjak, Marifugia cavatica (Polychaeta:
Serpulidae) — jedini stigobiontski mnogocetinas, a Proteus anguinus (Covjecja ribica)

(Amphibia: Urodela) jedini je neamericki stigobiontski vodozemac (SKET, 2004).

SCHUTT (1991) opisuje rije¢nog nadzemnog Skoljkasa iz Venezuele kao novu zivuéu svojtu
roda Congeria pod nazivom C. hoeblichi. Molekularna filogeneticka analiza koju su proveli
GEDA et al. (2018) snazno podrzava ovu svojtu juznoamerickih Skoljkasa kao sestrinsku
skupini koju Cine sve ostale svojte porodice Dreissenidac (Congeria, Mytilopsis, Dreissena)
potvrdujuéi srodstvene odnose posljednja tri navedena roda koje su dobili BILANDZIJA et al.
(2013a). Za svojtu sestrinsku skupini koju ¢ine svi ostali pripadnici porodice Dreissenidae
GEDA et al. (2018) uvode novi rod — Rheodreissena Geda et al., 2018 pa je originalnom
nazivu vrste Skoljkasa iz Venezuele ime promijenjeno u Rheodreissena hoeblichi (Schiitt,
1991). Srodstveni odnosi Cetiriju rodova porodice Dreissenidae, ukljucujuéi srodstvene

odnose triju vrsta roda Congeria, prikazani su kladogramom na Sl. 1.4.
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Slika 1.3. Rasprostranjenje triju recentnih vrsta roda Congeria u podzemlju dinarskog krsa.

Brojkama od 1 do 4 naznaCene su Cetiri geografsko-hidroloske regije medusobno hidroloski izolirane.
Lokaliteti: | — Izvir Jamske Skoljke; M — Markov ponor, L — $piljski sustav Lukina jama—Trojama, DP —
Dankov ponor, O — Oko, S — Suvaja, Db — Dabarska pe¢ina; T —Tihaljina, J — Jasena Ponor, P — pukotina u



tunelu Polje Jezero — Peratko Blato, J — Jama u Predolcu, G — Gradnica, Z — Zira, D — Doljasnica, Pl —
Plitica.
Preuzeto i prilagodeno prema: BILANDZIA et al. (2013a).
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Slika 1.4. Srodstveni odnosi Cetiriju recentnih rodova porodice Dreissenidae.

Filogeneti¢ki odnosi nacrtani prema: GEDA et al. (2018) (sve svojte) te BILANDZIJA et al. (2013a) (sve
svojte osim Rheodreissena). Medu navedenim rodovima samo rod Congeria obuhvaca recentne
stigobiontske vrste.

Autori fotografija: C. kusceri (Helena BilandZija), C. jalzici i C. mulaomerovici (preuzeto iz: BILANDZIJA et
al.,2013a), Mytilopsis (Amgueddfa Cymru), Dreissena (Amy Benson), Rheodreissena (Nathan K. Lujan;
preuzeto iz: GEDA et al.,2018).



1.2.2. Osnovna obiljeZja biologije i anatomije $koljkasa roda Congeria

Biologiju i anatomiju $koljkasa roda Congeria detaljno su opisali MORTON, VELKOVRH i
SKET (1998) u vrijeme kad su zivuéi primjerci bili dostupni samo iz Bosne i Hercegovine.
BiLANDZIJA et al. (2013a) za potrebe opisa novih vrsta (C. jalzici i C. mulaomerovici) detaljno
opisuju gradu ljustura i formalno opisuju dvije nove vrste na temelju malih razlika u gradi
spojnog ligamenta ljuStura. Sve tri vrste zadrzale su predacki, plesiomorfni oblik ljusture, no
zabiljeZena je i1 njezina ekofenotipska plasti¢nost. Pripadnici ovog roda malene su Zivotinje. Na

njihovim se ljusturama ¢esto mogu naéi cijevi mnogocetinasa Marifugia cavatica (SI. 1.5A).

Anatomija zivotinje vidljiva nakon uklanjanja jedne ljusture i pripadajuceg dijela plasta
prikazana je na Sl. 1.6. Obiljezja morfologije i anatomije MORTON, VELKOVRH i SKET (1998)
opisuju kao adaptacije na podzemni nacin Zivota: pripadnici roda Congeria imaju bezbojna
tkiva (gubitak pigmentacije) (SI. 1.5B), slabo razvijena osjetila (nemaju fotoreceptore ni
statociste, ali imaju osfradij), jednostavnije i kraCe probavilo od predstavnika rodova
Mytilopsis i Dreissena (uslijed ogranic¢enog izvora hrane na njihovim stanistima), velike Skrge
(ktenidije) i mala usna pipala (SI. 1.6.) (isti adaptacijski kontekst: Skrge sudjeluju u prehrani

Skoljkasa, a usna pipala ne koriste za odbacivanje hrane koje ionako ima malo) itd.

Slika 1.5. Skoljkas Congeria kusceri. (A)Na ljusturama se vide cijevi stigobiontskog
mnogocetinasa Marifugia cavatica. Strelicama su oznaceni sifoni (tulajice). (B) Jedinke
C. kusceri u Jami u Predolcu u Metkovicu. Izmedu rastvorenih ljustura vidi se bezbojno

tkivo.

(A) Preuzeto i prilagodeno prema: MORTON, VELKOVRH i SKET (1998). Autor fotografije: Boris Sket. (B)
Autorica fotografije: Helena Bilandzija.



Jedinstveno obiljezje SkoljkaSa ovog roda, primije¢eno u sve tri vrste, jest 1 moguénost
dugog razdoblja prezivljavanja izvan vode, na vlaznim $piljskim zidovima. U vrste C. jalzici
u Markovu ponoru zamijecene su jedinke koje na zidovima iznad vode drze otvorene ljusture
kroz koje proviruju sifoni (tulajice) $to ukazuje na njihovu aktivnost (nisu u dormantnom
stanju). Ovaj obrazac ponaSanja mozda im omogucuje skupljanje malih koli¢ina vode, npr.
kapljica koje padaju sa Spiljskog stropa, a koje bi im priskrbljivale otopljeni kisik i Cestice

hrane (JOVANOVIC GLAVAS, JALZIC | BILANDZIJA, 2017).
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Slika 1.6. Organi plastane Supljine vrste Congeria kusceri vidljivi nakon uklanjanja desne
ljusture 1 pripadajuceg plasta.

Oznake: A — anteriorno, P — posteriorno, D — dorzalno, V — ventralno.

Preuzeto i prilagodeno prema: MORTON, VELKOVRH i SKET (1998).



1.2.3. Biogeografska i evolucijska povijest porodice Dreissenidae

BiLaNDZuA et al. (2013a) daju osvrt na evolucijsku povijest porodice Dreissenidae u
biogeografskom kontekstu na temelju procijenjenog vremena divergencija sestrinskih skupina
metodom molekulskog sata uzimajuéi u obzir podatke o fosilnim ostacima porodice.
Filogeneticki kontekst dan je kladogramom na Sl. 1.4.

Procijenjeno vrijeme pojave porodice Dreissenidae (prije 37.4 milijuna godina) odgovara
vremenu nastanka mora Paratethys, velikog plitkog euroazijskog mora koje je obuhvaéalo
podrucje sredisnje Europe i dosezalo do srediSnje Azije, te vremenu pojave prvih pouzdano
interpretiranih fosila ove porodice. Procijenjeno je vrijeme divergencije izmedu predaka
zivu¢ih predstavnika rodova Mytilopsis i Congeria prije 22.8 milijuna godina. Danas
pripadnike svojte Mytilopsis nalazimo uglavnom na obalnim stani$tima bocatih i slatkih voda
suptropskog podrucja zapadne polutke (Europu ne nastanjuju), a europsko kopno broji mnoge
izumrle predstavnike ovog roda (GEDA et al., 2018). Pretpostavlja se da je Mytilopsis
kolonizirao americki kontinent, a nakon odvajanja svojti Congeria i Mytilopsis u Europi, na
tom je kontinentu rod Mytilopsis izumro (BILANDZUA et al., 2013a). Procijenjeno vrijeme
divergencije od pretka danasnjih stigobiontskih vrsta roda Congeria jest prije 5.4 milijuna
godina, §to otprilike odgovara nestanku Panonskoga mora. Moguce je da su predci danasnjih
zivu¢ih predstavnika ovog roda kolonizirali podzemlje dinarskog krSa iz Panonskog mora
prilikom njegova nestajanja (BILANDZIJA et al., 2013a).

Uklju¢ivsi u procjenu vremena divergencije unutar porodice Dreissenidae i novoopisanu te
molekularno  karakteriziranu  svojtu  Rheodreissena  (sestrinska  skupina  skupini
(Congeria+Mytilopsis)+Dreissena) (SI. 1.4.) GEDA et al. (2018) dobivaju starije podrijetlo
porodice Dreissenidae i procjenjuju starost od 57.8 milijuna godina. Budu¢i da Zzivuéi
predstavnici skupine koja je sestrinska svim ostalim pripadnicima porodice Dreissenidae
danas nastanjuje Juznu Ameriku, dvije svojte s americkim predstavnicima (Mytilopsis i
Rheodreissena) dozvoljavaju mogucnost neotropskog podrijetla porodice kao drugu
mogucnost uz gore navedeni model europskog podrijetla (GEDA et al.,2018). Ipak, za razliku
od ameri¢kog kontinenta na kojem nema takvih fosila, Europa je bogata fosilnim nalazima
roda Mytilopsis. Obje mogu¢nosti podrazumijevaju dvije prekoatlantske migracije (GEDA et
al.,2018). Ako je podrijetlo porodice europsko, Ameriku su neovisno kolonizirali
Rheodreissena i Mytilopsis. Ako je podrijetlo porodice neotropsko, Europu je kolonizirao
zajednicki predak skupine (Congeria+Mytilopsis)+Dreissena, a poslije je Mytilopsis iz

Europe kolonizirao Ameriku i naposljetku izumro u Europi.



1.3. Osobitosti evolucijskih procesa u podzemlju

Najocitija specifi¢nost podzemnih stanista s kojom se zivotinje koje ih naseljavaju suocavaju
jest mrak. Podzemne zivotinje potjecu od nadzemnih predaka koji su u podzemna stanista usli
aktivno ili pasivno (npr. strujom vode). Vrste koje koloniziraju Spilje u pravilu su nocne
zivotinje koje imaju neke preadaptacije koje im omogucuju prezivljavanje u Spiljskim
stani§tima (npr. imaju male o¢i i dobro razvijena osjetila za okus, miris, orijentaciju koja im
omogucuju snalazenje u uvjetima potpunog mraka) (WILKENS i STRECKER, 2017). Mnoge
zivotinje koje nastanjuju podzemna staniSta pokazuju specificna morfoloska obiljezja koja
nazivamo troglomorfnim obiljezjima (CULVER i PIPAN, 2009). Ista troglomorfna obiljezja

pojavila su se u razli¢itih svojti neovisno konvergentnom evolucijom.

Razlikujemo progresivna i regresivna troglomorfna obiljezja (SI. 1.7.). Progresivna su ona
koja kompenziraju utjecaj mraka na prezivljavanje. Takva su obiljezja produljeni tjelesni
privjesci koji se koriste kao taktilno sredstvo i pojaCana razvijenost osjetila neovisnih o
svjetlu, npr. osjetila mirisa i okusa. Regresivna troglomorfna obiljezja ukljucuju gubitak
pigmentacije i regresiju ociju (razli¢itog intenziteta, sve do potpune anoftalmije), no treba
imati na umu da nisu svi stanovnici $pilja depigmentirani i anoftalmi¢ni, npr. od 27 $piljskih
populacija koStunjace meksicke tetre (Asytanax mexicanus), §to je danas najproucavaniji

$piljski organizam, samo su tri albino populacije (WILKENS i STRECKER, 2017).

Povijesno, od razmatranja Lamarcka i Darwina do danaS$njih dana, razli¢itim se
evolucijskim konceptima nastojalo objasniti trgolomorfna obiljezja Zivotinja. Cetiri su
osnovne kategorije: teorija poja¢ane uporabe 1 neuporabe organa (lamarkizam); ortogenetski
pristup (npr. zivotinje nisu depigmentirane i anoftalmi¢ne zato §to zive u podzemlju, nego
zive u podzemlju jer su depigmentirane i anoftalmicne); adaptacionisticka paradigma i uloga
prirodne selekcije; te tumacenja u skladu s neutralnom mutacijskom teorijom (CULVER i
PIpPAN, 2009). Danas se u znanosti lamarkizam i ortogenetski pristup ne Kkoriste za
objasnjavanje troglomorfije. U objaSnjavanju troglomorfnih obiljezja navedene kategorije
objaSnjenja nisu nuzno medusobno iskljucive. Darwin, koji je smatrao da je ,,prirodni odabir
bio najvazniji, ali ne i jedini uzrok preinacavanja“ (DARWIN, 2008:14), imaju¢i, dakle,
pluralisti¢ki, a ne radikalno selekcionisti¢ki pogled na evoluciju (GOULD i LEWONTIN, 1979),
razmisljajuci o troglomorfnim obiljezjima posegnuo je ne samo za prirodnom selekcijom nego
i za lamarkistickim tumacenjem. U Podrijetlu vrsta pise: ,,Kad je neka Zivotinja nakon

nebrojenih narastaja tijekom vremena dospjela do najdubljih Supljina, prema mome nacinu
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Slika 1.7. Neka progresivna i regresivna troglomorfna obiljezja. Progresivno obiljezje:
produljeni tjelesni privjesci. Regresivna obiljezja: depigmentacija, anoftalmija.
(A)RakusacNiphargus rostratus Sket, 1971 (Arthropoda: Crustacea: Amphipoda);
(B)Jednakonozni rakProasellus hercegovinensis (S. Karaman, 1933) (Arthropoda: Crustacea:
Isopoda); (C) Neopisani skokun (Arthropoda: Hexapoda: Entognatha: Collembola) iz $pilje u
Kambodzi; (D, E)Meksicka tetra, Astyanax mexicanus (Actinopterygii: Characidae): jedinka
rije¢ne populacije (D) 1 jedne od tri albino $piljske populacije (E).

Autori fotografija: (A, B) Jana Bedek, preuzeto sa:http://www.biospeologica-dinarica.org; (C) Louis Deharveng;
(D, E) William R. Jeffery; C — E preuzeto iz: CULVER & PIPAN (2009).
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shvacdanja, neuporaba je ve¢ vise ili manje u potpunosti zbrisala o¢i, a prirodni je odabir Cesto
izveo ostale promjene, primjerice povecao je duzinu ticala ili pipala kao nadomjestak za
sljepocu.” (DARWIN, 2008:123). Smatrao je, dakle, prirodnu selekciju odgovornom za

fiksaciju progresivne, ali ne i regresivne osobine.

Od Darwinova vremena do naSih dana progresivna obiljezja nebrojeno su puta opisana u
kontekstu adaptacionisticke paradigme, a mnogi primjeri takvih tumacenja dobro su
dokumentirani rezultatima podrobnih pokusa i izvodenjem adekvatnih zakljuc¢aka tako da
nema sumnje da je prirodna selekcija ukljuena u fiksaciju progresivnih troglomorfnih
obiljezja. Unato¢ dugoj listi neselekcionistickih razmatranja o evoluciji podzemnih Zivotinja,
adaptacionisticka paradigma veoma je snazna medu danasnjim biospeleolozima te gotovo svi
opisi morfologije podzemnih Zzivotinja ukljucuju raspravu o tome na koji je nacin dana
morfologija adaptivna u nekom okolisu (CULVER & PIPAN, 2009). U mnogim publikacijama
razmis$ljanja o adaptaciji 1 ulozi prirodne selekcije nisu adekvatno razradena 1 Cesto se svode
na neprovjerene spekulacije ili tzv. just-so stories. Pricanje prica umjesto znanstvene
strogosti 1 praksa da se svaka opisiva osobina nekog organizma automatski objaSnjava kao
adaptacija potaknule su GOULDA i LEWONTINA (1979) na poznatu Kkritiku takvog,
neznanstvenog ,,adaptacionistickog programa“. To, dakle, nije kritika prirodne selekcije, nego

kritika nekritickog razmisljanja o njoj.

U tumacenju regresivnih obiljeZja poput depigmentiranosti i redukcije o€iju u literaturi se
koriste argumenti za i protiv djelovanja prirodne selekcije. Tumacenja iz adaptacionisticke
perspektive temelje se na dvama cCestim argumentima. Prema prvom, prirodna selekcija
zasluZna je za regresiju organa (npr. oka) pri ¢emu je selektivna sila visoka energetska cijena
razvoja strukture (npr. vidnog aparata; vidi MORAN, SOFTLEY i WARRANT (2015) za
energetsku cijenu vidnog aparata u koStunjace meksicke tetre, Astyanax mexicanus, ali i
WILKENS i STRECKER (2017):193). WILKENS | STRECKER (2017) smatraju uobicajeno
misljenje kako su Spilje opcenito vrlo siromasne hranjivim tvarima nerealnim, a argument o
visokoj energetskoj cijeni razvoja organa neuvjerljivim navodeci primjer tropskih i nekih
suptropskih Spilja koje mogu obilovati guanom ptica i SiSmisa i detritusom donesenim strujom
vode, a koje nastanjuju mnoge zivotinje reducirane pigmentacije i o¢iju. Drugi Cesti argument
je pleiotropija: isti geni ukljuceni su u evolucijsku regresiju jednih (npr. razvoj oka) i
evolucijski progres drugih osobina (npr. pojacani razvitak osjetila okusa; vidi YAMAMOTO et
al. (2009) za odnos izmedu regresije oka i povecanja veli¢ine Celjusti i broja okusnih

pupoljaka u meksicke tetre, ali i WILKENS i STRECKER (2017):194-195). BILANDZUA et
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al.(2013b) istrazili su moguénost tzv. sekundarne pleiotropije kao objaSnjenja zaSto bi
prirodna selekcija odabrala regresiju pigmentacije, odnosno albinizam u meksicke tetre.
Svjesni kako polazeé¢i od prirodne selekcije kao mogucée evolucijske sile koja generira
albinizam ,,nekoliko moguéih prednosti moze biti zamisljeno a priori... ali ne postoje dokazi
za njih“, dizajnirali su pokus za testiranje hipoteze da albinizam pridonosi povecanoj sintezi
molekula kateholaminskog sustava koji je odgovoran za obrasce ponasanja koji bi mogli biti
od adaptivne vrijednosti u $piljskom staniStu. Kao primjer takvog ponasanja navode smanjeno
vrijeme sna koje bi moglo pridonijeti povecanom prikupljanju hrane. Put sinteze melanina i
kateholaminski sintetski put povezani su molekulom L-tirozina. U biosintezi melanina u
kraljeznjaka prvi je korak pretvorba L-tirozina u molekulu L-DOPA S§to katalizira enzim
tirozinaza. Gen oca2 (oculocutaneous albinism) vjerojatno omogucuje dostupnost L-tirozina
tirozinazi. U tri od ukupno 27 Spiljskih populacija meksicke tetre konvergentno se pojavio
albinizam i u sve tri za to je odgovorna mutacija u genu oca2 (JEFFEREY et al., 2015). Zbog
mutacije u tom genu ne dolazi do pretvorbe L-tirozina u molekulu L-DOPA pa se stvara visak
L-tirozina koji je dio i kateholaminskog puta koji dovodi do sinteze neuromodulatora
(dopamin, norepinefrin, epinefrin) koji utje€u na ponasanje. Rezultati pokusa (BILANDZIJA et
al., 2013b) pokazuju znaéajni porast L-tirozina i neuromodulatora u nehrane¢em stadiju
licinke 1 mozgu odraslih $piljskih riba (populacija Pachén) u odnosu na povrsinske jedinke,
dok je utiSavanje (engl. knockdown) gena oca2 u embrijima povrSinske ribe odgodilo razvoj
melanofora i podiglo razinu L-tirozina i dopamina. Na temelju ovih rezultata, BILANDZIJA et
al. (2013b) i JErrerey et al. (2015) (ista skupina autora) smatraju da je uloga prirodne
selekcije u fiksaciji albinizma u ove vrste moguca. WILKENS i STRECKER (2017) ovu hipotezu
smatraju dvojbenom zbog toga $to su spomenuti obrasci ponasanja poligenska svojstva 1 zbog
toga Sto su od 27 $piljskih populacija samo tri albino, a sve populacije pokazuju zajednicke
obrasce ponasanja. S druge strane, JEFFEREY et al. (2015) smatraju malo vjerojatnim da bi
albinizam nastao u tri populacije neovisno mutacijom u istom genu da nije rije¢ o djelovanju
prirodne selekcije. Nastavivsi istraZzivanje moguce adaptivne vrijednosti tzv. sekundarne
pleiotropije u meksicke tetre, BILANDZUUA et al. (2018) eksperimentalno su istrazili vezu
izmedu depigmentacije i1 otpornosti na anesteziju (AR), $to je oblik ponasanja koji su uzeli
kao mjeru fizioloske aktivnosti/budnosti/svjesnosti, odnosno mogucénosti odgovaranja na
podrazaje. Ta je osobina potencijalno veoma vazna Zzivotinji u mraku Spilje za skupljanje
hrane 1 reagiranje na promjene u okoliSu. Autori nalaze da je AR veca u albino $piljskim
populacijama nego u onima reducirane pigmentacije te obrnuto proporcionalnu vezu izmedu

broja melanofora i stupnja AR-a. UtiSavanje gena oca2 u povrSinske ribe dovelo je do
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smanjenja pigmentacije i povecanja AR-a. Polaze¢i od otpornosti na anesteziju kao oblika
ponasanja slicnog, ali ne i1 identi¢nog budnosti (reduciranom snu), autori smatraju da je
poveznica izmedu melaninskog i kateholaminskog sintetskog puta od potencijalne adaptivne
vaznosti: mutacija u genu oca2 dovodi do depigmentacije i povecane koli¢ine L-tirozina
raspolozivog za sintetski put neuromodulatora poput norepinefrina. Povecana sinteza
norepinefrina dovodi do povecane otpornosti na anesteziju, a oblici ponasanja sli¢ni tome

mogli su biti vazna adaptacija prilikom naseljavanja $pilja u meksicke tetre.

WILKENS i STRECKER (2017) smatraju da je evolucija regresivnih troglomorfnih osobina
najbolje objasnjena neutralnom mutacijskom teorijom. Prema ovoj teoriji, regresija u evoluciji
Spiljskih Zivotinja nije posljedica djelovanja selekcije, nego odsustva selekcije. Naime,
pretpostavlja se kako je varijabilnost posljedica mutacija i kako se tijekom evolucije
pojavljuju i regresivne mutacije. Selekcija uklanja regresivhe mutacije koje bi dovele do
ugrozavanja funkcije vaznoga organa. Budu¢i da oko, npr., u mracnoj $pilji nije ni korisno ni
Stetno (neutralno je), selekcija nece djelovati uklanjanjem regresivnih mutacija jer zivotinje s
funkcionalnim okom u $pilji nemaju selektivnu prednost. Nakupljanjem regresivnih mutacija
dolazi do regresije strukture. WILKENS i STRECKER (2017) smatraju da je dobar argument u
korist ovakvog objasnjenja regresije varijabilnost regresivnih struktura u Spiljskih Zivotinja:
varijabilnost morfoloskih obiljeZja poput oka i stupnja pigmentacije u Spiljskih Zivotinja
govori protiv djelovanja selekcije budu¢i da prirodna selekcija smanjuje varijabilnost.
NIEMILLER et al. (2012) istrazivali su rodopsin u porodici koStunjaca Amblyopsidae koja
sadrzi 1 Spiljske svojte. Raspored mutacija odgovornih za gubitak funkcije rodopsina u
filogentickom kontekstu pokazuje da je rodopsin u S$piljskih svojti ove skupine izgubio
funkciju neovisno tri puta. Autori ustanovljuju da je omjer nesinonimnih i sinonimnih
mutacija pet puta veci u Spiljskih nego u nadzemnih riba ove porodice 1 interpretiraju rezultat
kao odsustvo djelovanja selekcije na rodopsin u $piljskih riba. U prilog neutralnoj mutacijskoj
teoriji, prema kojoj bioloski nefunkcionalne osobine koje nisu pod utjecajem selekcije
pokazuju geneti¢ku 1 fenotipsku varijabilnost, ide 1 veca varijabilnost rodopsina u $piljskih
nego u nadzemnih riba ove skupine (NIEMILLER et al., 2012). Prisutnost funkcionalnog
rodopsina u nekih Spiljskih svojti ove porodice autori smatraju posljedicom relativno nedavne
kolonizacije $piljskog staniSta od strane nadzemnih predaka. CALDERONI et al. (2016)
proucavali su melanopsin opndm2u Spiljske somalijske kostunjace Phreatichthys andruzzii
usporeduju¢i ga s melanopsinom u srodnih vrsta. Melanopsin ove vrste obiljezen je

mutacijama koje uzrokuju nemogucénost reakcije cirkadijanog sata na svjetlosne podrazaje.
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Analize koje su autori proveli pokazuju da je melanopsin u ove S$piljske svojte pod
relaksiranom selekcijom te autori postavljaju hipotezu kako je neutralna evolucija nastupila
zbog toga S§to je prirodna selekcija prestala djelovati na ocCuvanje sustava (reakcija

cirkadijanog sata na svjetlo) koji je nefunkcionalan u mraku.

Zanimljive su Darwinove misli iz Podrijetla vrsta koje podsjecaju na postavke neutralne
mutacijske teorije: ,,Na udar prirodnog odabira ne¢e doc¢i varijacije koje nisu ni korisne ni
Stetne...“ (DARWIN, 2008:74); ,Kad bi se, na primjer, moglo dokazati da svaki dio
organizacije tezi da se mijenja viSe u smjeru smanjivanja nego u smjeru povecavanja, mogli
bismo razumjeti kako neki organ, koji je postao nekoristan, moze biti u¢injen rudimentarnim,
neovisno o djelovanju neuporabe i kako da najzad bude potisnut: jer varijacije u smjeru
smanjivanja prirodni odabir ne bi dalje provjeravao.“ (DARWIN, 2008:414). Ovo je jos jedan

primjer Darwinova evolucijskog pluralizma.

Jo$ jedno pitanje na koje znanstvenici daju razliite odgovore jest koliko je vremena
potrebno za uspostavljanje troglomorfnih obiljezja. CULVER i PIPAN (2009) navode kako je
vrijeme potrebno za uspostavu adaptacije prema izraunima koristenjem metode molekulskog
sata u rasponu od nekoliko milijuna godina. Naravno, vrijeme potrebno za promjene nije u
svakom kontekstu jednako. Npr., nadzemna meksicka tetra (Astyanax) predstavlja iznimku
medu vrstama koStunjaca koje su nastanile Spilje zbog toga Sto za razliku od drugih vrsta nije
no¢na vrsta. Tijekom pasivnog naseljavanja $pilja u sjevernom Meksiku, povrsinska riba bila
je podvrgnuta nagloj i brzoj promjeni iz svjetla u potpuni mrak (WILKENS i STRECKER, 2017).
Bilandzija et al. (neobjavljeni rezultati) stavili su povrSinsku meksic¢ku tetru u uvjete mraka i
nakon jedne generacije dobili fenotip koji se inaCe povezuje s adaptacijama na podzemni
nacin zivota koje nastaju tijekom dugog evolucijskog vremena (povecano nakupljanje masti,
hormonalne promjene, povecana otpornost na gladovanje itd.). Nasljedivanje ovih stecenih
fenotipskih osobina u sljede¢im generacijama autori identificiraju kao primjer procesa koji je
Conrad Waddington nazvao genetiCkom asimilacijom. WADDINGTON (1953) je
eksperimentalno na vinskim muSicama pokazao da okoliSni Sok moZe izazvati fenotipsku
promjenu u organizmu koja se uz djelovanje (umjetne) selekcije nakon odredenog broja
generacija javlja u visokoj frekvenciji bez ponovljenog okoliSnog poticaja. Prema
WADDINGTONU (1953), ,,naslijedena osobina“ inkorporira se u geneticki ustroj $to pokazuje
da prirodna selekcija ne djeluje samo na povecanje frekvencije adaptivno vrijedne osobine
nego odabire i stabilizaciju njezina razvitka, a takva fenotipska promjena poligenska je.

ROHNER et al. (2013) proucavali su, u kontekstu naseljavanja Spilje od strane meksicke tetre,
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potencijalnu vaznost kripticne varijabilnosti u veli¢ini oka koja se fenotipski manifestira u
uvjetima okoliSnog stresa. Pokus ima postavke utemeljene na klasicnom Waddingtonovu
pokusu. Autori su embrije povrSinske ribe tretirali inhibitorom radicikolom (¢imbenik stresa u
pokusu) koji je doveo do inhibicije proteina temperaturnog Soka HSP90 i do fenotipske
manifestacije dotad kripticne varijabilnosti u veli¢ini oka. Umjetnom selekcijom odabrali su
za krizanje jedinke najmanjih o€iju te u F2 generaciji dobili jedinke malih ociju i veli¢ine
orbite (ofne Supljine) u odnosu na kontrolnu skupinu, Sto implicira da je doslo do
nasljedivanja malih oCiju bez prisutnosti stresa (radicikola) (ROHNER et al., 2013).
Upotrijebivsi kao ¢imbenik stresa vodu najmanjeg konduktiviteta zabiljezenog u Spiljama u
kojima meksicka tetra dolazi, zabiljezili su nadregulaciju proteina HSP90 na isti nacin kao i
pri tretiranju inhibitorom. Dakle, iako se regresivne mutacije najceSce pojavljuju de novo i
nasumic¢no nakon §to povrSinska svojta naseli $pilju (WILKENS i STRECKER, 2017), moguca je
1 vazna uloga kripti¢ne varijabilnosti koja se fenotipski manifestira u uvjetima okoliSnog
stresa (kakav bi se ocekivao pri naseljevanju mra¢nog podzemnog stanista), a ta varijacija
potom moze biti objekt djelovanja prirodne selekcije (ROHNER et al., 2013). S druge strane,
prema WILKENSU i STRECKERU (2017), zastupnicima neutralne mutacijske teorije, bilo da je
rije¢ o kripti¢noj varijabilnosti ili de novo mutacijama, aleli su u uvjetima potpunog mraka

neutralni.
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1.4. Tirozinaza i pigmentacija u SkoljkaSa
1.4.1. Uloga tirozinaze u biosintezi melanina

Pigmentacija u zivotinja ima razli¢ite funkcije medu kojima su zaStita od Stetnog UV-
zraCenja, zaStitna ili aposemantiCka obojenost, privlacenje potencijalnih partnera za
razmnoZavanje. Zivotinje podzemnih stanista, od kojih su mnoge depigmentirane, ne trebaju
ove funkcije buduéi da zive u uvjetima mraka (BILANDZIJA et al., 2017).

Mekusci imaju pigmentirana tkiva i ljusture, a medu njihovim pigmentima je i melanin.
Melanin u mekusSaca dolazi u dva oblika, kao eumelanin (smedi ili crni pigment) i feomelanin
(crveni, zuti ili smedi pigment), naden u mnogoljusturasa (WILLIAMS, 2017). Biosintetski put
melanina najbolje je istrazen u kraljeznjaka. Prvi korak je hidroksilacija L-tirozina u L-3,4-
dihidroksi-L-fenilalanin (L-DOPA) i katalizira ga enzim tirozinaza. L-DOPA se dalje oksidira
u L-dopakinon i nakon niza intermedijernih produkata sintetizira se melanin (BILANDZIIA,
CETKOVIC i JEFFEREY, 2012). Potpuni biosintetski put melanina u mekusaca nije poznat, ali
tirozinaza je vjerojatno jedan od najvaznijih enzima u njemu (WILLIAMS, 2017).

Tirozanaze, kateholaze i lakaze tri su skupine enzima koje zajednickim imenom zovemo
fenoloksidaze. U literaturi se nerijetko upotrebljavaju neprecizni pojmovi, npr. pojmovi
,Htirozinaze® i ,,fenoloksidaze® koriste se kao sinonimi, iako to nisu (LUNA-ACOSTA et al.,
2017). Fenoloksidaze su metaloproteini (bakar-vezuju¢i proteini) i oksidoreduktaze
(kataliziraju oksidaciju fenolnih spojeva u prisustvu kisika). Tirozinaze, kateholaze i lakaze
kataliziraju oksidaciju o-difenola (kateholazna ili difenoloksidazna aktivnost), no samo
tirozinaze  mogu  katalizirati  ortohidroksilaciju ~ monofenola  (krezolazna il
monofenoloksidazna aktivnost) (LUNA-ACOSTA et al., 2017), $to je prikazano na Sl. 1.8.
Dakle, samo tirozinaza moze katalizirati hidroksilaciju L-tirozina u molekulu L-DOPA, prvi
korak u biosintetskom putu melanina, dok sljede¢i korak, oksidaciju L-DOPA — L-
dopakinon (obojeni spoj) mogu katalizirati sve tri skupine fenoloksidaza (SI. 1.8.).
Isprekidana crta na Sl. 1.8. predstavlja niz reakcija koje naposljetku dovode do sinteze
melanina.

Supstrati fenoloksidaza brzo se autooksidiraju u prisutnosti kisika, bez prisutnosti enzima,
zbog Cega je u mjerenju fenoloksidazne aktivnosti u pokus potrebno ukljuciti i reakcije
autooksidacije (u odsutnosti enzima) (LUNA-ACOSTA et al., 2017).

Fenoloksidaze u SkoljkaSa ukljucene su u stvaranje obojenih proteina u plasStu, Skrgama i
stopalu te u izgradnju i popravak ljuStura (LUNA-ACOSTA et al., 2017). U Tablici 1.1.

navedena je uloga fenoloksidaza u razli¢itim tkivima Skoljkasa.
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Slika 1.8. Enzimatska aktivnost fenoloksidaza i biosintetski put melanina. Prikazane su vrsta
reakcije koju katalizira samo tirozinaza te reakcija koju mogu katalizirati sve tri skupine
fenoloksidaza. Desno su navedeni konkretni kemijski spojevi pocetnog dijela biosintetskog
puta melanina. Hidroksilaciju L-tirozina u molekulu L-DOPA katalizira isklju¢ivo tirozinaza.
Isprekidanom strelicom naznacen je niz reakcija koji naposljetku dovodi do sinteze melanina.

Tablica 1.1. Uloga fenoloksidaza u $koljkasa. Navedeno prema: LUNA-ACOSTA et al., 2017.

Tkivo/organ

Uloga fenoloksidaza

plast i [juStura

proizvodnja i popravak ljusture

Skrge dopamin je potencijalni inhibitor trepetljikavih vlakana u Skrgama; reakcijama
koje kataliziraju fenoloksidaze trosi se dopamin
stopalo pri¢vrs¢ivanje za podlogu zahvaljuju¢i obojenim proteinima u ¢ijoj sintezi

sudjeluju fenoloksidaze

hemociti i plazma

imunoloska uloga
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U posljednje vrijeme u vise je vrsta Skoljkasa eksperimentalno pokazana vrlo vjerojatnom
uloga tirozinaze u izgradnji ljusture (Skoljke) i pigmentaciji. NAGAI et al. (2007) lokalizirali
su ekspresiju tirozinaze (Ptfl i Ptf2) u vrste Pinctada fucata. Obrazac ekspresije u epitelu
plasta sugerira ulogu tirozinaze u biosintezi melanina cijele ljusture (Ptfl), odnosno
sedefastog sloja (Ptf2) (vidi SI. 1.2. na kojoj su oznaceni dijelovi epitela plasta koji stvaraju
periostrakum te prizmaticni i sedefasti sloj ljusture). TAKGI i MIYASHITA (2014) proucavali su
tirozinazu u vrste Pinctada fucata. Na temelju obrasca ekspresije mRNA u dijelu plasta koji
proizvodi sedefasti sloj zakljuCuju da tirozinaza sudjeluje u stvaranju sedefastog sloja.
Ekspresiju tirozinaze nalaze 1 u stopalu, hepatopankreasu 1 miSi¢ima zatvaracima navodeci da
to sugerira da tirozinaza sudjeluje u sintezi melanina koji uklanja slobodne radikale koji
nastaju u brojnim oksidacijskim procesima u stanici. Yu et al. (2014) lokalizirali su tirozinazu
(CgTyrl i CgTyr2) u vrste Crassostrea gigas. Najvecu ekspresiju CgTyr2 nalaze u rubu plasta
Sto sugerira ulogu u stvaranju periostrakuma/pigmentaciji. CHEN et al. (2017) istrazivali su
tirozinazu (HcTyr) i tirozinazi nalik protein (HcTyp-1) u vrste Hyriopsis cumingii koja
obuhvaca jedinke s purpurnim i bijelim sedefastim slojem ljuSture. Tirozinazna aktivnost u
plastu, koji pokazuje najvecu ekspresiju ovih gena, veca je u forme s purpurnim sedefastim
slojem. Na temelju obrasca ekspresije autori zakljuuju da su ovi geni potencijalno ukljuceni
u stvaranje sedefastog sloja (HcTyr, HcTyp-1) i periostrakuma (HcTyp-1) te da su
potencijalno ukljueni u pigmentaciju sedefastog sloja ljustura. Yu et al. (2018) nalaze
najvecu ekspresiju tirozinaze u vrste Pteria penguin u plastu. UtiSavanje tirozinaze RNA-
interferencijom dovelo je do znac¢ajnog smanjenja ukupnog sadrzaja molekula PDCA (pirol-
2,3-dikarboksilna kiselina) i PTCA (pirol-2,3,5-trikarboksilna kiselina) koje su marker

eumelanina. Autori zaklju€uju da tirozinaza ove svojte ima klju¢nu ulogu u sintezi melanina.

1.4.2. Strukturna obiljeZja i evolucija tirozinaze

Tirozinaze pripadaju bakrovim (bakar-vezuju¢im) proteinima tipa 3. Svi proteini ove skupine
imaju par bakar-vezujuc¢ih mjesta u aktivnom mjestu enzima — Cu(A) i Cu(B). Na temelju
konzeviranih domena i1 motiva bakrovi proteini tipa tri podijeljeni su u tri podrazreda. o-
podrazred ina N-terminalni signalni peptid §to upuéuje na sekreciju ili lokalizaciju u
vezikulama. B-podrazred nema signalni peptid i lokaliziran je u citoplazmi. y-razred osim N-
terminalnog signalnog peptida posjeduje i regiju bogatu cisteinom te transmembransku regiju
koja upucuje na vezanje ovog proteina na citoplazmatsku membranu (AGUILERA, MCDOUGALL

i DEGNAN, 2013). Shematski prikaz proteina navedenih triju podrazreda dan je na SI. 1.9A.
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Slika 1.9. Strukturna obiljezja bakar-vezujuéih proteina tipa tri.(A) Shematski prikaz strukture
proteina triju podrazreda. Cu(A) i Cu(B) su bakar-vezuju¢a mjesta aktivnog mjesta enzima,
SP — signalni peptid, CYS - regija bogata cisteinom, TM — transmembranska regija.
Tirozinaze mekusaca proteini su a-podrazreda. (B) Cu(A) i Cu(B) mjesto imaju konzervirane
motive karakteristiénog rasporeda histidinskih ostataka (oznaeni plavo):Hzi(n)-H2(8)-Hzu
Cu(A) i Hi(3)-Ha(n)—Hsu Cu(B). Zuto su oznadena jo§ tri karakteristicna mjesta
konzerviranih aminokiselinskih ostataka, a crveno su oznacena mjesta aminokiselinskih

ostataka konzerviranih karakteristi¢no za pojedina¢ne podrazrede.
Preuzeto i prilagodeno prema: AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN (2013).
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Cu(A) i Cu(B) su bakar-vezuju¢a mjesta kojima se vezu bakrovi ioni u aktivnom mjestu
enzima. Cu(A) mjesto ima konzervirani motiv Hi(n)-H2(8)-Haspri ¢emu je H histidinski
ostatak, a n varijabilni broj aminokiselinskih ostataka izmedu prvog i drugog konzerviranog
histidinskog ostatka. Konzervirani motiv Cu(B) mjesta je H1(3)-H2(n)-Hs (SI. 1.9B). U sva tri
podrazreda nalazimo i konzervirana mjesta aminokiselinskih ostataka fenilalanina (F), Cetiri
mjesta uzvodno od Hz u Cu(A) i Cu(B), i asparaginske kiseline (D), Cetiri mjesta nizvodno od
Hs u Cu(B) (S1. 1.9B). Pojedinacni podrazredi imaju karakteristicne aminokiselinske ostatke.
Tirozinaze mekuSaca pripadaju a-podrazredu koji se odlikuje konzerviranim ostatkom glicina
(G) u Cu(B) mjestu (SI. 1.9.B) (AGUILERA, McDOUGALL i DEGNAN, 2013). Mijesta
konzerviranih histidinskih ostataka potencijalno su vazna za strukturnu konformaciju
proteina, dok razlike mogu utjecati na preferencije za supstrate (AGUILERA, MCDOUGALL i
DEGNAN, 2013).

Na SI. 1.10. prikazano je aktivno mjesto tirozinaze mekuSaca. Prikazano je Sest
konzerviranih histidinskih ostataka Cu(A) i Cu(B) mjesta, dva bakrova atoma i molekula
kisika. Aminokiselinski ostatak koji moze blokirati pristup supstratu u aktivno mjesto enzima
oznacen je crveno. U tirozinaza mekusSaca na ovom mjestu dolazi aminokiselinski ostatak
valina ili izoleucina koji su dovoljno maleni da omoguée dovlacenje supstrata u aktivnho
mjesto enzima (monofenola u Cu(A)-vezno mjesto i difenola u Cu(B)-vezno mjesto)

(AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN, 2013).

Slika 1.10. Aktivno mjesto tirozinaze mekuSaca. Plavo su oznaCena po tri konzervirana
histidinska ostatka Cu(A) i Cu(B) mjesta. Zeleno su oznaceni atomi bakra, a zuto molekula
kisika. Crveno je oznaCen aminokiselinski ostatak koji moze blokirati pristup supstratu u
aktivno mjesto enzima. U Cu(A) mjestu tirozinaza katalizira hidroksilaciju monofelona, a u

Cu(B) mjestu oksidaciju o-difenola. Prvu navedenu reakciju moze katalizirati samo tirozinaza.
Preuzeto iz: AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN (2013).
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Filogeneti¢ka analiza pokazuje kako je najstariji a-podrazred koji posjeduju eubakterije,
arhebakterije i eukarioti, f-podrazred pojavio se unutar eukariota, a y-podrazred apomorfija je
Metazoa (zivotinja) (AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN, 2013). Hemocijanini su proteini
srodni tirozinazama i takoder pripadaju bakrovim proteinima tipa tri. Zbog kompleksne
organizacije u jedinice i domene u njihovu aktivnom mjestu nema mjesta za fenolne spojeve
pa ne mogu katalizirati njihovu oksidaciju. Mali prostor u aktivnom mjestu dovoljan je za
vezanje molekule kisika (O2) pa hemocijanini imaju transportnu i spremis$nu ulogu u
mekusaca, ClankonoZaca i plastenjaka. Hemocijanini mekusaca, ¢lankonozaca i plastenjaka

neovisno su evoluirali od tirozinaza (AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN, 2013).

AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN (2014) proveli su filogeneti¢ku analizu tirozinaze u
mekusaca. Sekvence tirozinaza grupirale su se u dva velika kladija koji su autori nazvali
TYRA 1 TYRB. Tirozinaza A bila je prisutna u zajedni¢kog pretka Skoljkasa, puzeva i
glavonozaca, a tirozinaza B apomorfija je razreda Bivalvia. Filogenija koju su dobili podrzana
je niskom mjerom pouzdanosti za mnoge grane, $to autori, kao moguénost, pripisuju visokoj
konzerviranosti aminokiselinskih ostataka bakar-vezujuéih mjesta, no jasno razdvaja skupine
TYRA i TYRB. Svojte $koljkasa Pinctada spp. i Crassostrea gigas dozivjele su znacajnu
ekspanziju gena za tirozinazu, npr. u svojte C. gigas identificirano je 27 razli¢itih formi,
potencijalno razli¢itih gena. Za usporedbu, u sipe (Sepia officinalis) identificiran je jedan gen
za tirozinazu, a u nekih $koljkasa i puzeva 1 — 2 gena. Usporedba ekson — intron arhitekture
gena za tirozinazu pokazuje da nema znacajne konzerviranosti unutar 1 izmedu navedena dva
klastera. Autori utvrduju da je ekspresija tirozinaze u svojti P. maxima i P. margaritifera
znacajno visa u plaStu nego u drugim tkivima. Manje ekspanzije tirozinaze karaktersticne za
pojedine skupine Skoljkasa dobivene ovom filogenetickom analizom ostavljaju otvorenom
mogucnost da je tirozinazna porodica gena dozivjela ekspanziju u viSe evolucijskih grana

mekusaca (AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN, 2014).
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1.4.3. Molekularna pozadina gubitka pigmentacije

Premda je u mnogih podzemnih svojti zZivotinja doSlo do gubitka pigmenta u manjoj ili vecoj
mjeri, molekularna pozadina gubitka pigmentacije (npr. koji korak u biosintetskom putu
melanina je promijenjen) slabo je poznata (BILANDZIA, CETKOVIC i JEFFEREY, 2012) i postoje

podaci za samo nekoliko svojti.

U tri Spiljske populacije meksicke tetre (Astyanax mexicanus) pojavio se konvergentno
albinizam i u sve tri populacije posljedica je mutacije u istom genu (oca2), kako je ranije
navedeno. Gubitak pigmenta u ove svojte posljedica je promjene u prvom koraku biosinteze
melanina (BILANDZDJA et al., 2013b). U $piljskih cvréaka iz skupine Fulgoromorpha iz Hrvatske
i Havaja albinizam je takoder posljedica promjene u prvom koraku biosinteze melanina
(BiLANDZIIA, CETKOVIC i JEFFEREY, 2012). Autori su proveli pokuse uranjanja fiksiranih
Zivotinja u otopine supstrata (L-tirozin, L-DOPA) i inhibitora (PTU, feniltiourea i dr.). Dodatak
supstrata L-DOPA doveo je sinteze melanina, a dodatak L-tirozina nije. Koristenjem inhibitora
autori su pokazali specificnost enzimatski kataliziranih reakcija. Enzim koji katalizira prvi
korak sinteze melanina u kukaca, tirozin hidroksilaza, prisutan je u Spiljskih cvrcaka §to znaci
da je neki nepoznati faktor (ili viSe njih) uklju¢en u promjenu na prvom koraku sinteze
(BILANDZIJA, CETKOVIC | JEFFEREY, 2012). U albino meksike tetre tirozinaza, enzim koji
katalizira prvi korak biosinteze melanina, takoder je funkcionalan, no mutacija u genu oca2

vjerojatno onemogucuje pristup supstrata (L-tirozina) enzimu (BILANDZIA et al., 2013b).

Provjera biosinteze melanina dodatkom supstrata prema gore navedenoj metodologiji
(BiLANDZIJA, CETKOVIC i JEFFEREY, 2012) provedena je i na stigobiontskom gkoljkasu
Congeria sp. Ova svojta ima bezbojna tkiva (S1. 1.5B) i razli¢ito obojenu ljusturu (vidi ljusture
na Sl. 1.4. i 1.5B). Budu¢i da dodatak L-tirozina nije doveo do pigmentacije albino tkiva, a
dodatak molekule L-DOPA jest (SI. 1.11.), albinizam u ove svojte takoder je najvjerojatnije

posljedica promjene u prvom koraku biosinteze melanina (Helena Bilandzija, neobjavljeno).
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A + L-tirozin

Slika 1.11. Depigmentacija tkiva stigobiontskog $koljkasa Congeria sp.najvjerojatnije je
posljedica promjene u prvom koraku biosinteze melanina. (A) Dodatkom L-tirozina, bezbojno
tkivo zivotinje ne oboji se, dok nakon dodatka supstrata L-DOPA dolazi do pigmentacije.
Hidroksilaciju tirozina u molekulu L-DOPA, ovdje odsutni prvi korak biosinteze melanina,
katalizira enzim tirozinaza. (B) Prerez plasta nakon uranjanja zivotinje u supstrat (L-DOPA).

Strelicom je naznacena specifi¢na lokalizacija pigmenta u epitelu plasta.
Autorica fotografija: Helena BilandZzija.

1.4.4. Imunolos$ka uloga melanizacije

Zastitna uloga melanina u Zivotinja ne obuhvaca samo zastitu od sunfeva UV-zracenja.
Melanin moZe djelovati u zastiti stanica od slobodnih radikala koji nastaju oksidacijskim
procesima. TAKGI I MIYASHITA (2014) sugeriraju takvu ulogu melanina u $koljkasa Pinctada
fucata.

U c¢lankonoZaca se melanizacija pojavljuje kao dio imunoloskog odgovora na ranjavanje.
BiLANDZUA et al. (2017) uspjeli su izazvati melanizaciju ne samo u nadzemnih nego i u
$piljskih albino ¢lankonozaca amputacijom tjelesnih privjesaka. Filogeneti¢ki raspored
melanizacije kao odgovora na ranjavanje implicira da je ova reakcija ancestralna za
¢lankonoSce te da je u nekih skupina sekundarno izgubljena. Postoji moguénost da su razliciti
oblici melanizacije, npr. melanizacija kao odgovor na ranjavanje i tjelesna pigmentacija
razli¢ito regulirani procesi s razli¢itim elementima enzimatske masinerije (BILANDZIJA et al.,
2017).

Pokusi provedeni na Skoljkasima pokazuju da lakaze, enzimi iz skupine fenoloksidaza,
imaju imunolosku, antiooksidativnu i detoksifikacijsku ulogu u SkoljkaSa zbog Cega bi se
potencijalno mogli koristiti kao bioindikatori okolisnog stresa (LUNA-ACOSTA et al., 2017).
Lakaze su, kao i ostale fenoloksidaze, ukljucene u biosintetski put melanina (SI. 1.8.).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

1. Ci]j istrazivanja je identificirati molekularnu osnovu gubitka pigmentacije u stigobiontskom
rodu Skoljkasa Congeria. Pripadnici ove svojte imaju bezbojna (depigmentirana) tkiva te je
u njih najvjerojatnije doslo do promjene u prvom koraku biosintetskog puta melanina.
Reakciju tog koraka katalizira enzim tirozinaza, za koji je iz literature poznato da je vazan
za pigmentaciju Skoljkasa. Usporedivanjem primarne strukture DNA i proteina homologa
tirozinaze stigobiontskog i dvaju nadzemnih, pigmentiranih rodova (Dreissena, Mytilopsis)
porodice Dreissenidae cilj je provjeriti je li za gubitak pigmentacije u svojti Congeria
odgovorna promjena u tirozinazi. Sekvence tirozinaze iz porodice Dreissenidae dosad nisu

poznate iz literature.

2. Buduc¢i da je tijekom evolucije nekih svojti skoljkasa doslo do ekspanzije tirozinaze, cilj je
filogenetickom analizom provjeriti je li tirozinaza i u porodici Dreissenidae dozivjela

diverzifikaciju.

3. Spektrofotometrijskom analizom na funkcionalnoj ¢e se razini provjeriti aktivnost
fenoloksidaza — skupine proteina kojima pripada tirozinaza — iz lizata tkiva pripadnika
porodice Dreissenidae (Congeria, Dreissena). Cilj je usporediti aktivnost fenoloksidaza

izmedu stigobiontske i nadzemne svojte Skoljkasa.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Osnovni materijali: uzorci

U Tablici 3.1. dan je popis uzoraka koriStenih u ovome radu uz pripadajuce lokalitete na
kojima su uzorci skupljeni. Svojte roda Congeria skupljene su biospeleoloskim aktivnostima.
Svih pet svojti koriSteno je za izolaciju RNA (i daljnju sintezu cDNA). Jedinke Skoljkasa koje
su koristene za izolaciju RNA dugoro¢no su pohranjene u otopini RNA later,koja omogucuje
zaStitu RNA 1 sprje¢ava njezinu degradaciju, na temperaturi —80 °C. Kratkoro¢no pohranjene
jedinke koristene za izolaciju RNA pohranjene su u otopini RNA later i reagensu Trizol (u
kojem se tkivo Skoljkasa kasnije homogenizira). Vazno je odgovaraju¢im priborom (npr.
skalpelom) pazljivo napraviti mali otvor izmedu dviju ljustura kako bi tkivo zivotinje bilo
uronjeno u reagens (RNA later/Trizol). Za potrebe spektrofotometrijske analize skupljeni su
zivi uzorci svojti C. kusceri, C. jalzici i Dreissena polymorpha. Ove su jedinke ¢uvane Zive u
hladnoj vodi (temperature oko 4 °C) koja je prikupljena na mjestima njihova uzorkovanja.

Za potrebe skupljanja svjezih uzoraka svojte C. mulaomerovici za izolaciju RNA,
sudjelovao sam u terenskom prikupljanju uzoraka na lokalitetu Oko, Lusci Palanka u
sjevernoj Bosni i Hercegovini (SI. 3.1.). Jedinkama ove svojte, koje je ronilac Branko Jalzi¢
prikupio u plasticnu bocu, skalpelom sam lagano razdvojio ljusture i spremio Skoljkase u
laboratorijske tubice (od 2 mL) u reagensu za zaStitu RNA do izolacije iste (RNA

later/Trizol).

Tablica 3.1. Popis uzoraka $koljkasa koristenih u ovome radu i pripadajucih lokaliteta.

Svojta Lokalitet na kojemu je svojta sakupljena

Congeria jalzici Markov Ponor, Lipovo polje, Lika (za izolaciju RNA);
$piljski sustav Lukina Jama—Trojama, Velebit (za izolaciju RNA);

ponor Drazica, Lipovo polje (za spektrofotometrijsku analizu)

Congeria kusceri Jama u Predolcu, Metkovié

Congeria mulaomerovici | Oko, Lusci Palanka, sjeverna Bosna i Hercegovina

Dreissena polymorpha jezero Jarun, Zagreb

Mytilopsis sp. rijeka Magothy River, Maryland, SAD
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Slika 3.1. Ulaz u S$piljski sustav na lokalitetu Oko, Lusci Palanka, sjeverna Bosna i
Hercegovina. Na fotografiji se vide dr. sc. Helena Bilandzija i svjetlo ronioca i biospeleologa
Branka Jalzi¢a s kojima sam sudjelovao u prikupljanju uzoraka svojte Congeria mulaomerovici.

3.1.2. Osnovne kemikalije

* voda za PCR (mQ)

« voda bez RNaza (RNase free water) za izolaciju RNA i sintezu cDNA
* agaroza (Sigma-Aldrich)

eagar — Bacto Agar (Difco Laboratoires)

« antibiotik kanamicin (Sigma-Aldrich)

* TRIzol reagens (Invitrogen)

* izopropanol (Invitrogen)

* etanol (Kemika)

* kloroform
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* L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA) (Sigma-Aldrich)

« feniltiourea (PTU) (Sigma-Aldrich)

« kvascev ekstrakt — Bacto Yeast Extract (Becton, Dickinson and Company)
« tripton — Bacto Tryptone (Becton, Dickinson and Company)

* natrijev klorid (Kemika)

3.1.3. Puferske otopine
» za elektroforezu u agaroznom gelu: TAE pufer (0,04 M Tris-acetat, 1 mM EDTA,; pH = 8.3)

» za spektrofotometrijsku analizu: Tris pufer (0.1 M Tris HCI, 0.45 M NaCl, 26 mM MgCl,
10 mM CaCly; pH = 7.0)

3.1.4. Biljezi i boje
* DNA biljeg za elektroforezu: Gene Ruler, Mass Ruler (Thermo Scientific)

* boja za nanosenje PCR produkata u gel za elektroforezu: DNA Loading Dye (6x) (Thermo
Scientific)

* boja za nanoSenje RNA u gel za elektroforezu: RNA loading Dye (2x) (Thermo Scientific)

« etidijev bromid (koncentracija mati¢ne otopine: 10 mg/mL)

3.1.5. Enzimi

» otopine za PCR koje sadrze pufer i enzim — DNA polimerazu

a) Phusion High Fidelity Master Mix with HF Buffer (2x) (New England Biolabs/NEB)
b) PreMix Ex Taq (2x) (TaKaRa)

c) Ready Mix Taq PCR Reaction Mix (2x) (Sigma-Aldrich)

d) JumpStart Taq ReadyMix(2x) (Sigma-Aldrich)

 zasebni DNA polimeraza i pufer za PCR (koristeni za dodavanje 3'-(A)n repa na PCR
produkt koji nije dobiven koriStenjem otopine za PCR s Taq polimerazom prije TA
kloniranja): TaKaRa LA Tag DNA Polymerase (5 U/uL) i 10x PCR Buffer with
Mg?*(TaKaRa)
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3.1.6. Bakterijski soj

Za transformaciju rekombinantnim plazmidom u postupku TA kloniranja koriSten je sljedeci
bakterijski soj: One Shot TOP10 kemijski kompetentne stanice bakterije E. coli (Thermo
Scientific) (genotip: F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) ®d80lacZAM 15
A lacX74recAl araD139 A( araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG).

3.1.7. Plazmid

Kao vektor u reakciji ligacije inserta (PCR produkt) i vektora u postupku TA kloniranja
koristen je plazmid pCR™4-TOPO (Thermo Scientific).

3.1.8. Hranjive podloge za uzgoj bakterija

Za uzgoj transformiranih bakterijskih stanica (E. coli) koriStena je tekuca ili kruta LB
podloga. Tekuéa LB podloga pripremljena je u sljede¢em sastavu: tripton (10 g/L), kvas¢ev
ekstrakt (5 g/L), natrijev klorid (10 g/L). pH teku¢eg LB medija namjeSten je na 7.0 nakon
Cega je autoklaviran. Za krutu LB podlogu tekuc¢i medij pripremljen je na isti nacin, ali je prije
autoklaviranja dodan i agar (15 g/L). U sastav medija za izradu krute LB podloge dodan je
antibiotik kanamicin (kona¢na koncentracija: 50 pg/mL). Za reakciju transformacije
bakterijskih stanica pri postupku TA kloniranja koristen je S.0.C. medij sljedeceg sastava: 2%
tirpton, 0.5% kvascev ekstrakt, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgClz, 10 mM MgSOs,
20 mM glukoza.

3.1.9. Oligonukleotidi (poc¢etnice za PCR)

U Tablici 3.2. navedeni su naziv, namjena i nukleotidni slijed pocetnica (engl. primers)
koriStenih za lanc¢anu reakciju polimerazom (PCR) u ovome radu. Znacenje degenerativnih
baza u degenerativnim pocetnicama, koje su u nukleotidnim sljedovima u Tablici 3.2.
podcrtane, dano je u Tablici 3.3. Imena degenerativnih baza definira Medunarodna unija za
¢istu 1 primijenjenu kemiju (IUPAC). Pocetnice u osjenc¢enom dijelu Tablice 3.2. dizajnirane

su za potrebe ovoga rada.
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Tablica 3.2. Naziv, namjena i nukleotidni slijed pocetnica kori$tenih u ovome radu. Pocetnice
u osjenc¢enom dijelu tablice dizajnirane su za potrebe ovoga rada. Podcrtane su degenerativne

baze.

Namjena Naziv pocetnice Nukleotidni slijed

pocetnica

umnozavanje TYRA Drei_F1 5' GAKGTSTAYGAAGTAAGGGA 3'

homologa TYRA_Drei R1 5 GARTTGTGRGTGCTYTCC 3

tirozinaze prema i : :

kalupu koji &ini TYRA _Drei_F2 5' CGGATATAGGACTCGSCAGGA 3

cDNA skoljkasa | TYRA Drei_R2 5 SATTWATATCGGTGTCRCAATA 3'
TYRA Drei_F3 5 CAACTGGTWTAAYTATACDGACAC 3

TYRB_Drei_CongF1

5' TCGATAATGACTTGCCACC 3

TYRB_Drei_CongR1

5' GTCWATAAATGCGTGGTGGA 3'

TYRB_Drei_ZajF2

5' ATGGACAACCCGGTAMACACAAT 3'

TYRB_Drei_ZajR2

S'TTSCATATATGAATCWAGTGTGTCC 3

TYRB_Drei_CongF3

5' GGAGCAATCAATGGCGTC 3

TYRB_Drei_DreissF3

5'CARCATCCYCACGAGCAG 3

TYRB_Drei_MytF

5" AGACGACTATCCGACGGAGAGAGA 3

Overhang

5' GCGTAAGTGACTAGCGTG 3

sinteza cDNA

Oligo-T + Overhang

5 GCGTAAGTGACTAGCGTGTTTTTTTTTTTTYN 3'

umnozavanje
gena za 18S
rRNA (provjera
prisutnosti
genomske DNA u
cDNA)

18S-1

5' CTGGTGCCAGCAGCCGCGG 3

18S-4

S'TTGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 3

PCR na
bakterijskim
kolonijama
(Colony PCR);
sekvenciranje
fragmenata
dobivenih nakon
TA kloniranja

M13 Forward (-20)

5'GTAAAACGACGGCCAG 3

M13 Reverse

5' CAGGAAACAGCTATGAC 3

provjera
prisutnosti DNA
u uzorcima RNA

COH

5' TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 3

COL

5 TTGTGRGCTGGCTTGGTG 3'
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Tablica 3.3. Znacenje IUPAC-ova koda za degenerativne baze u sastavu nukleotidnog slijeda
pocetnica iz Tablice 3.2.

Kod za degenerativnu | Odgovarajuce baze
bazu (IUPAC)

D AilliGIli T
K GiliT

M AiliC

N bilo koja baza
R AiliG

S GiliC

Vv AiliCiliG
w AiliT

Y CiliT

3.1.10. Komercijalno dostupni kompleti
Koristeni su komercijalno dostupni kompleti namijenjeni za:
* sintezu cDNA (iz RNA reverznom transkripcijom)
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems);
* prociS¢avanje fragmenata DNA iz agaroznog gela
QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
* pro¢iS¢avanje uzoraka RNA od DNA
DNA-free™ Kit (Ambion)
* pro¢iS¢avanje PCR produkata
QIAquick PCR Purification Kit (QUIAGEN)
* TA kloniranje
TOPO™ TA Cloning™ Kit for Sequencing(Invitrogen)
* izolaciju plazmidne DNA
QIlAprep Spin Miniprep Kit(QIAGEN)
* odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Quick Start Bradford Protein Assay (BIO-RAD)
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3.2. Metode

3.2.1. Identifikacija homologa tirozinaze iz transkriptoma Kkoristenjem filogeneti¢ki
obavijeStene anotacije (PIA)

Kako bi se pronasle nukleotidne i proteinske sekvence homologa tirozinaze u pet svojti
Skoljkasa porodice Dreissenidae (Congeria jalzici, C. kusceri, C. mulaomerovici, Dreissena
polymorpha i Mytilopsis sp.), pretrazen je transkriptom ovih svojti koriStenjem alata nazvanog
filogeneti¢ki obavijestena anotacija (engl. phylogenetically-informed annotation) (PIA) koji
predstavlja noviji pristup u koristenju filogenetickih alata za pretrazivanje transkriptoma ne-
modelnih organizama, a opisali su ga SPEISER et al. (2014). Transkriptom navedenih svoijti
ranije je sekvencirala dr. sc. Helena Bilandzija (neobjavljeno).

Alat PIA optimiziran je za pretragu transkriptoma Zivotinja (Metazoa), a repertoar gena
¢ije je homologe moguce pronac¢i ovim alatom obuhvaca gene vazne za strukturu i funkciju
organa osjetljivin na svjetlo i gene ukljucene u procese povezane sa Svjetloséu i
fotorecepcijom. Medu njima su geni vazni za fototransdukciju, razvoj oka 1 drugih
fotoreceptora, geni ukljuceni u cirkadijane ritmove te geni za enzime koji prenose i stvaraju
pigmente (melanine, omokrome, pterine, hemove) (SPEISER et al., 2014).

PIA je dostupna javno i besplatno (http://galaxy-dev.cnsi.ucsb.edu/pia/) uz upute za

koriStenje. Za pretrazivanje homologa od interesa u transkriptomu neke svojte najprije je
potrebno ucitati transkriptom te svojte, nakon ¢ega je moguce dobiti odgovarajuce proteinske
sekvence ORF-ova (otvorenih okvira ¢itanja; engl. open reading frames). Medu ponudenim
genima valja odabrati specificne gene ili skupinu gena ¢ije se homologe u transkriptomu zeli
pretraziti. Za potrebe ovoga rada odabran je repertoar gena povezan s melaninima buduci da
su ciljni geni homolozi tirozinaze u Skoljkasima. Alat PIA koriste¢i algoritam BLAST
pretrazuje ucitani transkriptom i nalazi ili ne nalazi homologe ciljnog gena (skupine gena).
Opcija ,tab2trees omogucuje dobivanje PDF dokumenta s unaprijed konstruiranim
filogenetickim stablima za pojedine gene iz skupine gena od interesa tako da filogenetickim
stablima pridruzuje i1 nalaze homologa ciljnog gena pronadene u ucitanom transkriptomu.
Kako izgleda jedno takvo filogeneticko stablo, prikazano je na Sl. 3.2. Ako je PIA pronasla
potencijalni homolog/homologe ciljnog gena u transkriptomu, na stablu ¢e ti homolozi biti
oznaceni zutim kruzi¢em i oznakom , QUERY*. Na Sl. 3.2. vide se dva takva nalaza. O
pouzdanosti nalaza govori prisutnost oznake ,,LANDMARKI1* u kladiju u kojem se nalaze
nalazi te pouzdanost filogenetickih odnosa u kladiju koji sadrzava oznake ,,QUERY* i

~,LANDMARKI1“. Oznaka ,LANDMARKI1“ oznacava homolog ciljnog gena u nekom
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organizmu u kojem je njegova prisutnost i funkcionalno pouzdano prepoznata: prisutnost ove
oznake kao bliskog srodnika nalaza od interesa (,,QUERY*) upucuje da je nalaz od interesa
ortolog ciljnog gena. Pouzdanost filogenetickih oznaka podrazumijeva da su svojte koje su na
stablu prikazane kao najsrodnije nalazima (,,QUERY*) zaista blisko srodne svojti Ciji je
transkriptom ucitan. Za dva nalaza na Sl. 3.2. zadovoljena su ova dva uvjeta (polozaj oznaka
,LANDMARKI1“ i prisutnost blisko srodnih vrsta u kladiju u kojem se oznake ,,QUERY*
nalaze; nalazi predstavljaju $koljkasa C. kusceri, a njemu cetiri, prema stablu, najsrodnije
svojte zaista jesu mekusci). Na stablu se mogu pojaviti 1 oznake ,,LANDMARK?2“ koje
predstavljaju srodne sekvence gena/proteina koji imaju drugaciju funkciju od onih od interesa.

Osim PDF dokumenta s filogenetickim stablima za razlicite gene, PIA kao rezultat daje i
popis nukleotidnih i proteinskih sekvenci za repertoar gena obuhvacen ovim alatom. Medu
njima je moguce pronaci one koji su kao geni/proteini od interesa prepoznati smjeStajem

nalaza na filogenetickim stablima.

3.2.2. Bioinformati¢ko provjeravanje rezultata dobivenih alatom PIA

Nukleotidne i proteinske sekvence potencijalnih  homologa tirozinaze dobivenih
pretrazivanjem transkriptoma pet svojti Skoljkasa koriStenjem alata PIA dodatno su
provjerene usporedbom s javno dostupnim sekvencama u banci gena (GenBank) uz pomo¢
algoritma BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Za nukleotidne i proteinske sekvence Skoljkasa za koje je BLAST potvrdio da pripadaju
tirozinazi nacinjen je usporedan prikaz slijeda nukleotida te aminokiselina proteinske
sekvence koriStenjem javno dostupnog alata za prevodenje nukleotidne u proteinsku sekvencu
bioinformatickog portala ExPASy (https://web.expasy.org/translate/). Medu razli¢itim
varijantama otvorenog okvira ¢itanja (ORF) Sto se dobiju upisivanjem nukleotidne sekvence,
lako je prepoznati pravi ORF koji nakon pocetne aminokiseline (metionin) i neprekinutog
slijeda aminokiselina na kraju ima Stop kodon (u ostalim, neodgovaraju¢im varijantama ORF-
ova slijed aminokiselina isprekidan je vise puta Stop kodonima).

Prisutnost signalnog peptida u proteinskim sekvencama provjerena je koriStenjem alata

SignalP4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (PETERSEN et al., 2011). Za koristenje

ovog programa potrebno je unijeti proteinsku sekvencu u FASTA formatu. Ukoliko program
prepozna signalni peptid, prikazat ¢e proteinsku sekvencu zrelog proteina, s uklonjenim
signalnim peptidom. Usporedbom ili poravnanjem ukupne proteinske sekvence i one zrelog

proteina dolazi se do aminokiselinske sekvence signalnog peptida na N-kraju proteina.
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[:cropora digitifera adiv1 08070
cropora digitifera adi v1 08145
D‘zacwgiossus kowalevskii XP 002738429
accoglossus kowalevskii XP 002738430
ESaccogfossus kowalevskii XP 002735257

Saccoglossus kowalevskii XP 002735255

Capitella teleta jgi Capcat 17975

Capitella teleta jgi Capcal 34168

NDMARK1 TYR Mus musculus BAAOQO79

Gallus gallus ENSGALP00000027812

-Xenopus fropicalis jgi Xentr4 351152

Danio rerio ENSDARP00000089792

Danio rerio ENSDARPO0000111575

NDMARK1 TYR Takifugu rubripes AAK 13523
iona intestinalis jgi Cioin2 251362
Xenopus tropicalis jgi Xentrd 122698
Xenopus tropicalis jgi Xentr4 471226

Ciona intestinalis jgi Cioin2 206313

Ciona intestinalis fgi Cioin2 289403

Xenopus tropicalis jgi Xentr4 457954

Gallus gallus ENSGALP0O0000027 266

Gallus gallus ENSGALPO00000357 34

Mus musculus ENSMUSPO0000022725
ANDMARK1T TRP2 Homo sapiens P40126
anio rerio ENSDARP 00000003459

anio rerio ENSDARP 00000120499
ANDMARK1 TRP2 Takifugu rubripes AAL84111
Petromyzon marinus ENSPMAPO0000001679
efromyzon marinus ENSPMAP00000001678
Danio rerio ENSDARPQ000007 3055
ANDMARK1T TRP1 Takifugu rubripes AAL84110
Danio rerio ENSDARP0O0000050527

allus gallus ENSGALPO0000024489

allus gallus ENSGALPOO000037537
NDMARK1 TRP1 Homo sapiens P17643

Mus musculus ENSMUSP00000099895

Mus musculus ENSMUSP00000119167
Xenopus tropicalis jgi Xentrd 451732

alpingoeca rosetta PTSG 08600T0
alpingoeca rosetta PTSG 07991T0
Salpingoeca rosetta PTSG 1238970

alpingoeca rosetta PTSG 0604570

alpingoeca rosefta PTSG 1134370
alpingoeca rosetta PTSG 1134170
Allomyces macrogynus AMAG 11868T0
LAllomyces macrogynus AMAG 05032T0
NDMARK1 TYR Pinctada fucata AAZ66340
ANDMARK1T TYR Chlamys farreri ACF25906

L ANDMARKT TYR lllex argentinus BAC87843
EUE‘?Y TYR hit TR4272 c0 g2i1 ORF10
UERY TYR hit TR4272 c0g1i1 ORF12
L loftia gigantea jgi Lotgi1 166196
Caenorhabditis elegans Y7386BL 1
——Caenorhabditis elegans F21C3 2
L Caenorhabditis elegans KOBE3 1

L Capitella teleta jgi Capcal 212520
L w ANDMARK1 TYR Streptomyces antibioticus PO7524

Nematostella vectensis jgi Nemvel 216737
ematostella vectensis jgi Nemve1 240046
Acropora digitifera adi vi1 10437

Acropora digitifera adi v1 10436

L L Nematostella vectensis jgi Nemve1 198393
~Allomyces macrogynus AMAG 01464T0
LAllomyces macrogynus AMAG 0395070

Slika 3.2. Primjer filogenetickog stabla dobivenog koriStenjem alata PIA.

Prikazano je filogeneticko stablo za tirozinazu (TYR) dobiveno nakon ucitavanja transkriptoma Skoljkasa
Congeria kusceri i provedene analize u alatu PIA. Dva nalaza oznaCena Zutim kruZi¢ima i oznakom
»QUERY* predstavljaju potencijalne homologe tirozinaze koje je PIA pronasla u transkriptomu ove vrste.
U kladiju u kojem su ovi nalazi prisutne su i oznake ,LANDMARKI1“ koji predstavljaju homologe
tirozinaze funkcionalno prepoznate u navedenim svojtama. Kladij koji ¢ine dva nalaza za C. kusceri s
ostale Cetiri svojte ima smislene filogenetiCke odnose: ostali organizmi (8koljkasi rodova Pinctada i
Chlamys, puz roda Lottia i glavonozac roda lllex) takoder su mekusci.
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3.2.3. Provjera oCuvanosti aktivnog mjesta tirozinaze na razini proteinske sekvence

Dobivene proteinske sekvence potencijalnih homologa tirozinaze poravnate se pomocu alata
za poravnavanje Tcoffee (http://tcoffee.crg.cat/). Na temelju poravnanja proucen je stupanj
ocuvanosti inace konzerviranih pozicija pojedinih aminokiselina koje vjerojatno imaju vaznu

ulogu u strukturnoj konformaciji enzima.

3.2.4. Filogeneticka analiza homologa tirozinaze porodice Dreissenidae
Filogeneticka analiza homologa tirozinaze provedena je koriStenjem metoda maksimalne
vjerodostojnosti (engl. maximum likelihood) i maksimalne Stedljivosti (engl. maximum
parsimony). Dvije navedene metode te metode udaljenosti (engl. distance methods) i
bayesovske metode (engl. Bayesian inference) cetiri su osnovne metode molekularne
filogenetike koje je moguce koristiti imajuci na raspolaganju ulazne podatke, tj. poravnanje
sekvenci Ciji se srodstveni odnos Zzeli ispitati (BARTON et al., 2007). Prije same analize
metodom maksimalne vjerodostojnosti potrebno je odabrati evolucijski model, dok je metoda
maksimalnestedljivosti jedina od Cetiri navedene metode u kojoj se ne polazi od evolucijskog
modela. KoriStenjem maksimalne vjerodostojnosti cilj je procijeniti parametre Koji
maksimaliziraju vjerodostojnost, definiranu jednadzbom, svakog pojedina¢nog stabla te
izabrati stablo koje ima najvecu vjerodostojnost. KoriStenjem metode maksimalne Stedljivosti
(parsimonije) za dani skup podataka (poravnanje sekvenci) procjenjuje se najvjerojatnija
ancestralna sekvenca te se izraCunava najmanji moguci broj promjena na temelju kojih se
moze objasniti evolucijski proces zadan odredenom topologijom stabla. Izmedu analiziranih
stabala izabire se najStedljivije stablo (ono koje implicira najmanji broj promjena), odnosno

Kao mjera pouzdanosti za provedene filogeneticke analize koristi se mjera stalnosti (engl.
bootstrap). Bootstrap analiza podrazumijeva veéi broj nasumi¢nih uzorkovanja iz osnovnog
seta podataka (poravnanja) pri ¢emu se u jednom uzorkovanju odredeni stupac poravnanja
moze uzorkovati viSe puta, $to znaci da se neki stupci uopée nece uzorkovati. Iz svakog
ovakvog pseudouzorka konstruira se stablo, a konsenzus-stablo sadrzi grane koje se
pojavljuju na vecini tako dobivenih stabala. Bootstrap, koji se kao brojana vrijednost
pojavljuje uz grananje na stablu, predstavlja postotak u kojem je neka skupina dobivena
takvim slucajnim uzorkovanjem (SCHMIDT i VON HAESELER, 2009).

Filogeneticka analiza provedena je na 111 proteinskih sekvenci mekuSaca koje su
poravnate pomocu alata T-Coffee. Poravnanje je dodatno ,,ru¢no“ uredeno u programu
BioEdit (HALL, 1999; http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) kako bi za
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filogeneticku analizu bilo odabrano podrué¢je aktivnhog mjesta enzima koje sadrzi Cu(A) i
Cu(B) podrucja. Aktivno mjesto tirozinaze odabrano je za filogeneti¢ku analizu zbog toga §to
je u proteinima tirozinaze to najvise konzervirana regija (AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN,
2014). Odabrana regija na poravnanju je sadrzavala 213 aminokiselinskih mjesta. U sastavu
111 proteinskih sekvenci su sekvence porodice Dreissenidae dobivene u ovome radu (17);
sekvence tirozinaze karakterizirane i funkcionalno koje su pronadene u literaturi (7) (pristupni
brojevi iz baze podataka GenBank za te sekvence dani su u Tablici 3.4.) te sekvence koje su
za filogeneti¢ku analizu tirozinaze u mekuSaca koristili AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN
(2014), ustupljene ljubaznos¢u prof. Degnana. U konacni sastav od 111 sekvenci nisu usle
one koje ne pokrivaju u potpunosti odabrano podrucje od 213 aminokiselinskih mjesta.

Filogeneticka analiza metodom maksimalne vjerodostojnosti provedena je u programu
MEGA7 (KUMAR, STECHER & TAMURA, 2016) koriStenjem postavki koje su Koristili
AGUILERA, MCDOUGALL&DEGNAN (2014) za filogeneticku analizu tirozinaze u mekuSaca:
model supstitucije  WAG, gama-distribucija, cetiri diskretne kategorije, polazak od
nasumicnog stabla i 1000 bootstrap replika. Ovom metodom provedene su dvije neovisne
analize s istim postavkama. U istom programu (MEGA?7) provedena je i filogeneticka analiza
metodom maksimalne §tedljivosti uz 1000 bootstrap replika.

Poravnanje 111 aminokiselinskih sekvenci tirozinaza mekusaca posluzilo je takoder i za
dodatno provjeravanje ocuvanosti ina¢e konzerviranih pozicija aminokiselinskih ostataka u
aktivnom mjestu enzima u proteinskim sekvencama S$koljkasa porodice Dreissenidae

dobivenim u ovome radu.

Tablica 3.4. Pristupni brojevi za proteinske sekvence tirozinaze $koljkasa u kojih su ovi
proteini funkcionalno opisani, koriSteni za filogeneticku analizu u ovom radu. Navedena je
publikacija u kojoj su sekvence pronadene. Uvid u ove publikacije dan je u Uvodu.

Ime svojte Pristupni broj (GenBank) | Publikacija

Pinctada fucata AB353113.1 TAKGI I MIYASHITA (2014)

Pinctada fucata BAF42771.1 NAGAI et al. (2007)
BAF42772.1

Pteria penguin AVI116673.1 Yu et al. (2018)

Crassostrea gigas | NP_001292221.1 Yu et al. (2014)
NP_001292226.1

Hyriopsis cumingii | APC92581.1 CHEN et al. (2017)
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3.2.5. Izolacija i provjera izolirane RNA
Ukupna RNA iz pet svojti Skoljkasa (Congeria jalzici, C. kusceri, C. mulaomerovici,

Dreissena polymorpha, Mytilopsis sp.) izolirana je prema protokolu proizvodaca reagensa

TRIzol koji je koristen (http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_reagent.pdf).
Postupak se moze podijeliti u dva osnovna dijela. Prvi predstavlja liza tkiva (stanica) i
odvajanje triju faza od kojih jedna sadrzi RNA. Drugi dio predstavlja postupni proces
izolacije RNA.

Tkivo $koljkasa za izolaciju RNA bilo je pohranjeno u reagensu TRIzol (oko 1000 L) ili
je iz otopine RNA later premjesteno, nakon izdvajanja iz ljuStura, u tubice za homogenizaciju
u koje je dodan TRIzol. Za homogenizaciju je koristeno 50 — 100 mg tkiva. Tkivo $koljkasa u
tubicama s TRIzolom homogenizirano je koristenjem ULTRA TURRAX homogenizatora.
Izmedu homogenizacija dviju razli¢itih svojti dio uredaja koji uranja u tubicu temeljito je
dezinficiran varikinom te ispran destiliranom vodom i obrisan papirom. Tubice cijelo vrijeme
stoje na ledu osim pri samom procesu homogenizacije. Dobivenim homogenatima dodano je
po 200 uL kloroforma. Nakon dodatka kloroforma potrebno je tubicu sigurno zatvoriti i
snazno protresti 15 sekundi (ovaj korak nije naveden u protokolu proizvodaca, a bez njega
razdvajanje faza koje slijedi nije uvijek uspjesno). Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi (2
— 3 min) i centrifugiranja (15 min, 12 000 x g, 4 °C) pojavljuju se tri sloja: donji (crveni),
interfaza i gornji — bezbojna tekuca faza. Bezbojna gornja faza sadrzi RNA te ju je
pipetiranjem potrebno prenijeti u novu tubicu pazeéi da se nista od interfaze ili donjeg sloja ne
prenese zajedno s njom.

Drugi dio postupka ukljucuje precipitaciju RNA (nakon dodatka izopropanola), ispiranje
RNA etanolom i otapanje RNA u vodi bez RNaza i napravljen je prema protokolu
proizvodaca. Izoliranu RNA treba pohraniti na —80 °C.

Za potrebe mjerenja koncentracije RNA i provjere RNA elektroforezom u agaroznom gelu
pripremljena su za svaku svojtu razrjedenja 1/10 za koja je koriStena voda bez RNaza.
Koncentracija razrijedene RNA izmjerena je KkoriStenjem spektrofotometra NanoDrop
(Thermo Scientific). Rezultate mjerenja pomnoZeni su sa deset kako bi se dobile
koncentracije RNA za pet navedenih svoijti.

Za analizu RNA elektroforezom u 1,5%-tnom agaroznom gelu primijenjen je sljedeci
postupak: 1. uzorci razrijedene RNA pomijeSani su s jednakim volumenom pufera (RNA
Loading Dye, 2x, Thermo Scientific); 2. kratko centrifugiranje; 3. uzorci su zagrijani na 95 °C
5 min kako bi se razbile sekundarne strukture RNA; 4. jo§ vruci uzorci naneseni su na gel

koriStenjem nastavaka za pipete s filterom. Elektroforeza je provedena pri naponu od 100 V.
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Lancanom reakcijom polimerazom (PCR) provjerena je Cistoca izolirane RNA, odnosno
prisutnost genomske DNA u uzorcima RNA. Upotrebljene su pocetnice za umnozavanje gena
za podjedinicu citokrom oksidaze u Skoljkasa porodice Dreissenidae (nazvane COH i COL).
Njihove su sekvence dane u Tablici 3.2. U Tablici 3.5. dan je sastav reakcijske smjese, a u
tablici 3.6. uvjeti PCR reakcije.

Tablica 3.5. Sastav reakcijske smjese za provjeru prisutnosti DNA u uzorku RNA. Kalup:
RNA (Congeria jalzici, C. kusceri, C. mulaomerovici, Dreissena polymoprha, Mytilopsis sp.);
pozitivna kontrola: kalup — cDNA (C. jalzici); negativna kontrola: bez kalupa.

Komponenta reakcije VOlumen. .[.”L]
po reakciji

gotova reakcijska smjesa za PCR: 50

Ready Mix Taq PCR Reaction Mix (2x) ’

pocetnica za COI (COH) 0,3

pocetnica za COI (COL) 0,3

kalup 1,0

voda za PCR 3,4

Ukupno: 10 puL

Tablica 3.6. Uvjeti PCR reakcije za provjeru prisutnosti DNA u uzorku RNA.

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 95 1:00 1
Denaturacija 94 0:30

Prijanjanje 50 0:30 30
Elongacija 72 0:30

Zavr$na elongacija 72 5:00 1

3.2.6. Procis¢avanje RNA uzorka od DNA

U uzorku cDNA svojte Congeria jalzici ustanovljena je i genomska DNA zbog ¢ega je uzorak
RNA na temelju kojeg je sintetizirana cDNA prociS¢en djelovanjem DNaze. Tretiranje RNA
napravljeno je koristenjem kompleta DNA-free™ Kit (Ambion) prema uputama proizvodaca
slijede¢i rigorozni tretman (za > 200 pg nukleinske kiseline/mL). RNA je razrijedena do
koncentracije 0,2 pg/uL (ta je koncentracija proc¢is¢ene RNA navedena u Tablici 3.10.).

Sastav reakcije za tretiranje DNazom dan je u Tablici 3.7.
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Tablica 3.7. Sastav reakcije za tretiranje DNA u uzorku RNA DNazom.

Reagens Volumen

DNaza | pufer 5,0 uL (=0,1V)
rDNaza | 1,0 uL (2 x 0,5 puL)
RNA (C. jalzici) (0,2 pg/uL) | 44 pL

Ukupni volumen: 50 pL

Reakcija je lagano promijesana. Prvo je dodano 0,5 ulL DNaze te je reakcija inkubirana na
37 °C 30 minuta.Potom je dodano jo$s 0,5 pL DNaze te je reakcija inkubirana na 37 °C 30
minuta.Dodano je zatim 5,0 puL reagensa za inaktivaciju DNaze te inkubirano na sobnoj
temperaturi (> 2 min) uz kvrckanje po tubici (radi redisperzije reagensa).Centrifugirano je na
10 000 x g 1 min 30 s.Proc¢is¢éena RNA (supernatant) prenesena je u novu tubicu.

Nakon procis¢avanja RNA, PCR-om je provjerena prisutnost genomske DNA u uzorku
RNA svojte C. jalzici. U Tablici 3.8. dan je sastav reakcijske smjese, a u Tablici 3.9. uvjeti
PCR reakcije.

Tablica 3.8. Sastav reakcijske smjese za provjeru prisutnosti DNA u uzorku RNA. Kalup:
RNA (Congeria jalzici), pozitivna kontrola: kalup — cDNA koja sadrzi i genomsku DNA (C.
jalzici).

Komponenta reakcije Volumen [pL] po reakciji
gotova reakcijska smjesa za PCR: 50

Ex Taq Mix (2x) ’

pocetnica za COI (COH) 0,3

pocetnica za COI (COL) 0,3

Kalup 1,0

voda za PCR 3,4

Ukupno: 10 pL

Tablica 3.9. Uvjeti PCR reakcije za provjeru prisutnosti DNA u uzorku RNA (C. jalzici).

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 94 2:00 1
Denaturacija 94 0:30

Prijanjanje 48 0:30 30
Elongacija 72 0:45

Zavr$na elongacija 72 5:00 1
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3.2.6.1. Rezultat provjere izolirane RNA elektroforezom u agaroznom gelu

Na Sl. 3.3A prikazan je rezultat elektroforeze u agaroznom gelu. Kao kontrola, prikazane su
pruge koje odgovaraju 18S rRNA i 28S rRNA meksicke tetre (Astyanax mexicanus) Cija je
RNA analizirana na istom agaroznom gelu u neovisnom pokusu (dr. sc. Helena Bilandzija). Za
sve svojte porodice Dreissenidae Cija je izolirana RNA dala pozitivan rezultat na gelu vide se
samo pruge za 18S rRNA. Slabije vidljive pruge naznacene su strelicom. Pruga za 18S rRNA
dobivena je za jedan od dva uzorka RNA svojte Congeria jalzici pa je samo RNA koja je dala
pozitivan rezultat iskoristena za sintezu cDNA u ove svojte. Mytilopsis sp. jedina je svojta koja
ne pokazuje nijednu od dviju ocekivanih pruga za rRNA, no taj je uzorak, kao jedini svoje

svojte, iskoriSten za sintezu cDNA.

28S rRNA =—
. = 185 rRNA =——

=
@
o
(2]
S
a4
8
S
(]
>
c
S
O

Dreissena

Astyanax mexicanus
(meksicka tetra)
Congeria jalzici
(Lukina jama)
Congeria jalzici
(Markov ponor)

C. mulaomerovici

Mytilopsis
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Slika 3.3. Provjera izolirane RNA. (A) Rezultat analize izolirane RNA iz pet svojti Skoljkasa
porodice Dreissenidae elektroforezom u 1,5%-tnom agaroznom gelu. Kontrola: RNA
meksicke tetre (Astyanax mexicanus) iz neovisnog pokusa (dr. sc. Helena BilandZija). Pruge
18S rRNA koje se slabo vide naznacene su strelicom. Mytilopsis sp. jedina je od pet svojti
skoljkasa cija izolirana RNA nije pokazala prugu za 18S rRNA.(B, D, E) Provjera Cistoce
izolirane RNA u svojti Congeria jalzici, C. mulaomerovici i Mytilopsis sp. (B), Dreissena
polymorpha (D) i C. kusceri (E). Jedino je RNA svojte C. jalzici bila kontaminirana
genomskom DNA (B).Uzorak RNA C. jalzici procis¢en je DNazom (C) i iskoristen za sintezu
cDNA u ove svojte.

3.2.6.2. Provjera prisutnosti genomske DNA u uzorcima RNA

Kontaminacija uzoraka RNA genomskom DNA provjerena je PCR reakcijom koriStenjem
pocetnica za umnozavanje gena za podjedinicu citokrom oksidaze (COI) (SI. 3.3B, D, E).
Jedino je RNA svojte C. jalzici pokazala kontaminaciju genomskom DNA (Sl. 3.3B). Uzorak
RNA koji je pokazao prugu za 18S rRNA u agaroznom gelu (vidi SI. 3.3A) razrijeden je i
podvrgnut tretmanu DNazom. Dio pro¢is¢ene RNA iskoristen je u PCR reakciji s poCetnicama
za umnozavanje podjedinice citokrom oksidaze (COI). Negativan rezultat u uzorku procis¢ene
RNA 1 pozitivan u reakciji koja je kao kalup sadrzavala DNA upucuje na zakljucak da je
RNA uspjesno procis¢ena od DNA (Sl. 3.3C). Procis¢ena RNA iskoriStena je za sintezu
cDNA u svojte C. jalzici.
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3.2.7. Sinteza cDNA

Sinteza cDNA iz izolirane RNA provedena je koriStenjem komercijalno dostupnog kompleta
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) koristenjem uputa
proizvodaca. KoriStenjem ovog kompleta na kraju postupka dobiva se jednolancana
komplementarna DNA (cDNA). Umjesto nasumi¢nih pocetnica koristena je pocetnica Oligo-
T + Overhang ¢ija je sekvenca dana u Tablici 3.2.

Reverzna transkripcija ili obrnuto prepisivanje proces je kojim se molekula RNA
djelovanjem enzima reverzne transkriptaze uz prisutnost smjese dNTP-ova prepisuje u
molekulu DNA koja se naziva komplementarna DNA ili cDNA. Reverzna transkriptaza je
RNA-ovisna DNA polimeraza koja ima dva oblika aktivnosti. Jedan je 5' — 3' DNA-
polimerazna aktivnost kojom na temelju nukleotidnog slijeda molekule RNA produzuje
pocetnicu komplementarno sparenu za molekulu RNA 1 tako sintetizira cDNA, a drugi je
aktivnost RNaze H kojom uklanja RNA iz nastale hibridne RNA-DNA molekule
(BORDUKALO NIKSIC, 2007a). Ove dvije aktivnosti reverzne transkriptaze prikazane su na Sl.
3.4. koja prikazuje sintezu cDNA prema kalupu koji ¢ini glasnicka RNA (mRNA).

Budué¢i da samo mRNA sadrzi poli-A produZetak, koriStenjem pocetnice s oligo-T
nukleotidnim sastavom sintetizirat ¢emo samo cDNA komplementarnu glasnickoj RNA, ¢iji
je udio u ukupnoj stani¢noj RNA znatno manji od ribosomske RNA (BORDUKALO NIKSIC,
2007b). cDNA ne sadrzi introne.

Buduci da za sintezu cDNA nije upotrijebljena oligo-T pocetnica, ve¢ oligo-T + Overhang
pocetnica, moguce je koristiti Overhang pocetnicu za PCR reakcije u kojima je kalup
sintetizirana cDNA te nije potrebno dizajnirati posebnu pocetnicu komplementarnu 3' kraju
sekvence od interesa.

Prema uputi proizvodaca u navedenom kompletu za sintezu cDNA, u 10 uL. RNA (sa ili
bez dodane vode bez RNaza), koje s 10 uLMaster Mixa ¢ine ukupnih 20 pL reakcije, treba
biti manje od 2 ug RNA. Koli¢ina RNA koriStena za sintezu cDNA dana je u Tablici 3.10.
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Slika 3.4. Djelovanje reverzne transkriptaze pri sintezi cDNA. Na slici je, kao i u ovom radu,

uzeta pocetnica koja ima oligo-T mjesto zbog Cega ¢e se sintetizirati cDNA samo prema
kalupu koji predstavlja mRNA (koja ima poli-A produzetak).

Tablica 3.10. Koli¢ina RNA koristena za sintezu cDNA 1 pretpostavljena koncentracija cDNA.

Volumen Koli¢ina
Koncentracija | RNA za RNA U Pretpostavjena
Svojta RNA [pg/ LJ] sintezu uzorku (V = | koncentracija
Hem 20 pL) [pg] | cDNA [pg/pL]

¢DNA [pL] (<2 po)
Congeria jalzici 0,2 8,0 1,6 0,08 pg/uL
Congeria kusceri 0,9013 1,5 1,352 0,068 ug/ulL
Congeria 0,8054 2,0 1,61 0,081 ug/ul
mulaomerovici
Dreissena 1,2411 12 1,49 0,075 pg/ul
Mytilopsis 15 1,0 15 0,075 pg/ul




3.2.8. Provjera prisutnosti genomske DNA u cDNA
Prisutnost genomske DNA u uzorcima cDNA pokazuje da uzorak RNA koji je upotrebljen za
sintezu cDNA nije bio Cist, ve¢ da je sadrzavao i genomsku DNA. Dakle, provjera prisutnosti
genomske DNA u cDNA provjera je ¢istoce RNA koja je posluzila kao kalup za sintezu cDNA.
Prisutnost genomske DNA provjerena je u uzorcima cDNA svojti C. kusceri i D.
polymorpha kao dodatna provjera cCistoée RNA ranije provjerene kako je opisano u
potpoglavlju 3.2.5. Za provjeru prisutnosti genomske DNA u ¢cDNA koristene su pocetnice za
umnozavanje gena za 18S rRNA. U uzorcima cDNA koji sadrze genomsku DNA ocekuje se
umnozavanje. U uzorcima cDNA koji ne sadrze genomsku DNA ne bi trebalo do¢i do
umnozavanja pocetnicama za 18S rRNA, budué¢i da je cDNA sintetizirana Oligo-T +
Overhang pocetnicama koje umnozavaju samo mRNA koja ima poli-(A) rep. U Tablici 3.11.
dan je sastav PCR reakcije, a u Tablici 3.12. uvjeti PCR reakcije (Touch Down PCR). Kao

pozitivna kontrola uzeta je genomska DNA svojte Mytilopsis.

Tablica 3.11. Sastav reakcijske smjese za provjeru prisutnosti genomske DNA u cDNA. Kalup:
cDNA (C. kusceri, D. polymorpha), pozitivna kontrola: kalup — genomska DNA (Mytilopsis).

Komponenta PCR reakcije V [UL] po reakciji

gotova reakcijska smjesa za PCR:
Ready Mix (Sigma Jump Start Taq) | 5,0
(2 x konc.)

F pocetnica za 18S rRNA [10 uM]

[konacna konc.: 0,3 uM] 0.3

R pocetnica za 18S rRNA [10 uM] 03
[konaéna konc.: 0,3 uM] ’
kalup (cDNA/genomska DNA) 0,3
voda za PCR 4,1
Ukupno: 10 pL

Tablica 3.12. Uvjeti PCR reakcije (Touch Down PCR) za provjeru prisutnosti genomske
DNA u cDNA.

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 94 2:00 1
Denaturacija 94 0:30

Prijanjanje 65 0:30 3

Elongacija 72 1:00

Denaturacija 94 0:30

Prijanjanje 60 0:30 3

Elongacija 72 1:00
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Denaturacija 94 0:30

Prijanjanje 55 0:30 30
Elongacija 72 1:00

Zavr$na elongacija 72 5:00 1

3.2.8.1. Rezultat provjere prisutnosti genomske DNA u uzorcima cDNA

Kao dodatna provjera Cisto¢e uzoraka RNA svojti C. kusceri i D. polymorpha, provedena je
PCR reakcija za umnozavanje gena za 18S rRNA. Pozitivan rezultat o¢ekuje se u uzorku koji
sadrzi genomsku DNA, a negativan u uzorku koji sadrzi samo cDNA zato $to je cDNA za
potrebe ovoga rada sintetizirana prema kalupu koji predstavlja mRNA (koristenjem Oligo-T +
Overhang pocetnice). Na Sl. 3.5 prikazan je rezultat provjere koji pokazuje pokazuje da
uzorci sintetizirane cDNA ne sadrze genomsku DNA (18S rRNA umnozila se samo u reakciji

pozitivne kontrole u kojoj je kalup genomska DNA; ovdje svojte Mytilopsis sp.).

gen za 18S rRNA:
provjera prisutnosti
genomske DNA u cDNA
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Slika 3.5. Provjera prisutnosti genomske DNA u cDNA svojti C.kusceri i D. polymorpha.
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3.2.9. Dizajniranje pocetnica

Pocetnice dizajnirane za potrebe ovoga rada navedene su u osjencenom dijelu Tablice 3.2.
Namijenjene su umnazanju fragmenata homologa tirozinaze u pet svojti Skoljkasa koriStenih u
radu. Na temelju poravnanja nukleotidnih i proteinskih sekvenci dobivenih alatom PIA i na
temelju rezultata filogeneticke analize ustanovljeno je postojanje dviju osnovnih skupina u
koje se grupiraju sekvence zbog ¢ega su posebno dizajnirane pocetnice za skupinu nazvanu
TYRA i skupinu nazvanu TYRB. Na svakom od dva poravnanja nukleotidnih sekvenci
,Tuéno® su pronadena mjesta pogodna za dizajn pocetnica, a pocetnice su dodatno provjerene
kao pogodne (teoretski, ne stvaraju dimere i ukosnice) koriStenjem programa PrimerSelect.
Duljina pocetnica obicno iznosi 18 — 24 pb, a preporucljiv ukupni udio G i C nukleotida je
oko 45 — 55% (KATUSIC HECIMOVIC, 2007a), u skladu s ¢im su dizajnirane pocetnice i za
potrebe ovog rada.

Za obje spomenute skupine (TYRA i TYRB) duljina nukleotidne sekvence na poravnanju
smjeStanjem pocetnica podijeljena je na tri dijela uz pretpostavku da ¢e sekvencu biti
jednostavnije dobiti PCR-om razloZenu na tri manja fragmenta. Za skupinu TYRA dizajnirane
su pocetnice za umnozavanje fragmenata tirozinaze iz svih pet svojti (SI. 3.6.), a za skupinu
TYRB za tre¢i odlomak nukleotidne sekvence dizajnirane su posebne nizvodne (engl.
forward) pocetnice za svojte roda Congeria, a posebne za svojtu Dreissena, dok su za prvi
odlomak dizajnirane pocetnice za svojte roda Congeria (s namjerom umnozavanja fragmenta
iz svojte C. kusceri jer su ostale dobro pokrivene sekvencama iz transkriptoma) (Sl. 3.7.).
Oznake ,,Cong*“, odnosno ,,Dreiss* u nazivima pocetnica za umnazanje tirozinaza skupine
TYRB pokazuju umnazanju kojih svojti je namijenjena pocetnica, a oznaka ,,Zaj* u imenima
pocCetnica TYRB Drei ZajF2 1 TYRB Drei ZajR2 znaci ,zajednicki”, dakle, ove su
pocetnice namijenjene umnazanju tirozinaze i iz svojti roda Congeria i svojte Dreissena. Za
svojtu Mytilopsis dizajnirana je posebna nizvodna pocetnica (TYRB Drei MytF). Za
nizvodne pocetnice namijenjene umnaZanju treeg fragmenta tirozinaze (i za tirozinazu
skupine TYRB za svojtu Mytilopsis) nije dizajnirana uzvodna (engl. reverse) pocetnica kao
dio trec¢eg para pocetnica buduéi da njezinu ulogu preuzima pocetnica Oligo-T + Overhang
¢ija je sekvenca takoder dana u Tablici 3.2.

Pri dizajniranju nekih pocetnica morale su biti upotrebljene i degenerativne baze pa je rijec
o degenerativnim pocetnicama. Znacenje koda takvih baza prema IUPAC-u dano je u Tablici

3.3. Degenerativne pocetnice predstavljaju smjesu oligonukleotidnih sekvenci u kojima neka
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mjesta sadrze viSe mogucih baza tako da smjesa sadrzi razliite pocetnice slicnog

nukleotidnog slijeda i sadrzi sve moguée kombinacije pocetnica.

PR N N ] A R AR W L W WA S RO I VLR B R WO B TR O O U P I PORCIE ]

LO 220 230 240 25 1120 1130 1140 3l
AATG? G2 2 BCAAGTGTTTCA CGTTGCCCTGiEs
2 CAGACCCATG

\— ]
WOCGTGCACG

TYRA_Drei_F1: GAKGTSTAYGAAGTAAGGGA TYRA_Drei_R1: GARTTGTGRGTGCTYTCC

Il'll|l'l'||'|'|‘l'l|'l'l|l'l'|""|"' |llllIllllI'lllIIllllIlllllllllllllllllll
40 650 660 670 450 1460 1470 1480 14
Dre4 cceerGacEEer 2GG2 IFAINIFACG TACCGAACG  CCCGATCTTH ¢ C( (
Dre5 cCCCTGAECH z CCGGACTTGH
C.mul. 12 GCGCACE
Myt2 CCTCTGEC{eelelohs

TYRA_Drei_F2: CGGATATAGGACTCGSCAGGA TYRA_Drei_R2:
SATTWATATCGGTGTCRCAATA

PR B N B R N R A Bl o i R
1390 1400 1410 1420 14

Dre4 acTGea \CCCACGTGTCC
Dre5 ACTGG2

C.mul. 1 TTTGGA
Myt2 ACTGGATAGE

TYRA_Drei_F3: CAACTGGTWTAAYTATACDGACAC

Slika 3.6. Mjesta u poravnanju nukleotidnih sekvenci skupine TYRA za koja se ocekuje
sparivanje s naznaCenim dizajniranim pocetnicama. U nukleotidnom slijedu pocetnica

zapisanom u 5'—3' smjeru podcrtane su degenerativne baze. Poravnanje zavrSava pozicijom
2178.

(Za znacenje brojki u kraticama imena svojti, vidi potpoglavlje 4.1. 1 Tablicu 4.1.)
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TYRB_Drei_CongF3: GGAGCAATCAATGGCGTC
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TYRB_Drei_CongR1:
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TYRB_Drei_DreissF3:
CARCATCCYCACGAGCAG

Slika 3.7. Mjesta u poravnanju nukleotidnih sekvenci skupine TYRB za koja se ocekuje
sparivanje s naznacenim dizajniranim pocetnicama. U nukleotidnom slijedu pocetnica
zapisanom u 5'—3' smjeru podcrtane su degenerativne baze. Poravnanje zavrSava pozicijom

2420.

(Za znacenje brojki u kraticama imena svojti, vidi potpoglavlje 4.1. i Tablicu 4.1.)
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3.2.10. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction) (PCR) temeljna je metoda
molekularne biologije koja omogucuje umnozavanje molekule DNA u velikom broju kopija
djelovanjem enzima DNA polimeraze. Osim polimeraze, za PCR reakciju potrebni su i kalup
— DNA koju zelimo umnoZiti, par pocetnica koje se mogu komplementarno spariti s kalupom,
puferska otopina koja sadrzi vodu i ione koji pogoduju uspjesnoj PCR reakciji (osobito su
vazni Mg?* ioni) te dNTP-ovi. Danas su komercijalno dostupne i otopine za PCR (Master
Mix), gotove reakcijske smjesekoje sadrze ve¢ pomijesanepufer, polimerazu i dNTP-ove $to
smanjuje vrijeme potrebno za pripremu reakcije i smanjuje moguénost kontaminacije uzorka.

Tri su osnovna koraka jednog ciklusa reakcije PCR-a, a ciklus se obi¢no ponavlja 30 — 35
puta (ovisno o uputama proizvodaCa i osobinama kalupa i pocetnica). Prvi korak je
denaturacija molekule DNA, odnosno razdvajanje dvaju komplementarnih lanaca. Time se na
molekulama DNA oslobadaju mjesta za vezanje nizvodne (engl. forward; F) i uzvodne (engl.
reverse; R) pocetnice. Drugi korak je prijanjanje pocéetnica na molekulu DNA, odnosno
komplementarno sparivanje pocetnica s DNA. Preporucena temperatura prijanjanja/sparivanja
je 50 — 65 °C (KATUSIC HECIMOVIC, 2007a). Posljednji korak jednog ciklusa u reakciji PCR-a
predstavlja elongacija tijekom koje se sintetizira novi lanac DNA 5' — 3' DNA-polimeraznom
aktivnosti DNA polimeraze. Od jedne molekule DNA na kraju ciklusa nastaju dvije
dvolan¢ane molekule DNA. U sljede¢em ciklusu dvolancana molekula DNA ponovno se
denaturira i ciklus se nastavlja.

Proizvodaci polimeraza i pufera za PCR, odnosno gotovih otopina koje sadrze pomijeSane
polimerazu i1 pufer preporucuju uvjete (trajanje i temperaturu) za pojedine dijelove ciklusa 1
broj ciklusa u skladu s osobitostima svojih proizvoda. U program za PCR treba ukljuciti i
korak inicijalne denaturacije i zavrSne elongacije kako bi se molekule DNA na pocetku
reakcije pravilno denaturirale te kako bi ekstenzija u 5' — 3' smjeru dosla do 3' kraja lanca
DNA.

Varijanta PCR reakcije u kojoj se najprije odvija po nekoliko skupina ciklusa na
temperaturama visim od konacne temperature prijanjanja, pri ¢emu se u svakoj sljedecoj
skupini ciklusa temperatura prijanjanja smanjuje, a na kraju se provodi najveci dio ciklusa na
konacnoj temperaturi prijanjanja, zove se na engleskom jeziku Touch Down PCR. Na ovaj
nacin povecava se specifi¢nost PCR reakcije: na pocetnim temperaturama prijanjanja s DNA
¢e se komplementarno spariti pocetnice na specificnim mjestima najvece (potpune)

komplementarnosti. Nespecificno vezanje pocetnica daje nezeljene PCR produkte.

49



Gradient PCR varijanta je PCR reakcije u kojoj se u jednom PCR uredaju istovremeno
odvija viSe reakcija s viSe razli¢itih temperatura prijanjanja. Gradijent temperature
uspostavljen je izmedu prvog i zadnjeg reda za PCR tubice u PCR uredaju.

Sve DNA polimeraze sintetiziraju DNA u 5' — 3' smjeru, a kalup za DNA polimerazu
moze biti 1 jednolan¢ana molekula DNA. Stoga je PCR reakcijom moguce umnoziti
jednolan¢anu cDNA koja nastaje reverznom transkripcijom prema kalupu — RNA koriStenjem
komercijalno dostupnog paketa High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) kojim je cDNA sintetizirana za potrebe ovoga rada.

Za PCR se koriste termostabilne DNA polimeraze. Neke medu njima posjeduju, a druge ne
posjeduju 3' — 5' egzonukleaznu aktivnost. Taq polimeraza ne posjeduje tu aktivnost, dakle
nema sposobnost popravka krivo sparene baze. Ova polimeraza odlikuje se deoksinukleotidil
transferaznom aktivnosti, §to zna¢i da dodaje A-deoksinukleotid na 3' kraj PCR produkta.
Zbog toga je PCR produkte dobivene koriStenjem Taq polimeraze (i njezinih derivata)
moguce direktno koristiti za TA kloniranje. Polimeraze koje imaju sposobnost popravka krivo
sparene baze (engl. proofreading) zahvaljujuc¢i 3' — 5' egzonukleaznoj aktivnosti pogodne su
za PCR reakcije u kojima je vazna velika vjerodostojnost sinteze slijeda DNA (KATUSIC
HEeCMovVIC, 2007b). Takva je polimeraza u sastavu otopine za PCR Phusion High Fidelity
Master Mix with HF Buffer koja je koristena u ovom radu. PCR produkti dobiveni
koriStenjem ove otopine ne mogu se direktno koristiti za TA kloniranje jer nemaju slobodni
(nespareni) A-deoksinukleotid na 3' kraju lanca.

Slijedi popis reakcijskih smjesa 1 uvjeta za PCR reakcije koriStenih u ovom radu. Nisu
posebno naznacene koriStene negativne kontrole, reakcije koje sadrze sve komponente osim
kalupa. Broj ciklusa, trajanje ciklusa i pripadaju¢e temperature odabrane su prema uputama
proizvodaca, vodeéi racuna o ocekivanoj veli¢ini PCR produkata i pocetnicama koje su

koriStene. Za odabir temperature prijanjanja pocetnica koriSteni su dostupni kalkulatori:

a)https://www.thermofisher.com/hr/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-

biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/tm-calculator.html (Thermo Scientific) i

b) https://tmcalculator.neb.com/#!/main (NEB).

Posljednji navedeni kalkulator koristen je za PCR reakcije u kojima je koristen Phusion High
Fidelity Master Mix with HF Buffer, sto predstavlja ve¢inu PCR reakcija provedenih za
potrebe ovoga rada.
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3.2.10.1. TYRA Drei_F1+ TYRA Drei R1

Tablica 3.13. Sastav PCR reakcije. Kalup: svih pet svojti $koljkasa iz ovoga rada.

Komponenta PCR reakcije V [uL] po reakciji

voda za PCR 12,3

gotova reakcijska smjesa za PCR: 15.0

Ex Tag Mix (2x konc.) '

F pocetnica: TYRA_Drei_F1[20 uM] 0.9

[konaéna konc.: 0,6 uM] '

R: pocetnica TYRA_Drei_R1[20 uM] 0.9

[konaéna konc.: 0,6 uM] '

kalup (cDNA) 0,9

Ukupno: 30 pL

Tablica 3.14. Uvjeti PCR reakcije.

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 94 1:00 1
Denaturacija 94 0:20

Prijanjanje 55 /49 (gradijent) | 0:30 30
Elongacija 72 1:00

Zavr$na elongacija 72 10:00 1

3.2.10.2. TYRA_Drei_F2 + TYRA_Drei_R2

Tablica 3.15. Sastav PCR reakcije. Kalup: svih pet svojti $koljkasa iz ovoga rada.

Komponenta PCR reakcije \r/egﬁla]J ipo
voda za PCR 4,1

F pocetnica: TYRA Drei_F2 [20 uM] 03
[konaéna konc.: 0,6 uM] ’

R pocetnica: TYRA_Drei_R2 [20 uM] 03

[konaéna konc.: 0,6 uM]

Kalup (cDNA) 0,3

gotova reakcijska smjesa za PCR: 50
Phusion Mix (2x konc.) ’

Ukupno: 10 pL
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Tablica 3.16. Uvjeti PCR reakcije. Kalup: (b) Dreissena; (a) ostale Cetiri svojte.

Korak Temperatura(°C) | Vrijeme | Broj
(min) ciklusa

Inicijalna denaturacija | 98 0:30 1

Denaturacija 98 0:10

Prijanjanje gg ; gz Eg)) 0:30 35

Elongacija 72 0:25

Zavr$na elongacija 72 5:00 1

PCR produkt dobiven za svojtu Dreissena reamplificiran je (Tablica 3.17.).

Tablica 3.17. Sastav PCR reakcije za reamplifikaciju PCR produkta (Dreissena). Uvjeti PCR
reakcije kao u Tablici 3.16.

V [pL]
Komponenta PCR reakcije po

reakciji
voda za PCR 10,25
F pocetnica: TYRA Drei F2A [20 uM] 075
[konaéna konc.: 0,6 uM] '
R pocetnica: TYRA Drei R2 [20 uM] 0.75
[konaéna konc.: 0,6 uM] '
Kalup: PCR produkt (Dreissena) iz prethodne reakcije 0,75
gotova reakcijska smjesa za PCR: Phusion Mix (2x konc.) | 12,5
Ukupno: 25 pL

3.2.10.3. TYRA Drei_F3 + Overhang

Tablica 3.18. Sastav PCR reakcije. Kalup: navedeno u tablici;

opaska: (a) C. mulaomerovici, Mytilopsis; (b) C. jalzici, Dreissena, Mytilopsis.

Komponenta PCR reakcije V [uL] po reakciji
Kalup (¢cDNA): | C.j.,C.m., Dre, Myt | C. kusceri
voda za PCR 32() | 37(b) 6,8
F pocetnica: TYRA Drei F3 [20
uM] 0,3 0,6

[konaéna konc.: 0,6 uM]

R pocetnica: Overhang [10 pM] 05 10
[konacna konc.: 0,5 uM] ’ \

kalup (CDNA) 10(@ | 05(b) 16

gotova reakcijska smjesa za 50 10.0
PCR: Phusion Mix (2x konc.) ’ '

Ukupno: 10 pL 20 pL
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Tablica 3.19. Uvjeti PCR reakcije. Kalup: (a) C. mulaomerovici, Mytilopsis; (b) Dreissena,
Mytilopsis; (c) C. kusceri; (d) C. jalzici.

Korak Temperatura(°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 98 0:30 1
Denaturacija 98 0:10
60 /50 (a)
Prijanjanje 2‘11 ; gggg)) 0:30
57 /59(d) 35
0:25 (a)
. 0:28 (b
Elongacija 72 1:00 EC))
0:45 (d)
Zavr$na elongacija 72 5:00 1

PCR produkt dobiven za svojtu Dreissena reamplificiran je radi koriStenja za TA kloniranje
(Tablice 3.20.13.21.)

Tablica 3.20. Sastav PCR reakcije za reamplifikaciju.

Komponenta PCR reakcije V [uL] po reakeciji
gotova reakcijska smjesa za PCR: Ready Mix (Sigma Jump Start) 50

(2x konc.) '

F pocetnica: TYRA Drei F3 [20 uM] 0.3

[konacna konc.: 0,6 uM] ’

R pocetnica: Overhang [10 uM] 05

[konacna konc.: 0,5 uM] ’

kalup (PCR produkt:Dreissenaiz prethodne reakcije) (vidi ispod)

voda za PCR 3,9

Ukupno: 10 pl

Reakcija 1. Reakcija 2. Reakcija 3.

U MM uronjen je nastavak pipete koji Kalup: 0,3 pL kalupa Kalup: 1,0 pL kalupa
je prethodno bio provucen kroz gel prije | (DNA, Dreissena, (DNA, Dreissena,
izolacije DNA (Dreissena) iz gela. izolirana iz gela) izolirana iz gela)
Tablica 3.21. Uvjeti PCR reakcije.

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 94 2:00 1

Denaturacija 94 0:30

Prijanjanje 50 0:30 35

Elongacija 72 0:48

Zavr$na elongacija 72 5:00 1
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3.2.10.4. TYRB_Drei_CongFl1 + TYRB_Drei_CongR1

Tablica 3.22. Sastav PCR reakcije. Kalup: cDNA svojte Congeria kusceri.

Komponenta PCR reakcije V [UL] po reakciji

voda za PCR 41

F pocetnica: TYRB_Drei_CongF1[20 uM] 03
[konaéna konc.: 0,6 uM] ’

R: pocetnica TYRB_Drei_CongR1[20 uM] 03
[konaéna konc.: 0,6 uM] ’

kalup (cDNA) 0,3

gotova reakcijska smjesa za PCR:

Phusion Mix (2x konc.) 50

Ukupno: 30 pL

Tablica 3.23. Uvjeti PCR reakcije.

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 98 0:30 1
Denaturacija 98 0:10

Prijanjanje 61 0:30 35
Elongacija 72 0:35

Zavr$na elongacija 72 5:00 1

3.2.10.5. TYRB_Drei_ZajF2 + TYRB_Drei_ZajR2

Tablica 3.24. Sastav PCR reakcije. Kalup: sve svojte (iskljucujuc¢i Mytilopsis).

Komponenta PCR reakcije V [uL] po reakciji
voda za PCR 4,1

F pocetnica: TYRB_ Drei_ ZajF2[20 pM] 03

[konacna konc.: 0,6 uM] '

R pocetnica: TYRB_Drei_ZajR2[20 uM] 03

[konacna konc.: 0,6 uM] '

kalup (cDNA) 0,3

gotova reakcijska smjesa za PCR: Phusion Mix (2x konc.) | 5,0

Ukupno: 10 L

Tablica 3.25. Uvjeti PCR reakcije.

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 98 0:30 1
Denaturacija 98 0:10

Prijanjanje 65 0:30 35
Elongacija 72 0:35

Zavr$na elongacija 72 5:00 1
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3.2.10.6. TYRB_Drei_CongF3/DreissF3 + Overhang

Tablica 3.26. Sastav PCR reakcije. Kalup: tri vrste roda Congeria (s po¢etnicom
TYRB_Drei_CongF3) i svojta Dreissena (s po¢etnicom TYRB Drei DreissF3).

Komponenta PCR reakcije V [uL] po reakciji
voda za PCR 3,7

F pocetnica: TYRB_ Drei_CongF3 [20 uM]/
TYRB_Drei_DreissF3 [20 uM] 0,3

[konaéna konc.: 0,6 uM]

R pocetnica: Overhang[10 uM] 05
[konaéna konc.: 0,5 uM] '

kalup (cDNA) 0,5

gotova reakcijska smjesa za PCR:

Ex Tag Mix (2x konc.) 5,0

Ukupno: 10 uL

Tablica 3.27. Uvjeti PCR reakcije.

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 94 1:00 1
Denaturacija 94 0:20

Prijanjanje 49,5 0:30 30
Elongacija 72 1:00

Zavr$na elongacija 72 10:00 1

3.2.10.7. TYRB_Drei_MytF3 + Overhang

Tablica 3.28. Sastav PCR reakcije. Kalup: cDNA (Mytilopsis).

Komponenta PCR reakcije V [uL] po reakeciji
voda za PCR 6,8

F pocetnica: TYRB_Drei_MytF3 [20 uM] 0.6
[konaéna konc.: 0,6 uM] '

R: pocetnica: Overhang [10 uM] 10
[konaéna konc.: 0,5 uM] '
DMSO 0,6
kalup (cDNA) 1,0
gotova reakcijska smjesa za PCR: 10.0
Phusion Mix (2x konc.) '
Ukupno: 20 pL
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Tablica 3.29. Uvjeti PCR reakcije.

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 98 0:30 1
Denaturacija 98 0:10

Prijanjanje 57 0:30 35
Elongacija 72 1:15

Zavr$na elongacija 72 10:00 1

3.2.11. Elektroforeza nukleinskih kiselina u agaroznom gelu

Elektroforezom PCR produkata u agaroznom gelu provjerava se uspjesSnost PCR reakcije.
Ova metoda omogucuje identifikaciju DNA, odredivanje veli¢ine fragmenata (pomocu DNA
biljega koji je smjesa DNA fragmenata poznatih duljina u parovima baza), a iz agaroznog gela
fragmenti DNA (PCR produkti) mogu se izrezati i naknadno procistiti. Metoda se zasniva na
razlicitoj pokretljivosti fragmenata DNA razli¢ite molekulske mase u elektricnom polju.
Negativno nabijene molekule DNA krec¢u se u istosmjernom elektriénom polju od negativne
(katode) prema pozitivnoj elektrodi (anodi). DNA molekule manje molekulske mase (kraci
fragmenti) kre¢u se brze od DNA molekula ve¢e molekulske mase (duzi fragmenti).

Za elektroforezu RNA koristen je 1,5%-tni, a za elektroforezu DNA 1%-tni agarozni gel.
Interkalirajuéa boja etidijev bromid dodana je u TAE pufer koji se koristi za pripremu
agaroznih gelova kako bi se pruge nukleinskih kiselina mogle zamijetiti na UV-
transiluminatoru i uredaju za snimanje gelova za elektroforezu. Za elektroforezu koristene su
dvije kadice: veéa (Sub-Cell GT Cell) pri naponu od 60 — 100 V i manja (Mini-Sub Cell GT
Systems) pri naponu od 60 V. Proizvodac je BIO RAD.

3.2.12. Procis¢avanje PCR produkata i izolacija DNA iz agaroznog gela

PCR produkti namijenjeni sekvenciranju prociséeni su od ostalih sastojaka reakcijske smjese
za PCR (DNA polimeraze, pocetnica, dNTP-ova) pomocu kompleta QIlAquick PCR
Purification Kit (QUIAGEN) prema uputama proizvodaca. DNA pruge od interesa
zamijecene u agaroznom gelu, namijenjene reampifikaciji, sekvenciranju ili koristenju za TA
kloniranje procis¢ene su iz agaroznog gela koristenjem kompleta QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN) prema uputama proizvodaca. U zavrSnom koraku, eluciji DNA s kolonice,

koriSteno je 30 uL mQ vode ili pufera za eluciju prisutnog u navedenom kompletu.
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3.2.13. Rezultati PCR reakcija namijenjenih umnozavanju fragmenata tirozinaze

Dizajn pocetnica za umnoZzavanje tirozinaze u Skoljkasa porodice Dreissenidae (pocetnice seta

TYRA i TYRB; vidi Tablicu 3.2.) takav je da je provedeno umnozavanje homologa tirozinaze u

planiranim fragmentima: F1 + R1, F2 + R2, F3 + Overhang. Pokrivenost triju fragmenata skupina

TYRA i TYRB sekvencama dobivenim pretragom transkriptoma i sekvencama dobivenim
sekvenciranjem PCR produkata sazeto je prikazana u Tablicama 3.30. (TYRA) i 3.31. (TYRB).

Tablica 3.30. Pokrivenost fragmenata tirozinaze skupine TYRA sekvencama dobivenim
pretragom transkriptoma i sekvencama dobivenim sekvenciranjem PCR produkata. T -

transkriptom.

Svojta Fragment F1 + R1 | Fragment F2 + | Fragment F3 + O | Opaska
R2
TYRA
C. jalzici neuspjesna uspjesna potvrdena pripadnost
amplifikacija | amplifikacija, svojte skupini TYRA
o fragment sekvenciranjem (nema
= sekvenciran odgovarajuceg nalaza iz
= nakon TA transkritpoma)
g kloniranja
C. kusceri g uspjesna uspjesna potvrdena pripadnost
=~ amplifikacija, | amplifikacija, svojte skupini TYRA
;ﬁ sekvenciran sekvenciran PCR | sekvenciranjem (nema
g PCR produkt | produkt odgovarajuceg nalaza iz
~ transkriptoma)
C. = T: neuspjes$na uspjesna sekvencirani PCR
mulaomerovici | £ djelomi¢no | amplifikacija | amplifikacija, produkt mozda pripada
2 pokriven sekvenciran PCR | paralogu razli¢itom od
] A .
& T: pokriven produkt onoga dobivenog
2 pretragom
= T: pokriven transkriptoma
§0
&
Dreissena § | T: pokriven | uspjesna uspjesna
é amplifikacija, | amplifikacija,
2 sekvenciran | fragment
> PCR produkt | sekvenciran
o .~ -
5 § T: pokriven nakon TA
Z g kloniranja
o 'R
= -
g5 T: pokriven
=
Mytilopsis sp. é i T: pokriven | neuspje$na neuspjesna
= w§ amplifikacija | amplifikacija
g2 T: pokriven T: uglavnom nije
© = pokriven
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Tablica 3.31. Pokrivenost fragmenata tirozinaze skupine TYRB sekvencama dobivenim
pretragom transkriptoma i sekvencama dobivenim sekvenciranjem PCR produkata. T —

transkriptom.

Svojta Fragment F1 + | Fragment F2 + | Fragment F3 + | Opaska
R1 R2 o)
TYRB
Congeria jalzici | T: pokriven neuspjesna neuspjesna
amplifikacija amplifikacija
T: pokriven T: uglavnom
pokriven,
sekvence C. jal.
51 6 nisu, krace
su
C. kusceri neuspjesna uspjesna neuspjesna
amplifikacija amplifikacija, amplifikacija
T: djelomicéno | sekvenciran
pokriven PCR produkt
T: uglavnom T: nije pokriven
nije pokriven
C. T: pokriven uspjesna neuspjesna
mulaomerovici amplifikacija, amplifikacija
sekvenciran
PCR produkt
T: pokriven T: uglavnom
pokriven
Dreissena T: pokriven neuspjesna neuspjesna
polymorpha amplifikacija amplifikacija
T: pokriven T: pokriven
Mytilopsis sp. T: djelomicno T: uglavnom T: nije pokriven | neuspjesna
pokriven nije pokriven amplifikacija
koriStenjem
pocetnica
TYRB_Drei_MytF
i Overhang

Slijedi najprije popis pozitivnih rezultata PCR reakcija koje su naposljetku dovele do

dobivanja sekvenci fragmenata tirozinaze nakon sekvenciranja u DNA servisu Zavoda za

molekularnu biologiju na Institutu ,,Ruder BoSkovic¢*.
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3.2.13.1. TYRA Drei_F2 + TYRA Drei_R2

Ovim parom pocetnica uspje$no su umnozeni fragmenti tirozinaze svojti C. kusceri (SI. 3.8A)
I Dreissena. DNA C. kusceri proc¢i$éena je iz agaroznog gela i pripremljena za sekvenciranje.
DNA svojte Dreissena (SI. 3.8B, stupac ,,B“, donja pruga) proCiS¢ena je iz gela i
reamplificirana kako je navedeno u prethodnom poglavlju. Reamplificirana DNA (SI. 3.8C)

prociscena je iz gela i pripremljena za sekvenciranje.

TYRA:
F2 + R2(reamplifikacija)

A B
— Dreissena

Congeria kusceri Temperatura
prijanjanja: Dreissena
Temperatura A —59°C, B-54°C
prijanjanja:
A —64°C, B -59°C

pb

Slika 3.8. Rezultati PCR reakcija za umnozavanje fragmenta tirozinaze
koristenjem pocetnica TYRA Drei F2 i TYRA Drei R2. (A)C. kusceri; (B)D.
polymorpha ¢ija je ,,B* pruga reamplifiicrana (C).

3.2.13.2. TYRA Drei_F3 + Overhang
Ovim parom pocetnica uspjesno su umnozeni fragmenti tirozinaze svojti C. kusceri, C. jalzici,
C. mulaomerovici i D. polymoprha.

DNA svojte D. polymorpha (SI. 3.9A) iskoristena je za reamplifikaciju. Reamplificirana
DNA (SI. 3.9B) prociscena je iz gela i iskoristena u TA kloniranju. Uspjesnost transformacije
bakterija rekombinantnim plazmidom provjerena je PCR reakcijom na bakterijskim
kolonijama (Colony PCR-om) (SlI. 3.9C). Plazmidna DNA izolirana na kraju procesa TA

kloniranja pripremljena je za sekvenciranje.
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TYRA:
F3 + Overhang (reamplifikacija)

ey
e

TYRA:

F3 + Overhang TYRA:

F3 + Overhang (Colony PCR)

——
S

A B C 1000 —
E— sl
Dreissena 500 —
A: u MM uronjen
nastavak pipete kojim pb
. je proboden gel; Dreissena
Dreissena B: V kalupa = 0,3 pL;
C: V kalupa=1,0 pL C

Slika 3.9. Rezultat PCR reakcija za umnozavanje fragmenta tirozinaze koriStenjem pocetnica
TYRA Drei_F3 i Overhang u svojte D. polymorpha. DNA iz (A) iskoriStena je za
reamplifikaciju (B), a reamplificirana DNA upotrijebljena je za TA kloniranje. Uspjesnost
transformacije bakterija provjerena je PCR reakcijom na bakterijskim kolonijama (Colony
PCR-om) (C).

Pruga ,,B“ C. mulaomerovici (SI. 3.10A) i oznafena pruga C. kusceri (SI. 3.10B)
procis¢ene su iz gela te je DNA pripremljena za sekvenciranje. DNA C. jalzici oznacena na
Sl. 3.11A prociséena je iz gela i iskoriStena za TA kloniranje. Uspjesnost transformacije
bakterija rekombinantnim plazmidom provjerena je Colony PCR-om (SI. 3.11B). Plazmidna

DNA izolirana je i pripremljena za sekvenciranje.
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TYRA:
F3 + Overhang

.
=

e s
A B
)
Congeria
mulaomerovici

‘

Temperatura
prijanjanja:

TYRA:
F3 + Overhang

1000 —

500 — H-
A B

pb
Y
Congeria
kusceri

Temperatura
prijanjanja:

A A—-60°C,B-50°C A—64°C,B-59°C

Slika 3.10. Rezultat PCR reakcija za umnozavanje fragmenta tirozinaze
koristenjem pocetnica TYRA Drei F3 i Overhang u svojtiC. mulaomerovici (A) i
C. kusceri(B). U (B) je oznac¢ena pruga DNA koja je procisc¢ena iz gela.

TYRA:
F3 + Overhang

TYRA:
F3 + Overhang (Colony PCR)

Congeria

jalzici
Temperatura
prijanjanja:

Congeria
A-57°C,B-54°C B jalzici

Slika 3.11. Rezultat PCR reakcije za umnozavanje fragmenta tirozinaze koristenjem
pocetnica TYRA Drei F3 i Overhang u svojte C. jalzici. Oznacena DNA u(A)
pro¢is¢éena je iz gela i iskoriStena za TA kloniranje. UspjeSnost transformacije
bakterijskih stanica rekombinantnim plazmidom provjerena je Colony PCR-om (B).
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3.2.13.3. TYRB_Drei_ZajF2 + TYRB _Drei_ZajR2
Ovim parom pocetnica uspjeSno su umnozeni fragmenti tirozinaze svojti C. kusceri i C.

mulaomerovici (SI. 3.12.). DNA procisc¢ena iz gela pripremljena je za sekvenciranje.

TYRB:
ZajF2 + ZajR2

-

-

-
A

pb B

A: Congeria kusceri
B: Congeria mulaomerovici

Slika 3.12. Rezultat PCR reakcije za umnozavanje fragmenta tirozinaze koriStenjem
pocetnica TYRB_Drei_ZajF2 i TYRB_Drei_ZajR2 u svojtiC. kusceri i C.
mulaomerovici.Oznac¢ena pruga u (B) i pruga u (A) iste veli¢ine prociséene su iz gela
te je DNA pripremljena za sekvenciranje.

3.2.13.4. Neuspjesne reakcije
Navedene su PCR reakcije koje su provedene, ali naposljetku nisu dovele do dobivanja
zeljenih sekvenci fragmenata tirozinaze.
Na Sl. 3.13. prikazan je rezultat PCR reakcije dobivene koristenjem pocetnica TYRA Drei F1
i TYRA Drei_R1 za svih pet svojti. Pripremljene su reakcijske smjese ukupnog volumena 30 pL.
Pola volumena svake reakcije iskoriSteno je za elektroforezu u agaroznom gelu (S1. 3.13.). Po 15
pL neiskoristenog PCR produkta procis¢eno je 1 koriSteno u reakciji TA kloniranja. Uspjesno je
ukloniran fragment svih pet svojti. Plazmidna DNA izolirana je i pripremljena za sekvenciranje.
Za svih pet svojti dobivene su sekvence, no se identificirati kao tirozinazne pretragom koristenjem
algoritma BLAST niti poravnanjem sekvencama dobivenim pretragom transkriptoma.
Koristenjem pocetnica TYRA_Drei_F2 i TYRA_Drei_R2 dobiveni su PCR produkti u
svojti C. kusceri i Dreissena za koje su naposljetku dobivene odgovarajuce sekvence, $to u

ostalih svojti nije bio slucaj.
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Koristenjem pocetnica TYRB Drei CongF1 1 TYRB Drei CongR1 neuspjesno je pokuSano
umnozavanje fragmenta tirozinaze u C. kusceri. Ostale svojte nisu bile uklju¢ene u reakciju jer su
sekvence bile dobro pokrivene transkriptomom, tj. nalazima dobivenim koriStenjem alata PIA.

Koristenjem pocetnica TYRB Drei CongF3/TYRB Drei DreissF3 i Overhang neuspjesno
je pokuSano umnozavanje fragmenata tirozinaze u tri vrste roda Congeria i svojte D.
polymorpha, kao i koristenjem pocetnica TYRB_ Drei MytF3 i Overhang u svojte Mytilopsis.

Mytilopsis sp. jedina je od pet koriStenih svojti Skoljkasa za koju nisam uspio dobiti

sekvencu ni za jedan fragment tirozinaze.

TYRA:F1+R1

C. jalzici C. kusceri C. mul. Dreissena Mytilopsis
(AB) (AB) (AB) (AB) (AB)

negativna
kontrola
(B)
Temperatura prijanjanja:

A—-55°C,B-49°C

Slika 3.13. Rezultat PCR reakcije za umnozavanje fragmenta tirozinaze koristenjem
pocetnica TYRA Drei F1 i TYRA Drei R1 u svih pet svojti. Po 15 pL sacuvanog PCR
produkta koji nisu naneseni na agarozni gel iskoriSteni su za TA kloniranje. Sekvenciranjem
su naposljetku dobivene sekvence koje nisu identificirane kao tirozinazne.
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3.2.14. TA kloniranje

Postupak TA Kloniranja upotrijebljen je radi sekvenciranja PCR produkata u onim
slu¢ajevima kad PCR reakcijom nije dobivena samo jedna DNA pruga po reakciji i kad je
sekvenciranje odredenih fragmenata rezultiralo neupotrebljivim sekvencama. Cilj je TA
kloniranjem naposljetku dobiti DNA fragmente pogodne za sekvenciranje. TA kloniranje
provedeno je prema uputama proizvodaca kompleta TOPO™ TA Cloning™ Kit for
Sequencing (Invitrogen).

Postupak TA Kkloniranja sastoji se od nekoliko etapa, a PCR produkt koji se moze dati
sekvencirati dobiva se najranije tre¢i dan od pocetka pokusa. Pocetni korak u reakciji TA
kloniranja jest ligacija inserta i vektora pri ¢emu je vektor plazmid, a insert PCR produkt ¢iju
primarnu strukturu zelimo odrediti. Ligacijom PCR produkta i plazmida nastaje
rekombinantni plazmid (SI. 3.14.). Budu¢i da plazmid (pCR™4-TOPO; Thermo Scientific)
koji se koristi za TA kloniranje ima na 3' kraju T-deoksinukleotidni nespareni produzetak,
PCR produkt koji se moze koristiti za reakciju ligacije s takvim vektorom mora na 3' kraju
imati odgovaraju¢i A-deoksinukleotidni nespareni produzetak (Sl. 3.14.). Sposobnost
dodavanja A-deoksinukleotida na 3' kraj PCR produkta ima Taq polimeraza, kako je ranije
navedeno. Stoga PCR produkt s kojim se ulazi u reakciju ligacije mora biti rezultat umnazanja
Taq polimerazom, a ako je rije¢ o PCR produktu koji nije umnozen Taq polimerazom,
inkubacijom s Taqg polimerazom treba por¢is¢enom PCR produktu dodati A-deoksinukleotidni
produzetak na 3' kraju. U Tablici 3.32. dan je pripremljeni sastav reakcijske smjese za

ligaciju.

Tablica 3.32. Sastav reakcijske smjese za ligaciju.

Reagens VVolumen

PCR produkt 4 ul

Otopina soli (iz kompleta) 1ul

TOPO vektor (iz kompleta) | 1 ul

Ukupni volumen: 6 ul

Reakcija je lagano promijesSana i1 inkubirana na sobnoj temperaturi (vise od 5 min).

Sljedeci je korak transformacija kemijski kompetentnih bakterijskih stanica soja One Shot
TOP10 (Thermo Scientific) koji ¢ine kemijski kompetentne stanice bakterije E. coli. Postupak
transformacije napravljen je sljede¢im postupcima: 1. 2 pl TOPO klonirajuce reakcije dodano
je u tubicu s bakterijskim stanicama i lagano promijesano; 2. tubice su inkubirane na ledu (do

30 min); 3. temperaturni Sok: stanice su stavljene 30 sekundi na 42 °C bez mijeSanja; 4.
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odmah potom tubice su stavljene na led; 5. u tubicu je dodano 250 pl S.0.C. medija sobne
temperature; 6. horizontalno tresenje tubice (200 rpm, 37 °C, 1 sat); 7. prenoSenje
transformiranih bakterija na selektivne LB ploce koje sadrze kanamicin (50 ug/mL). Plo¢e su

inkubirane tijekom no¢i na 37 °C.

A 3
~________ cccTT  PCR  AAGGG
3 A GGGAA PRODUKT A AGGG
PCR produkt T
) N
(insert) . I -
o LIGACUA
plazmid rekombinantni

(vektor) plazmid
za TRANSFORMACIU /
bakterijskih stanica

Slika 3.14. Reakcija ligacije inserta i vektora pocetna je reakcija TA kloniranja.
Rekombinantni plazmidi koji nastaju reakcijom ligacije koriste se za transformaciju
kompetentnih bakterijskih stanica.

Na Sl. 3.15. prikazana je karta vektora — plazmida (pCR™4-TOPO) koriStenog u reakciji.
Gen ccdB, koji je letalan za E. coli (produkt ekspresije ovoga gena sprjecava rast bakterija;
BERNARD et al., 1994) spojen je s C-krajem LacZo fragmenta. Na Sl. 3.15. prikazano je
mjesto start kodona (ATGQG) za LacZa fragment. Ligacija PCR produkta i plazmida dovodi do
pomicanja okvira Citanja u rekombinantnom plazmidu §to poremecuje ekspresiju spoja
LacZa-ccdB te se letalni ccdB gen ne eksprimira. Dakle, ako na plo¢i sa selektivnom
kanamicinskom podlogom narastu bakterijske kolonije, to znaci da je poremecena ekspresija
letalnog gena ccdB, a to znac¢i da je PCR produkt uspjesno spojen s plazmidom u

rekombinantni vektor.
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mjesto vezanja M13 | ac7q inicijacijski kodon mjesto vezanja
uzvodne (R) pocetnice | pocetnice T3

[ | | |
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTARAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTITCGAGT CTTAATTGGG AGIGATTTCC

—.Spe| Potl  Pmel EcoRl EcoRl  Notl
261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCT MO \AGGGC GAATTCGCGG

CTGATCAGGA CGTCCARATT TGCTTAAGCG GGAEMMULLISENTTCCCG CTTAAGCGCC
. . . . m {esto vezanja M13
mjesto vezanja poc¢etnice T7  nizvodne (F) (-20) pocetnice

1 | |
311 | CCGCTAAATT CAATI‘CGICCC TATAGTGAGT CGIATTACAA TTCACTGGCC GTCGITTTAC
GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

Slika 3.15. Karta plazmida koristenog u TA kloniranju za potrebe ovoga rada. Insercija PCR
produkta u plazmid dovodi do stvaranja rekombinantnog plazmida u kojemu je ekspresija
letalnog ccdB gena (u spoju LacZa-ccdB) poremecena, Sto zna¢i da samo uspjesno
transformirane bakterije uspijevaju preZivjeti na selektivnoj podlozi. Oznafena su mjesta

vezanja nizvodne 1 uzvodne M13 pocetnice koriStene u ovome radu.

Preuzeto i prilagodeno prema protokolu za uporabu kompleta TOPO™ TA Cloning™ Kit for Sequencing
(Invitrogen).

Narasle kolonije provjerene su PCR reakcijom na bakterijskim kolonijama (Colony PCR).
Pripremljena je Master Mix otopina sastava danog u Tablici 3.33. Za Colony PCR nastavkom
pipete takne se odabrana kolonija kako bi se uzeo malo biomase te se potom uroni u tubice

koje sadrze po 10 uL priredenog Master Mixa.

Tablica 3.33. Sastav Master Mixa za provjeru bakterijskih kolonija PCR-om (Colony PCR).

Komponenta PCR reakcije V [uL] po reakciji
gotova reakcijska smjesa za PCR: Ex Taq Mix
5,0
(2x konc.)
F pocetnica (M13 Forward (-20)) (iz kompleta) | 0,3
R pocetnica (M13 Reverse) (iz kompleta) 0,3
voda (iz kompleta) 4,4
Ukupno: 10 pL
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U Tablici 3.34. dani su uvjeti za Colony PCR. Uvjeti za inicijalnu denaturaciju i zavr$nu
elongaciju postavljeni su prema uputi proizvodaca. Inicijalna denaturacija dovodi do lize
bakterijskih stanica i inaktivacije nukleaza. Cilj je Colony PCR-aumnoziti plazmide koji
sadrze inkorporirani PCR produkt od interesa ¢iju primarnu strukturu zelimo odrediti. Na SI.

3.15. prikazana su mjesta prijanjanja M 13 nizvodne i uzvodne pocetnice.

Tablica 3.34. Uvjeti za PCR na bakterijskim kolonijama (Colony PCR).

Korak Temperatura (°C) | Vrijeme (min) | Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija | 94 10:00 1
Denaturacija 94 0:30

Prijanjanje 50 0:45 35
Elongacija 72 1:00

Zavrs$na elongacija 72 10:00 1

Sljede¢i je korak prekono¢ni uzgoj bakterijskih stanica. U falkonicu za svaku testiranu
koloniju dodana su po 2 mL teku¢eg LB medija sobne temperature i 2 pL kanamicina (50
ng/ul). U medij s antibiotikom ubacen je nastavak pipete kojim je prethodno uzeto malo
biomase iz odabrane bakterijske kolonije na plo¢i. Falkonica s LB medijem, kanamicinom i
nastavkom umocenim u koloniju ostavljena je na 37 °C tijekom no¢i u tresilici.

Zavrsni korak predstavlja izolacija plazmidne DNA iz naraslih bakterijskih stanica $to je
ucinjeno koristenjem kompleta QlAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN). Zamucéenje LB medija
u falkonici pokazuje da su bakterijske stanice narasle. Iz falkonica tekucinu treba premjestiti u
tubicu od 2 pL i centrifugirati 3 min na vise od 8000 rpm pri sobnoj temperaturi. Za dno
tubice uhvatit ¢e se bakterijske stanice. Tubicu je moguce okrenuti naopako 1 izliti tekucinu.
Tako izdvojene bakterijske stanice mogu se ¢uvati na —20 °C. Postupak je nastavljen prema

protokolu.

3.2.14.1. Dodavanje A-deoksinukleotida na 3' kraj PCR produkta

Za PCR produkt koji nije umnozen Taq polimerazom potrebno je PCR produktu dodati dATP
kao produZetak na 3' krajevima. Za potrebe ovoga rada pripremljena je smjesa €iji je sastav
dan u Tablici 3.35. Smjesa je inkubirana 15 min na 72 °C. Koristena DNA polimeraza,
TaKaRa LA Taq polimeraza odgovorna je za stvaranje smjese produkata s 3'-A-privjescima i
tupih krajeva te pokazuje, prema navodu proizvodaca, 80%-tnu ucinkovitost ligacije PCR

produkta u T-vektor.
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Tablica 3.35. Sastav smjese za inkubaciju PCR produkta.

Komponenta smjese V [UL] po reakciji
PCR produkt 17,78

0,2 mM dATP 0,12

10x PCR pufers Mg?*(TaKaRa) 2,0

TaKaRa La Tag DNA polimeraza (5U/uL) 01

[finalno: 0,5 U] ’

Ukupno: 20 pL

3.2.15. Odredivanje primarne strukture DNA primjenom Sangerove dideoksi metode
PCR produkti od interesa proc¢isceni iz agaroznog gela, PCR produkti prociséeni iz reakcijske
smjese nakon zavrSetka PCR reakcije i proci§éeni rekombinantni plazmidi E. coli,s insertom —
PCR produktom, nastali reakcijom ligacije pri TA Kloniranju, dani su na sekvenciranje,
odnosno odredivanje primarne strukture (slijeda nukleotida) molekule DNA u DNA servis
Zavoda za molekularnu biologiju na Institutu ,,Ruder Boskovi¢*. Uredaj (DNA sekvenator)
koji se ondje koristi jest ABI-PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems), a za
sekvenciranje se koristi i komplet ABI PRISM BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit(Thermo Scientific). Za sekvenciranje je potrebno pripremiti po dvije
reakcijske smjese za jedan PCR produkt od kojih je svaka ukupnog volumena 15 pL te sadrzi
vodu, pocetnicu (0,5 pL) i DNA (PCR produkt) od interesa (koriSteni su volumeni od 51 10
ML). U jednu smjesu dodaje se nizvodna (F), a u drugu uzvodna (R) pocetnica. Za
sekvenciranje rekombinantnih plazmida u koje je ugraden PCR produkt koriStene su M13
pocetnice iz kompleta za TA kloniranje, a za sekvenciranje ostalih uzoraka odgovarajuce
pocetnice kojima su PCR produkti umnoZeni.

Navedeni uredaj omogucuje odredivanje slijeda nukleotida u molekuli DNA primjenom
Sangerove dideoksi metode. Preduvjet za sekvenciranje je postojanje pocetnice koja se
komplementarno sparuje s DNA od interesa. Kao monomeri za sintezu molekule DNA koju
katalizira DNA polimeraza koriste se ne samo deoksinukleozid-trifosfati (ANTP-ovi: dATP,
dTTP, dCTP, dGTP) nego i dideoksinukleozid-trifosfati (ddNTP-ovi: ddATP, ddTTP, ddCTP,
ddGTP) u omjeru s veé¢im udjelom dNTP-ova. Budué¢i da su ddNTP-ovi inhibitori DNA
polimeraze, ugradnjom ddNTP-a u molekulu DNA obustavlja se njezina sinteza (SANGER,
NICKLEN i SOULSON, 1977). Za razliku od dNTP-ova, ddNTP-ovi nemaju na treCem ugljikovu
atomu deoksiriboze —OH skupinu ¢ime je onemoguceno upostavljanje fosfodiesterske veze
izmedu ddNTP-a i sljede¢eg dNTP-a kojim bi DNA polimeraza produzila lanac. Produkt

reakcijske smjese koja sadrzi sve dNTP-ove i jednu od cetiri vrste ddNTP-ova bit ¢e
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umnozene DNA molekule razli¢itih duljina koje su ovisne 0 mjestu ugradnje ddNTP-a. Svaka
od Cetiri reakcijske smjese (s dodana cCetiri razli¢ita ddNTP-a) testira se poliakrilamidnom
elektroforezom pri ¢emu dolazi do razdvajanja DNA fragmenata razlic¢itih duljina.
Usporedbom ¢etiri obrasca rasporeda pruga (A, T, C, G) dobiva se slijed nukleotida u
molekuli DNA.

Gore navedeni uredaj suvremeni je automatizirani uredaj u kojemu se cCetiri reakcije ne
odvijaju zasebno, ve¢ zajedno, buduéi da je svaki ddNTP obiljezen drugom fluorescentnom
bojom (SI. 3.16A). Molekule DNA koje se razlikuju veli¢inom za jedan nukleotid razdvajaju
se u dugim i tankim kapilarama procesom kapilarne elektroforeze (kra¢e molekule putuju brze
od duzih) (SI. 3.16B). Fragmenti dospijevaju u podrucje komore za detekciju (SI. 3.16C) gdje
se nalaze na putu ekscitacijske zrake zbog ¢ega dolazi do fluorescencije boje vezane za DNA.
CCD kamera prevodi fluorescencijsku u elektroni¢ku informaciju i dostavlja je racunalu s
kojim je uredaj za sekvenciranje povezan (SI. 3.16D). Podaci se obraduju i prikazuju u obliku
elektroferograma koji prikazuje relativnu koncentraciju boje (na y-osi) u ovisnosti 0
proteklom vremenu (na x-osi) (SI. 3.16E). Na Sl. 3.16F prikazan je fragment jednog
elektroferograma. Osim elektroferograma, rezultat se dobiva i u obliku DNA sekvence u
FASTA formatu.

Kad su obje sekvence DNA molekula sintetiziranih iz oba smjera (dvjema razli¢itim
pocetnicama) dale dobar rezultat na elektroferogramu, napravljena je konsenzus sekvenca
(engl. contig) njihovim djelomi¢nim preklapanjem koriStenjem programa Sequencher5.4.6.
Sekvence su provjerene poravnanjem sa ocekivano srodnim sekvencama dobivenim iz
transkriptoma koriStenjem alata PIA te pretragom u algoritmu BLAST. LoSe sekvencirani
krajevi (ustanovljeni analizom elektroferograma), ru¢no su uklonjeni sa sekvenci, a za
sekvencirane plazmide uvidom u kartu prikazanu na Sl. 3.15. odreden je polozaj PCR

produkta u sekvenci.
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Slika 3.16. Sekvenciranje temeljeno na Sangerovoj dideoksi metodi koriStenjem uredaja
ABI-PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer koji se koristi na Institutu ,,Ruder Boskovic¢®. (A)
molekule DNA oznacene fluorescentnim bojama; (B) fragmenti DNA razli¢ite veli¢ine
(duljine) razdvajaju se kapilarnom elektroforezom; (C) fragmenti DNA u komori za
oCitavanje fluorescencije; (D) podaci iz uredaja za sekvenciranje prenose se u racunalo; (E)
elektroferogram prikazuje ovisnost relativne koncentracije pojedine boje (y-0s) o protoku
vremena (x-0s); (F) izvadak iz jednog od elektroferograma dobivenih za potrebe ovoga rada.

(A — E) Preuzeto iz uputstva za koristenje uredaja:
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/cms_041300.pdf.

Dobivene nukleotidne sekvence prevedene su alatom bioinformatickog portala ExPASy u
proteinske sekvence koje su poravnate s pretpostavljeno srodnim sekvencama dobivenim
koristenjem alata PIA radi identifikacije eventualnih razlika izmedu $piljskih svojti (Congeria

sp.) 1 pigmentiranih nadzemnih svojti Skoljkasa.
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3.2.16. Spektrofotometrijsko utvrdivanje aktivnosti fenoloksidaza
Spektrofotometrijski je provjerena i usporedena aktivnost fenoloksidaza u lizatima $koljkasa
Congeria jalzici, C. kusceri i Dreissena polymoprha. Usporedena je aktivnost fenoloksidaza:
1. izmedu svojti C. jalzici i D. polymorpha; 2. izmedu svojti C. kusceri i D. polymorpha
(jedinki zracenih UV-om i nezraCenih jedinki); 3. izmedu razli¢itih tkivaD. polymorpha
(misié¢i, plast, sifon, Skrge); 4. izmedu jedinki D. polymorpha s neoSte¢enim i ciljano
oSte¢enim Skrgama. Slijedi protokol optimiziran za provodenje spektrofotometrijskih pokusa.
I. Homogenizacija tkiva. Za svaki uzorak uzeto je po nekoliko zivih jedinki svake svojte
Skoljkasa (pri tome je trebalo voditi ratuna o tome da su jedinke roda Congeria manje od
jedinki svojte Dreissena; mogu se uzeti manje jedinke svojte Dreissena ili vise jedinki roda
Congeria nego svojte Dreissena). Pomoc¢u odgovarajuceg pribora (Skarice, pincete) odvojene
su ljusture Skoljksa te pod stereomikroskopom (lupom) izdvojeno ukupno tkivo SkoljkaSa u
Petrijevu zdjelicu ili tubicu koja stoji na ledu. Pojedinacna tkiva svojte Dreissena odmah su
stavljena u hladne tubice. Vazno je tkivo drzati na hladnom ¢im se izdvoji iz ljusStura kako bi
se smanjila degradacija proteina. Prethodno, ako je bilo potrebno, odrezane su bisusne niti
svojte Dreissena radi kasnije lak§e homogenizacije tkiva. U jednoj seriji pokusa (usporedba:
C. jalzici/Dreissena) tkivo je premjesteno u hladni tarionik. U hladnoj komori (ledenici) u
tarionik u kojemu se nalazi tkivo Skoljkasa uliven je tekuci dusik te je tkivo snazno usitnjeno
tuckom dok se nije dobila praskasta homogena smjesa. Usitnjeno tkivo premjeSteno je
Spatulom u prethodno ohladenu falkonicu u koju je zatim dodan Tris pufer. U drugoj seriji
pokusa (usporedba: C. kusceri/Dreissena; usporedba aktivnosti u pojedinim tkivima $koljkasa
te izmedu ozlijedenih i neozlijedenih jedinki svojte Dreissena) tkivo je homogenizirano
direktno u tubici koriStenjem homogenizatora ULTRA-TURRAX nakon §to je u tubice dodan
Tris pufer. Odabran je ovaj nac¢in homogenizacije zato §to bi iz razli€itih izoliranih tkiva
svojte Dreissena tesko bilo usitnjavanjem tarionikom i tu¢kom dobiti dovoljno usitnjenog
materijala/tkiva za daljnju analizu te zbog toga $to je metoda prakti¢nija. Tris pufer treba
dodati u tubice za usitnjavanje homogenizatorom tako da pokrije tkivo Zivotinje 1 razinu
tubice u kojoj homogenizator usitnjava tkivo. Tkivo skoljkasa usitnjeno na ova dva nacina
podvrgnuto je zatim daljnjem usitnjavanju sonikacijom. Ovim procesom tkivo i stanice
usitnjavaju se ultrazvukom. Tijekom sonikacije tubice/falkonice s homogeniziranim tkivom u
Tris puferu stoje u Kkutiji s ledom kako bi se sprijecila degradacija proteina. KoriSteni su
sljede¢i uvjeti sonikacije: amplituda = 50, 2 puta po 5 min, pulsiranje svake dvije sekunde.

Lizat nastao nakon sonikacije treba premjestiti u tubicu od 2 mikrolitra i centrifugirati (10 000
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g, 10 min, 4 °C; uvjeti centrifugiranja prema: LUNA-ACOSTA et al., 2011). Supernatant koji
sadrzi proteine premjesten je u novu tubicu i stavljen na led.

II. Priprema supstrata i inhibitora. Kao supstrat za odredivanje aktivnosti fenoloksidaze
koriStena je 10 mM L-DOPA (2 mg/mL). U falkonicu sa supstratom u prahu neposredno prije
spektrofotometrijskog mjerenja dodan je odgovarajuc¢i volumen Tris pufera kako bi supstrat
bio 10 puta koncentriran (20 mg/mL). Za provjeru specificnosti fenoloksidazne enzimatske
reakcije koristen je i specifi¢ni inhibitor ove skupine enzima, feniltiourea (PTU) (0,1%-tna u
konac¢noj otopini). Pripremljena je otopina 1%-tne feniltiouree.

III. ZraCenje Skoljkasa. Jedinke svojti Dreissena i C. kusceri zracene su UV-svjetlom (254
nm) u UV-komori (zratenje je otprilike 0,06 J/cm? na svake 3 min). Za potrebe zradenja zivih
SkoljkaSa njezno im je uklonjena jedna ljustura. U jednom pokusu, u kojem je usporedivana
aktivnost fenoloksidaza izmedu svojti C. jalzici i Dreissena, jedinke svojte Dreissena zracene
su tri puta po 3 min s pauzom od oko 2 h 30 min izmedu dva zraCenja jedan dan prije
provodenja spektrofotometrijske analize te jo§ jednom ujutro na dan eksperimenta 3 min.
Izmedu zadnjeg zracenja i izolacije tkiva napravljena je pauza dulja od pola sata. U drugom
pokusu, u kojem je usporedivana aktivnost fenoloksidaza izmedu svojti C. kusceri i
Dreissena, jedinke obiju svojtizraene su Cetiri puta u jednom danu, od prijepodneva do
veceri, svaki put oko 10 min, s pauzama od najmanje sat vremena te jo$ jednom ujutro na dan
eksperimenta prije samog homogeniziranja tkiva, s tim da je napravljena pauza izmedu
zadnjeg zra¢enja i izolacije tkiva veca od pola sata. Skoljka§i su zradeni u plasti¢nim
posudama s hladnom vodom skupljenom na mjestu njihovih nalazista, a tijekom zracenja
posude su stajale na podlozi malih ledenih spremnika (,,pingvina®). Prije homogenizacije
zraCenih jedinki svojte Dreissena pod stereomikroskopom (lupom) iritiranjem iglicom i
promatranjem reakcije kontrakcije potvrdeno je da su SkoljkaSi Zivi, iako sa slabim
odgovorom na podrazaj. Zbog male veli¢ine jedinki C. kusceri na ovaj nacin nije bilo moguce
provjeriti reakciju na podrazaj.

IV. Mjerenje koncentracije proteina u lizatu metodom po Bradfordu i priprema lizata za
spektrofotometrijsku analizu. Potrebno je odrediti koncentraciju proteina u razli¢itim lizatima
koji se usporeduju kako bi se mogli pripremiti lizati s jednakom koncentracijom proteina za
spektrofotometrijsko mjerenje. Koncentracija proteina odredena je metodom po Bradfordu
koristenjem sljedeceg protokola:

1. Pripremiti kivete za nulti uzorak (blank), standarde koji sadrze otopine govedeg
serumskog albumina te za triplikate lizata skoljkasa koji se usporeduju.

2. U svaku kivetu dodati 1 mL Bradford reagensa.
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3. U kivete za standarde dodati i po 20 pL otopina govedeg serumskog albumina razli¢itih
koncentracija (0.125, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5, 2.0 pug/mL). (Nije nuzno upotrijebiti sve
koncentracije albumina, npr. one vec¢e od 1.0 pg/mL). Nakon dodavanja serumskog albumina,
kivetu poklopiti parafilmom 1 prstom te dobro promijesati.Navedeni proteini uzeti su iz
kompleta Quick Start Bradford Protein Assay (BIO-RAD).

4. Pripremiti alikvot lizata SkoljkaSa razrijeden 10 puta (npr. uzeti 7 pL lizata svakog
SkoljkasSa, dodati 63 pL Tris pufera te dobivenu otopinu dobro promijesati vorteksiranjem).
Tako ¢e biti pripremljena 10 puta razrijedena proteinska otopina iz lizata Skoljkasa od koje se
mogu odvojiti po tri alikvota od 20 pL po svakoj svoijti.

5. U pripadajuce 3 kivete (za svaki uzorak) dodati po 20 pL deset puta razrijedenog lizata i
dobro promijesati.

6. Izmjeriti apsorbanciju za sve kivete pri valnoj duljini 595 nm.

7. 1z vrijednosti koncentracija albuminskog seruma (os x) i pripadaju¢ih OD ocitanja na
spektrofotometru pri valnoj duljini od 595 nm (os y) dobije se pravac s pripadajuéom
jednadzbom pravca (y = ax) (SI. 3.17.). Pri tome je y vrijednost OD ocitanja, X koncentracije
proteina, dok je a koeficijent pravca. Iz jednadzbe pravca na temelju OD odcitanja za kivete s
lizatom dobiva se koncentracija proteina u 10 puta razrijedenim lizatima Skoljkasa. Vrijednost

OD ocitanja dobivena je kao aritmericka sredina triju ocitanih vrijednosti.

e y=0,417 x

P S

e 0,417

xX=—

0,500 y
oD R >
(595 i .
nm) ____ .

0,200 V-

uuuuu -"

¢ (mg/mL)

Slika 3.17. Primjer standardne krivulje dobivene nakon mjerenja apsorbancije (pri 595 nm) u
uzorcima govedeg serumskog albumina razlicitih koncentracija. Na apscisi su vrijednosti
koncentracije (mg/mL), a na ordinati vrijednost opticke gustoce ocitana na spektrofotometru.
Iz jednadzbe pravca y = ax moze se odrediti koncentracija proteina X = a / y pri ¢emu je a
koeficijent pravca, a y vrijednost opticke gustoce za ispitani uzorak dobivena kao aritmeticka
sredina triplikatnog mjerenja.
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8. U svakom setu uzoraka koji se medusobno usporeduju konac¢na koncentracija proteina
odredena ovom metodom mora biti jednaka (npr. lizat svojti Congeria i Dreissena; lizati
pojedinih tkiva svojte Dreissena moraju imati jednaku koncentraciju kako bi se uzorci mogli
smisleno usporedivati). Sve uzorke jednog seta treba razrijediti Tris puferom do koncentracije
uzorka koji ima najmanju koncentraciju proteina.

V. Spektrofotometrijska analiza. Sastav kiveta (ukupni volumen je 1 mL) za usporedbu
aktivnosti fenoloksidaza izmedu (brojke su vrijednosti u mikrolitrima):

a) svojti roda Congeria i Dreissena (ukljucuju¢i i zraCene uzorke): blank (lizat
odgovarajuc¢eg uzorka $koljkasa, 100; Tris pufer, 900); mjerenje aktivnosti (lizat, 100; L-
DOPA, 20 mg/mL, 100; Tris pufer, 800); mjerenje aktivnosti uz prisutnost inhibitora (lizat,
100; L-DOPA, 20 mg/mL, 100; PTU, 1%-tna, 100; Tris pufer, 700);

b) razlicitih tkiva svojte Dreissena: blank (lizat odgovaraju¢eg uzorka tkiva, 100; Tris
pufer, 900); mjerenje aktivnosti (lizat, 100; L-DOPA, 20 mg/mL, 100; Tris pufer, 800);

¢) Skoljkasa ozlijedenih i neozlijedenih Skrgi (Dreissena): isto kao u (b)

Ispitana je i autooksidacija supstrata (L-DOPA) za svaki pokus sa sljede¢im sastavom
kiveta: blank (Tris pufer, 1000); mjerenje aktivnosti (L-DOPA, 20 mg/mL, 100; Tris pufer,
900), mjerenje aktivnosti uz prisutnost inhibitora (L-DOPA, 20 mg/mL, 100; PTU, 1%-tna,
100; Tris pufer, 800).

Najprije je u svaku kivetu dodan odgovarajuc¢i volumen Tris pufera, a neposredno prije
spektrofotometrijskog mjerenja i odgovaraju¢i volumeni lizata (drZani u kutiji s ledom) i
neposredno prije pripravljene 10 puta koncentrirane 10 mM otopine supstrata (supstratu u
prahu dodan je odgovarajuci volumen Tris pufera). Deset puta koncentrirani inhibitor (PTU,
1%) moZe se napraviti ranije i ¢uvati na hladnom.

Apsorbancija je mjerena pri valnoj duljini od 490 nm (LUNA-ACOSTA et al., 2011) UV-
spektrofotometrom CAM SPEC M-330.
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4. REZULTATI

4.1. Nukleotidne i proteinske sekvence tirozinaze dobivene pretragom

transkriptoma pomocu alata PIA

KoriStenjem alata PIA (filogeneticki obavijestena anotacija) za svaku od pet svojti Skoljkasa
porodice Dreissenidae koriStenih u ovome radu dobivene su, pretragom transkriptoma,
nukleotidne i proteinske sekvence potencijalnih homologa tirozinaze. Dobivene sekvence
dodatno su provjerene kao tirozinazne koriStenjem algoritma BLAST. Popis sekvenci pod
nazivom koji dodjeljuje PIA dan je u Tablici 4.1. u kojoj je, radi prakti¢nosti, svakom nalazu
dodijeljena kraca oznaka na koju se referira u nastavku rada. Samo jedan nalaz dobiven
koriStenjem alata PIA nije potvrden kao pripadajuéi tirozinazi i dodatnom provjerom
koriStenjem algoritma BLAST. RijecC je o jednom od nalaza za svojtu Dreissena polymorpha
te on nije dalje koriSten i nije naveden u tablici. Sekvence C. jal. 5 i 6 identi¢ne su.

Usporedni prikaz dobivenih nukleotidnih i proteinskih sekvenci dan je u Prilogu 1. Na SI.
4.1. prikazano je poravnanje proteinskih sekvenci u podrucju aktivnog mjesta tirozinaze koje
sadrzi Cu(A) i Cu(B) mjesta. Na tom su poravnanju na dobivenim sekvencama u Cu(A) i
Cu(B) regijama oznacena mjesta konzerviranih histidinskih ostataka (Cu(A): H1(n)-H2(8)—Hz;
Cu(B):H1(3)-H2(n)-Has) i ostalih konzerviranih aminokiselinskih ostataka bakrovih proteina
tipa tri kojima tirozinaze pripadaju. Konzervirani G-ostatak, udaljen Cetiri pozicije nizvodno
od drugog H-ostatka podrué¢ja Cu(B), karakteristican za a-podrazred bakrovih proteina tipa tri
kojima pripadaju tirozinaze mekusaca, prisutan je u svim sekvencama osim Dre 1 i Dre 2 koje

na tom mjestu imaju D-ostatak (Sl. 4.1B).

Tablica 4.1. Popis sekvenci tirozinaze dobivenih koristenjem alata PIA.

Sifra Naziv koji je dodijelila PIA Duljina nukleotidne | Duljina proteinske
sekvence (broj sekvence (broj
nukleotida) aminokiselina)

Congeria jalzici

C.jal. 1 | TYR hit C211384|ORF1 1986 661
C.jal. 2 | TYR hit scaffold312|ORF2 2346 781
C.jal. 3 | TYR hit scaffold311|ORF2 2295 764
C.jal. 4 | TYR hit scaffold310|ORF2 2346 781
C.jal.5 | TYR hit scaffold309|ORF2 | iden- | 1542 513
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C.jal. 6 | TYR hit scaffold308|ORF2 | ticne | 1542 513
Congeria kusceri

C.k.1 |TYRhit TR4272|c0_g2_il|ORF10 | 663 221
C.k.2 | TYRhit TR4272|c0_g1_i1JORF12 | 663 221
Congeria mulaomerovici

C.mul. 1 | TYR hit C262008|ORF36 1353 450
C.mul. 2 | TYR hit scaffold10932|ORF42 2226 741
C. mul. 3 | TYR hit scaffold10931|ORF42 2259 752
Dreissena polymoprha

Drel TYR hit scaffold16210|ORF1 2217 738
Dre 2 TYR hit C364218|ORF1 2337 778
Dre 3 TYR hit scaffold14462|ORF1 1326 441
Dre 4 TYR hit scaffold8491|ORF1 1926 641
Dre5 TYR hit scaffold22904|ORF42 2136 711
Dre 6 TYR hit scaffold14465|0ORF1 1188 396
Dre 7 TYR hit scaffold14463|ORF1 1683 560
Mytilopsis sp.

Myt 1 TYR hit C273889|ORF1 531 177
Myt 2 TYR hit C321007|ORF1 1491 497

Na usporednom prikazu nukleotidnih i proteinskih sekvenci u Prilogu 1. oznaceni su osim
konzerviranih aminokiselinskih ostataka aktivnog mjesta tirozinaze i start kodon, signalni
peptid proteina i stop kodon, kad su prisutni, prema legendi danoj u zavrsnom odlomku slike.
Potencijalni signalni peptid odreden je koriStenjem alata SignalP4.1, kako je navedeno u
prethodnom poglavlju. Dio signalnog peptida u sekvencama C. mul. 2 i C. mul. 3 (Prilog 1)
pretpostavljen je prema zavr$nim aminokiselinama signalnog peptida u sekvencama C. jal. 2
— 6 (PriloglB-E) budu¢i da su C. jalzici i C. mulaomeroviciizmedu tri vrste roda Congeria
medusobno najsrodnije.

Treba primijetiti kako svi nalazi koje je PIA dobila pretraZivanjem ne prikazuju potpuni
otvoreni okvir ¢itanja (ORF): nekim sekvencama nedostaje pocetak (nema start kodona) i/ili
kraj (nema stop kodona) (Prilog 1.). Neke potpune sekvence koje imaju start kodon nemaju,

prema analizi koriStenjem alata SignalP4.1, signalni peptid.
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Slika 4.1. Aktivno mjesto tirozinaze Skoljkasa porodice Dreissenidae prikazano poravnanjem
proteinskih sekvenci dobivenih koristenjem alata PIA. (A) Cu(A) regija; (B) Cu(B) regija.
Mijesta konzerviranih aminokiselinskih ostataka (H, F, G, D) bakrovih proteina tipa tri, kojima
pripada i tirozinaza, oznaéena su istim kljuéem boja kao u Prilogu 1. G-ostatak u Cu(B) mjestu
konzervirana je oznaka a-podrazreda navedene skupine proteina kojemu pripadaju tirozinaze
mekusaca (na tom mjestu G-ostatak nemaju sekvence Dre 1 i Dre 2). Sivim pravokutnicima

oznacene su pozicije aminokiselina na kojima aminokiselinski ostatak imaju samo neke svojte.

Na poravnanju je dana samo sekvenca C. k. 1, no s njom je C. k. 2 gotovo identi¢na (vidi Prilogl — F i G).
Sekvenca C. k. 1 dobivena koristenjem alata PIA nije ,,uhvatila“ dio iza Cu(A), a na sli¢an na¢in zavrSava u
podru¢ju Cu(B) i sekvenca Myt 1. Treba primijetiti da sekvence C. k. 1 (i 2) (Prilog 1F i G) i Myt 1 (Prilog
1Q) ne sadrze stop kodon, dakle nisu potpune. Za izradu poravnanja kori$ten je alat T-Coffee, a poravnanje

je analizirano u programu BioEdit.
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4.2. Rezultati filogeneticke analize

Filogeneticka analiza provedena je metodama maksimalne vjerodostojnosti (engl. maximum
likelihood (ML); 1000 bootstrap replika) i maksimalne Stedljivosti (engl. maximum parsimony
(MP); 1000 bootstrap replika) na 111 proteinskih sekvenci (kako je opisano u prethodnom
poglavlju) u podru¢ju aktivnhog mjesta tirozinaze. Medu 111 sekvenci sve su sekvence iz
Tablice 4.1. koje su pokrivale cijelo odabrano podrucje od 213 aminokiselinskih mjesta u i oko
aktivnog mjesta tirozinaze (17 sekvenci). Iskljuéene su sekvence C. k. 1 i 2 (gotovo identi¢ne) i
Myt 1 koje ne pokrivaju cijelo podruc¢je od 213 aminokiselinskih mjesta na poravnanju.

S istim parametrima napravljene su dvije neovisne analize metodom maksimalne
vjerodostojnosti. Rezultat jedne od njih prikazan je filogenetickim stablom na Sl. 4.2. Na
stablu se mogu zamijetiti dvije monofiletske skupine (sensu Hennig; holofiletske sensu
ASHLOCK, 1971) koje obuhvacaju svojte porodice Dreissenidae razlicitih rodova. Ove dvije
skupine nazvane su TYRA i TYRB, a podrzane su mjerom stalnosti (bootstrap) 100, odnosno
95. U skupinu TYRA ukljucene su sekvence C. mul. 1, Dre 4i 5 te Myt 2, a u skupinu TYRB
ukljucene su sekvence C. jal. 2—6, C. mul. 2i 3 te Dre 1 i 2. Skupini TYRA blisko je srodna
skupina koja sadrzi tri sekvence — Dre 3, 6 i 7, a podrzana je bootstrap vrijednosti 100.
Skupina koja obuhvaca skupinu TYRA i njoj blisko srodan klaster sekvenci svojte Dreissena
nazvana je TYRA’ (bootstrap: 52) (SI. 4.2.). Filogenetickom analizom dobivena su dva velika
monofiletska klastera (sensu Hennig; holofiletska sensu AsHLOCK, 1971) koja odgovaraju
evolucijskim skupinama tirozinaze koje su AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN (2014) nazvali
TYRA i TYRB. Kako bi se izbjegla zabuna, imena ovih velikih skupina tirozinaze
preimenovana su u TYR1 i TYR2 i tako oznacena na filogenetickom stablu na Sl. 4.2. Pod
tim imenima te ¢e se skupine tirozinaze mekuSaca navoditi u nastavku rada.

Filogeneti¢ko stablo na Sl. 4.2. prikazuje rezultat jedne od dviju analiza napravljenih s
istim parametrima metodom maksimalne vjerodostojnosti. Stablo dobiveno drugom analizom
dalo je takoder skupine TYRA, TRRB i skupinu koju ¢ine Dre 3, 6 i 7, a koja je blisko srodna
skupini TYRA. Skupine su podrzane bootstrap vrijednostima 100 (TYRA i njoj srodan
klaster s Dre sekvencama), 92 (TYRB) i 62 (TYRA”). Skupine TYR1 i TYR2 takoder su
dobivene, tako da je TYR2 skupina ugnijezdena u parafiletsku skupinu TYRI.

Filogenetic¢ko stablo dobiveno koristenjem metode maksimalne stedljivosti prikazano je na
Sl. 4.3. Skupine od interesa podrzane su bootstrap vrijednostima 100 (TYRA i njoj srodan
klaster s Dre sekvencama), 75 (TYRB) i 39 (TYRA”). Skupine TYR1 i TYR2 dobivene su
tako da je TYR2 ugnijezdena u parafiletsku skupinu TYR1 (SI. 4.3.).
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Na svim je stablima sekvenca C. jal. 1 dobivena izdvojeno, izvan ovdje imenovanih
klastera TYRA, TYRB 1 TYRA’ (SI. 4.2.14.3.).

Sekvence C. k. 1 i1 2 (gotovo identi¢ne) te Myt 1, koje nisu obuhvacene filogenetickom
analizom zato Sto pripadajuce proteinske sekvence ne pokrivaju cijelo odabrano podrucje od
213 aminokiselina, poravnate su sa sekvencama skupine TYRB radi ustanovljenja njihove
sli¢nosti s ovom skupinom. Premda nisu bile ukljucene u filogeneticku analizu, ove sekvence
pokazuju pripadnost skupini TYRB: na Sl. 4.4. prikazan je fragment nukleotidnog poravnanja
ovih triju sekvenci i svih sekvenci skupine TYRB.

Na temelju skupina TYRA i TYRB te ustanovljenog afiniteta sekvenci C. k. 1 i 2 te Myt 1
skupini TYRB dizajnirana su za potrebe umnozavanja homologa tirozinaze PCR-om dva seta
pocetnica, kako je navedeno u prethodnom poglavlju (vidi S1. 3.6. i 3.7.).

Poravnanje od 111 aminokiselinskih sekvenci napravljeno za potrebe filogeneticke analize
potvrduje da se svi konzervirani aminokiselinski ostaci Cu(A) i Cu(B) podrucja oznaceni na
Sl. 4.1. nalaze na istim mjestima u svim sekvencama dobivenim pretragom transkriptoma.

Filogenetickom analizom skupini TYRA nisu pridruZzene sekvence svojti C. jalzici i C.
kusceri dobivene pretragom transkriptoma (SI. 4.2. i Sl. 4.3.). Pripadnost ovih dviju svoijti
skupini TYRA potvrdena je sekvenciranjem produkata — fragmenata homologa tirozinaze,
umnozenih lananom reakcijom polimerazom uz koriStenje pocetnica dizajniranih prema
osobitostima nukleotidnih sekvenci tirozinaze skupine TYRA. Rijec je o fragmentima F3 + O
(SI. 4. . 1 4. ). Takoder, sekvenciranjem PCR produkta dobivena je i sekvenca C.
mulaomerovici koja pripada skupini TYRA (SI. 4._.), a razlikuje se od skupini TYRA
pripadajuée sekvence dobivene pretragom transkriptoma (C. mul. 1).

Na Sl. 4.5. dan je kladogram koji predstavlja izvadak iz filogenetickog stabla prikazanog na
Sl. 4.2. (metoda maksimalne vjerodostojnosti) na kojoj su navedene samo sekvence tirozinaze
porodice Dreissenidae. Na kladogramu je naznacena i gore objasnjena pripadnost sekvenci C. k.
11 2 te Myt 1 skupini TYRB, kao i potvrda pripadnosti sekvenci dobivenih sekvenciranjem
fragmenata tirozinaze svojti C. jalzici i C. kusceri skupini TYRA. Na kladogramu je naznaceno
I postojanje sekvence svojte C. mulaomerovici dobivene sekvenciranjem fragmenta tirozinaze
koja pripada skupini TYRA, a razlikuje se od one dobivene pretragom transkriptoma (C. mul.
1). Na kladogramu na Sl. 4.5. gotovo identi¢ne ili vrlo slicne sekvence navedene su kao jedan
homolog (npr. sekvence C. jal. 2 — 6, C. mul. 2 ~ C. mul. 3 itd.). Na temelju prikazanog
kladograma 1 skupinama TYRA 1 TYRB dodatno pridruzenih sekvenci pretpostavljen je broj
paraloga tirozinaze za svojte porodice Dreissenidae uklju¢ene u istraZivanje. Pretpostavljeni

broj paraloga naveden je u lijevom dijelu Sl. 4.5.
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&5 | C-gigas-TyrACgiga8-(complete)

o9 | C-gigas-TyrACgigad-(complete)
NP 001292221 1-tyrosinase-precur

73! C-gigas-TyrACgiga7-(complete)
C-gigas-TyrACgiga12-(complete)

98

75

100 | | C-gigas-TyrACgiga10-{complete)
79 | C-gigas-TyrACgiga11-{complete)
C-gigas-TyrACgiga6-{complete)
C-gigas-TyrACgiga2-(complete)

IO

g9 - NP 001292226 -tyrosinase-like
100 [

C-gigas-TyrACgigal-{complete)
i C-gigas-TyrACgigaS{complete)
o LcaigaS-TvrACQiga*(complete)
C-gigas-TyrACgiga3-(complete)
—— Sepia officinalis-TyrA2-(complet

100 lllex argentinus-TyrA2-1-(comple
91 | lllex argentinus-TyrA2-2-(comple

a1

Latemula elliptica-TyrB6<{(compl

C-gigas-TyrB6-{complete)
g5 Pinctada-fucata-TyrA2-1{(complet
71|l Pinctada-fucata-TyrA2-2-{complet
89 L Pinctada-margaritifera-TyrA2<(co

L Pinctada-maxima-TyrA2-{complete)

C-gigas-TyrA2-2-{complete)
Hyriopsis cumingii-TyrA2-{partia

C-gigas-TyrA2-1-(complete)
| — Patella wigata-TyrA1-1-(partial

54

74

—

100 L—— L ottia gigantea-TyrA1-1-(complet
C-gigas-TyrA3-4{complete)
CjalTYR hit C211384JORF1 C.jal. 1
Hyriopsis cumingii-TyrAHcum3-(pa

98 | C-gigas-TyrA3-1{complete)

99 C-gigas-TyrA3-2-(partial)

Pinctada-fucata-TyrA3-1-{partial
C-gigas-TyrA3-3-(complete)

[l

100 _|Pindada-maxima-TyrA3-(complete)
93 ' Pinctada-margaritifera-TyrA3-{co

Pinctada-fucata-TyrA 1<(partial)

6

C-gigas-TyrA1-2-(complete)

C-gigas-TyrA1-1-{(complete)

Pema viridis-TyrA1{complete)

{ Patella wigata-TyrA1-2-(partial
Lof

ttia gigantea-TyrA1-2-(complet

M

C-gigas-TyrA3-5{complete)

58

Hyriopsis cumingii-TyrA1-(partia

C-gigas-TyrA3-6-complete)
73 I— Pinctada-fucata-TyrA3-2-(complet

CjalTYR hit scaffold312JORF2
CjalTYR hit scaflold309|ORF2
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L m—

w

C-gigas-TyrA3-6-(complete)

CjalTYR hit scaffold312JORF2
CjalTYR hit scafold309jORF2
CjalTYR hit scaffoki311ORF2
CjalTYR hit scafold310jORF2
CjalTYR hit scafoki308JORF2
CmulTY R hit scaffidd10932|0RF 42
72! CmulTY R hit scaffdd10931)ORF42
DpolyTYR hit scafiokd 16210)0RF 1
DpalyTYR hit C364218J0RF 1

2

Hyriopsis ingi-TyrAHcumd4-(pa
100 | APC92581 1-Tyr-Hyriopsis-cuming

Hyriopsis cumingi-TyrAHcum1-(co . .
............. Hy.dopsis. curningi-TyrAkicum2-4pa................. Bala_ZI SVOj'[e dni
s DpolyTYR hit scafiold 1446510RF1 reissena sroani
100 Dpdy TYR hit scatoiiiassiore | Klasteru TYRA
DpolyTYR hit scafodtasszpore1 i Dre 3,617

R Sy e g g

TYRB
C.jal.2-6
C.mul.2i3
Dreli?2
(C.k.1i2 Mytl;
vidi SI. 4.4.)

[ ia eliptica-TyrALelii{
Dpoly TYR hit scaffold22904|ORF42
MyITYR ht CR1007|0RF1

CmuTYR hit C262008|ORF 36

Dpoly TY R hit scaffdd8491jORF 1

Perna wridis-TyB7-1{complete)

Perna widis-TyrB7-24{complete)

C-gigas-TyrA1-3-(comglete)
famen-TyrB7-(compl

Pema vindis-TyBPwvrn2-(comple

_uli C-gigas-TyrBCgiga1-(complete)
Cgigas-TyrBCgiga2-{partial)

TYRA
C.mul. 1
Dre4ib
Myt 2

5  Pinctad TyrB1-1

41 |l Pinctada-margaritifera-TyrB1{co

Pinctad
F

18

! _£H@a¢—wa&TwB12{canud
93 - Pinctada-fucata-TyrB 1-3-(patial
Pinctada-fucata-TyrB1-1{camplet
Pinclad ima-TyrBPmaxi1-(pant
Pinctada ima-TyrB2-1

TyrB1-24

kg

67

) i
Pinctada-margaritifera-TyrB2-(co
Pinctada-fucata-TyrB2{camplete)
o5 | Pinctada-margaritifera-TyB4-14
_|Phctadmgamiem-TthL2-(
+— Pinctada-maxima-TyrB4-(partial)
58 [ Pinctada-fucata- TyrB4-2-(camplet
99 - Pinctada-fucata-TyrB4-3-(complet
Pinctada-fucata TyrB4-1-{complet

P A &
F

ata-TyrB4-4-{complet

Pinctada-maxima-TyrB3.2{partial

90 [ P P
_95[{
100 Pinctad: gantilera-TyB3-(co

— Pinctada-fucata-TyrB3-(camplete)

TyB3-14

AVI16673 1-y Pleda-pe

L ss | BAF42772 14yrosinasedike-prote
49‘1:{ Pinctada-fucata-TyrBP fuca2{comp
57 Pinctada-fucata-TyrBP fucal-(comp
1 Pinctada-marganitifera-TyrB5-1-(
) Pinctada-margaritifera- TyrB5-2(

&f
™| __#| L pinctada-margartifera-Tyr853-(

Pinctada TyB5-(

100

1 =5 [ BAF42771 1-tyrosinaselike
Pinctada-fucata-TyrB Pfuca3-(comp
Pinctada-fucata-TyrBP lucas-(comp

AB353113 1 Pinctada-fucata-PfTy-
68
Pinctada-fucata-TyrBPfucad{comp
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Slika 4.2. Filogeneticko stablo (ML; 1000 bootstrap replika) prikazuje srodstvene odnose 111
sekvenci tirozinaze mekusaca: 17 sekvenci (pet svojti porodice Dreissenidae) dobiveno je u
ovome radu koriStenjem alata PIA, 7 sekvenci funkcionalno potvrdenih u nekoliko vrsta
SkoljkaSa navedeno je u Tablici 3.4., a ostale sekvence su one na temelju kojih su filogeniju
tirozinaze u mekusaca istrazivali AGUILERA, MCDOUGALLIDEGNAN (2014), a ustupljene su
ljubaznos$¢u prof. Degnana. Brojke uz nodije na stablu predstavljaju bootstrap vrijednosti.
Dvije skupine koje sadrze predstavnike razli¢itih rodova porodice Dreissenidae nazvane su
TYRA 1 TYRB. Skupini TYRA blisko je srodna skupina koja sadrzi tri sekvence tirozinaze
svojte Dreissena polymorpha. Provedena je joS jedna neovisna analiza s istim parametrima
(ML; 1000 bootstrap replika) koja je takoder dala skupine TYRA (bootstrap: 100), TYRB
(92) i skupinu Dre 3+6+7 (100). Sekvenca C. jal. 1 jedina ne ulazi u sastav neke od
imenovanih skupina (TYRA, TYRB, TYRA’) (obje neovisne analize). Skupine TYR1 i TYR2
predstavljaju dvije velike evolucijske skupine tirozinaze mekusaca koje su AGUILERA,
MCDOUGALLIDEGNAN (2014) imenovali kao TYRA, odnosno TYRB. Na jednoj od dvije
neovisne analize TYR1 i TYR2 dobivene su kao sestrinske skupine (prikazano stablo), a na
drugoj je TYR2 ugnijezdena u parafiletsku skupinu TYRI.
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|2

|2

100

48 AB353113 1 Pinctada-fucata-PfTy-
EE Pinctada-fucata-TyrBPfucad-(comp
Pinctada-fucata-TyrBPfuca5-(comp
BAF42771 1-tyrosinase-like
_86{: Pinctada-fucata-TyrBPfuca3-(comp
Pinctad. TyrB5-(complete)
Pinctad gantifera-TyrB5-3-(
ELE Pinctada-margaritifera-TyrB5-1-(

87 Pinctada-margantifera-Tyr85-2-(
Pinctada-fucata-TyrBPfucal-(comp
BAF42772 1-tyrosinase-like-prote
Pinctada-fucata-TyrBPfuca2-(comp

AVI16673 1-tyrosinase-Ptena-pe
Pinctada-fucata-TyrB3-(complete)

Pinctad gantifera-TyrB3-(co

ﬁ‘_{ Pinctada-maxima-TyrB3-1-(complet
g7 Pinctada-maxima-Tyr83.2-(partial

100

Pinctada-fucata-TyrB4-4-(complet
Pinctada-fucata-TyrB4-1-(complet

ﬂ{: Pinctada-fucata-TyrB4-2-(complet
Pinctada-fucata-TyrB4-3-(complet

64 Pinctada-maxima-TyrB4-(partial)
BTE Pinctada-margantifera-TyrB4-1-(
39 Pinctada-margaritifera-TyrB4-2-(

Pinctada-fucata-TyrB2-(complete)

700 Pinctada-marganitifera-TyrB2-{co
,EE Pinctada-maxima-TyrB2-1-(complet
43

Pinctad Ty1B2-2-{complet

w“

100

Pinctad: TyrBPmaxi1-(part
Pinctada-fucata-TyrB1-1-(complet
9 Pinctada-fucata-TyrB1-2-(complet
Pinctada-fucata-TyrB1-3-(partial
Pinctada-maxima-TyrB1-2-{(complet
59 Pinctada-maxima-TyrB1-1-{complet
30 Pinctada-margantifera-TyrB1-{co
— C-gigas-TyrBCgigal-(complete)

91 L— C-gigas-TyrBCgiga2-(partial)
Pema vindis-TyrB7-2-(complete)

Azumapecten farreri-TyrB7-(compl

23
E{_E Pema viridis-TyrBPvn 1-(comple
39 Pema vindis-TyrBPvin2-(comple

CjaiTYR hit scaffold311JORF2
CjalTYR hit scaffold309|0RF2
CjalTYR hit scaffold312|ORF2
CjalTYR hit scaffold308|ORF2
CjalTYR hit scaffold310[ORF2
CmulTYR hit scaffold10932]ORF42
CmulTYR hit scaffold10931JORF42
DpolyTYR hit scaffold16210JORF1
DpolyTYR hit C364218|ORF1

26

Hynopsis ingii-TyrAHcumd-(pa

100 APC92581 1-Tyr-Hyriopsis-cuming
84 E Hyriopsis cumingii-TyrAHcum1-{co
Hyriopsis cumingii-TyrAHcum2-{pa

Ell

93— DpolyTYR hit scaffold14465|0RF1
LWE DpolyTYR hit scaffold14463/ORF1

DpolyTYR hit scaffold 14462|ORF 1

DpolyTYR hit scaffold22904|ORF42
MytTYR hit C321007|0ORF1
CmulTYR hit C262008|0RF36
DpolyTYR hit scaffold8491|ORF1
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TYRB
C.jal.2-6
C.mul.2i3
Dreli2
(C.k.1i2, Myt1;
vidi SI. 4.4.)

nalazi svojte
Dreissena srodni
klasteru TYRA
Dre3,6i7

TYRA
C.mul. 1
Dre4i5
Myt 2

Y
TYRA’

(Slika. 4.3. Nastavak na sljedecoj stranici.)
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— Pema viridis-TyrB7-1-(complete)

P - C-gigas-TyrA1-3-(complete)
——— C-gigas-TyrA1-1-(complete)

) —E Pinctada-fucata-TyrA1-(partial)
63 C-gigas-TyrA1-2-(complete)
Pema viridis-TyrA1-(complete)
g7 — C-gigas-TyrACgigad-(complete)
100 C-gigas-TyrACgiga3-(complete)
45 C-gigas-TyrACgiga5-(complete)

20 NP 001292226 -tyrosinase-like
100 C-gigas-TyrACgigal-(complete)
C-gigas-TyrACgiga2-(complete)
21 O — C-gigas-TyrACgigab-(complete)
C-gigas-TyrACgiga10-(complete)
C-gigas-TyrACgiga11-(complete)
C-gigas-TyrACgiga12-(complete)
C-gigas-TyrACgiga8-(complete)
C-gigas-TyrACgiga9-(complete)
NP 001292221 1-tyrosinase-precur
C-gigas-TyrACgiga7-(complete)
Laternula elliptica-TyrB6-(compl
C-gigas-TyrB6-(complete)
Patella vulgata-TyrA1-2-(partial

Lottia gigantea-TyrA1-2-{(complet
C-gigas-TyrA3-5-(complete) TYR1
Hyriopsis cumingii-TyrA1-{partia
C-gigas-TyrA3-6-(complete)
Pinctada-fucata-TyrA3-2-(complet
100 C-gigas-TyrA3-1-(complete)
_E C-gigas-TyrA3-2-(partial)
Pinctada-fucata-TyrA3-1-(partial
——— C-gigas-TyrA3-3-(complete)
Pinctada-maxima-TyrA3-(complete)
1E|:. Pinctada-margaritifera-TyrA3-(co

16 - CjalTYR hit C211384|0RF1 | C. jal. 1
95 L~ Hynopsis cumingu-TyrAHcumJ3-(pa
C-gigas-TyrA3-4-(complete)
100 llex argentinus-TyrA2-1-(comple
‘ —_ -
100 lllex argentinus-TyrA2-2-(comple

Sepia officinalis-TyrA2-(complet
10— Patella vulgata-TyrA1-1-(partial
L— Lottia gigantea-TyrA1-1-(complet
C-gigas-TyrA2-1-(complete)

Hyriopsis cumingii-TyrA2-(partia
C-gigas-TyrA2-2-(complete)
Pinctada-maxima-TyrA2-(complete)
Pinctada-margantifera-TyrA2-(co
Pinctada-fucata-TyrA2-1-(complet
Pinctada-fucata-TyrA2-2-(complet
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Slika 4.3. Filogeneticko stablo (MP; 1000 bootstrap replika) prikazuje srodstvene
odnose 111 sekvenci tirozinaze mekusaca. Brojke uz nodije na stablu predstavljaju
bootstrap vrijednosti. Sekvenca C. jal. 1 jedina ne ulazi u sastav neke od imenovanih
skupina (TYRA, TYRB, TYRA’). Skupina TYR2 dobivena je kao ugnijezdena u
parafiletsku skupinu TYRL.

Drel
Dre2
Mytl
Ck1l
ck2
cjal2 :
Cjal3 :
Cjals :
Cjalé :
Ccjal4 :
Cmul2 :
Cmul3 :

Drel G
Dre2 G
Mytl C
Ckl ¥
Ck2 H T
Cjal2 : T
Ccjal3 : T
cjals : T
Cjalé : T
Cjalg : T

T

T

Cmul2 :
Cmul3 :

Slika 4.4. Fragment poravnanja nukleotidnih sekvenci koje pripadaju skupini TYRB te
sekvenci C. k. 1 i 2 te Myt 1 koje nisu bile obuhvacene filogenetickom analizom. Poravnanje
je napravljeno koriStenjem alata Clustal Omega i analizirano u programu GeneDoc. Crna
podrucja — identi¢nost nukleotidnih pozicija izmedu svih sekvenci, tamnosivo — visoka
sli¢nost, svijetosivo — nesto manja sli¢nost. Sekvence C. k. 1 i 2 (gotovo identi¢ne) te Myt 1
pokazuju visoki afinitet prema skupini TYRB. Crveno su oznacena mjesta CAT/CAC kodona
koji kodiraju za tri histidinska ostatka Cu(A) podru¢ja aktivnog mjesta tirozinaze.
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BROJPARALOGA TIROZINAZE C. ja[, 1

o '_é @]
2 2 5
Ck1~Ck?2
Cjal.2-6 Myt 1
Cmul.2~C. mul 3
05/92/75
Drel
Dre 2 TYRB
C. mulaomerovici 100 ——Dre 6~ Dre 7 )
—Dre 3
C. jal. (sek.)
D. polymorpha a 100 — Dre5 C k. (sek) > TYRA’
Myt 2 C. mul. (sek.)
Mytilopsis sp. Dre 4 TYRA )

Bootstrap: ML(a)/ML(b)/MP

Slika 4.5. Prikazani kladogram predstavlja izvadak iz filogenetickog stabla dobivenog
koriStenjem metode masksimalna vjerodostojnost, prikazanog na Sl. 4.2. Medusobno
gotovo identi¢ne ili vrlo slicne sekvence dobivene pretragom transkriptoma navedene su
kao jedan homolog tirozinaze (npr. sekvence C. jal. 2 — 6). Na kladogramu je nazna¢ena
podrzanost skupina TYRA, skupine sa sekvencama svojte D. polymorpha i TYRB
bootstrap vrijednos¢u (ML, jedna analiza/ML, druga analiza/MP analiza). Navedene su
i sekvence koje pripadaju skupini TYRB koje nisu bile ukljucene u filogeneti¢ku
analizu, kao i sekvence dobivene sekvenciranjem fragmenata homologa tirozinaze koje
pripadaju skupini TYRA: sekvenciranjem je pokazano postojanje sekvenci svojti C.
jalzici i C. kusceri koje pripadaju skupini TYRA, a dobivena je i sekvenca koja se
razlikuje od sekvence C. mul. 1. Raspored sekvenci na kladogramu omogucuje
pretpostavljanje broja paraloga tirozinaze za pet svojti porodice Dreissenidae, Sto je
navedeno u lijevom dijelu slike.
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4.3. Rezultati sekvenciranja i analiza dobivenih sekvenci

Sekvenciranjem su dobivene nukleotidne sekvence koje su prevedene u proteinske
koristenjem bioinformatickog portala ExPASy (pomocu alata Translate tool). U nastavku su
navedene dobivene sekvence u usporednom prikazu nukleotidne i proteinske sekvence, a
svaka je proteinska sekvenca poravnata s pretpostavljeno najsrodnijom sekvencom iz
odgovaraju¢e skupine (TYRA ili TYRB). Poravnanja proteinskih sekvenci dobivena su

koristenjem alata T-Coffee. Dobivene su sljedece sekvence:

1) Congeria kusceri — TYRA _Drei_F2 + TYRA_ Drei_R2 (Sl. 4.6.)

gtcttoccagaggaaccggttocatgotgoattgaacgagotoctatagggaggggacggtg
vV F ¢QRNU RTFHAABAALUPNTETLTYZREGT V
acgtgtttocgcoctoctggtgocacaggyocgggocgttagatttgggocggggcacacagtggocgac
T ¢ F ALV EH=RRZAZTLTUDTILGSGDR2T E S 6 D
gogtttotaccotggoatagagoatttotageototatttgaggaggogottogaaggaaa
r L¢P wfi=rRo2ZTFTULZ LZTLT FETETEHZSLZTLTZ RZBERZK
gacccocgtbtoctgtttocococtgoocctactgggacagocacococtggatgacaatatggocggoctggg
pD P 5 VvV 5 L P Y WD S TULUDTUDUNMZBZHBER G
coccggottototgtocatgtgggacaacgogocacatggggtocgocaataggogtggtogac
P G F S VM WDUNAAZHMG S5 P I G V V D
gagggccocococtttgoocggotggocaggoccocgagaaaaccoctottgagogaaacgtogotogyg
E 6 P F A G W QQARBREUNZ PTILETZ RUNV LR
gggtcaggcacgcttgoococggocaggacagggtagacgagoctgttacagototgtottotg
€ S 6 T LARUG@DRVYDETLTZLSU QTLTCTLL
gatgaattcacgcoctaccocotgggagagocacocacaatggogtgoatgtotgggtgggtgga
D E F T LZPWEJSTU EHUDNGU VEUVYVWTVES®G
accatggaaaccagtatggoggocagoggatocococgbgttoctacatgoatcactootatgtt
T M E T 5 M B AR 2B D P V F Y M HfE s ¥ Vv
gactacatctgggagaagttocoggocagoggocagogogocgboctgbggagtocgatocoggog
B ¥ I ¥ E XK F R QR CBRZAZAVCGV D P &
tacgactacccocgoocogtocaaaccgggoacocooggageocatggtocoggatgagogtatggte
Yy D Y P PV EKPF G T P E H G P D E R M V
ggaatgacgttocctgocgaaacaggocaaggocatogotgatgattggatocgacaactggtat
G M T F L RNURUGQGTIOZZDTUDUWIDNWY
aactatactgacacgoccacgtgtgocaat

N Y T DT P T CZAN
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CuA): | Lon

C.Kkusceri (A_F2+R2) ~ --=z==-----c--«- FORNRFHAALNELYREGTVTCFALVHRRALDLGGAHSGDAFLPWH
C. mul. 1C262008|ORF36 QRPRTGYRTRQEYRTLSVFQRNRFHAALNELYRDGTVTCFALVHRRALDLGGAHSGDAFLPMH

R -
.

C. kusceri (A_F2+R2) RAFLALFEEALRRKDPSVSLPYWDSTLDDNMAAGPGFSVMWDNAHMGSP IGVVDEGPFAGWOA
C. mul. 1C262008/0RF36 RAFLALFEEALRRKDPSVSLPYWDSTLODNMAAGPGFSVMWDNAHMGSPIGVVDEGPFAGWQA

R R E R R S S S RS S S A RS R R RS S R AR R AR RS R R R R R RS R R R

Cu(B):

C. kusceri (A_F2+R2) RENPLERNVARGSGTLARODRVDELLOLCLLDEFTLPWESTHNGVHVWVGGTMETSMAAADPY
C. mul. 1C262008/0RF36 RENPLERNVARGSGTLARQDRVDELLQLCLLDEFTLPWESTHNGVHVWVGGTME TSMAAADPY

T -

11
C. kusceri (A_F2+R2) FYMHHSYVDY IWEKFRORORAVCGVDPAYDYPPVKPGTPEHGPDERMVGMTFLRNROGIADDW
C. mul. 1C262008/0RF36  FYMHHSYVDYIWEKFRQRORAVCGVDPAYDYPPVKPGTPEHGPDERMVGMTFLRNRQGIADFW

LR R R R B B B R R R R R R R R R L EEEEREEEEEREEREEERESEEEREEEEREEREEREREEELLEE LI

C. kusceri (A_F2+R2) IONWYNYTDTPTCAN- - -~~~ --ccemeec e e e e e e e e e e eececcecccemme e n s
C. mul. 1C262008/0RF36  IDNWYNYTDTPTCANNCGDSPDLYCDTDINRCASDSRFDFGENSIGPTAQRLGLPPPPGFAPQ

B T -

Slika 4.6. (A) Usporedni prikaz nukleotidne i proteinske sekvence fragmenta tirozinaze C.
kusceri dobivenog koristenjem pocetnica TYRA Drei F2 i TYRA Drei R2; (B) Poravnanje
proteinske sekvence sa sekvencom C. mul. 1 (C. mulaomerovici). Oznaceni su konzervirani
aminokiselinski ostaci Cu(A) i Cu(B) mjesta.

2) Dreissena polymorpha — TYRA Drei_F2 + TYRA Drei_R2 (SI. 4.7.)

agaggaccggttcatgcococgeotatgatacgetttatocgggatggtacagtcacatgttttget
R T 6 S ¢ R Y DTUL YR DOGTV T CF &
ctggtacacagaaacgcgocttocgaaccggtggggocccacggtggtgacgocctttotgece
L v @R NZLRTGSOGZ2IESOSGOGDOZZIPRB L E
tggocatcocgageocattottagogotgtttgaagaagogotgagaagagttgatoccatetgtt
W fl R 2 F L 2L FEEU AZTLTZRTERTYTUDTP S5 V¥
tcaattcocttactgggacagtacctttgacgacaatatggoggoctggaccoggattttoo
5 I P Y WD S TTFDUDUNMZBEZZBEGT PG F 5
gtaatgtgggataacacgcacatgggcoctctocoggttggogttgttgacgagggaccttte
VvV M W DN T HMGS PV GV V DEG P F
gcgggotggcaagoctogggagaaccotoctagageoggaacgtggocococgaggaacgggateg
L 6 W QZLZREUNU PLETS RUNUTYZEREZRGT G S
ctggtococgtocaggocogagtagatgagttgttacaactgtgtoctgotagatgagttocacy
L VR QARVYVYDETLTLO®QLTCTLTULTUDETFT
ttgococotgggaaaacaccoccacaattotgtgoatgtotgggttggaggtaccatggaggac
L P WEUNTU BHUNSUVEHVWVESGTME D
agtatggccocgocggococgaccocagtattoctacatgoaccatgocttogttgattacgtatgyg
5 M A A AR D PV F Y M HEFa2aTFVETY VW
gagaagtttcggcagogacaacgogocgtotgtggagtggatcoggogtccgactaceoyg
E ¥ F R Q R ¢ R 2V ¢ 6V D P A S D Y P
ccagtagatccggoccococtooccagagecatggtcoggataggaatatgactggaatgacgtte
P V D P R L PF EUHGEPUDRUINMTG M T F
ttaacaaacagagaagggat

L T N R E G

A
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Dreissena(A_F2+R2)
Dreissena 4sc8491|ORF1

Dreissena(A_F2+R2)
Dreissena 4sc8491|ORF1

Dreissena(A_F2+R2)
Dreissena 4sc8491|ORF1

Dreissena(A_F2+R2)
Dreissena 4sc8491|ORF1

B

Cu(A): 1 11

------------ RTG--------SCRYDTLYRDGTVTCFALVHRNALRTGGAHGGDAFLPWHR
SPLTGYRTRQEYRTLSVDQRNRFHAAMNTLYRDGTVTCFALVHRNALRTGGAHGGDAFLPWHR

L2 S = N G N R TR I N e N S R R e e

AFLALFEEALRRVDPSVSIPYWDSTFDDNMAAGPGFS VMWDNTHMGSPVGVVDEGPFAGWOAR
AFLALFEEALRRVDPSVSIPYWDSTFDDNMAAGPGFSVMWDNTHMGSPVGVVDEGPFAGWQAR

e o e e e e o e e e e o e e o I e

CuB): o1 1 1|
ENPLERNVARGTGSLVROARVDELLOLCLLDEFTLPWENTHNSVHVWVGGTMEDSMAAADPVF
ENPLERNVARGTGSLVROARVDELLQLCLLDEFTLPWENTHNS VHVWVGGTMEDSMAAADPVF

e e R e e o D g o e L e o L D e T o o o o e

YMHHAFVDYVWEKFRORORAVCGVDPASDYPPVDPALPEHGPDRNMTGMT FLTNREG - - - - - -
YMHHAFVDYVWEKFRORQORAVCGVDPASDYPPVDPALPEHGPDRNMTGMT FLTNREGIADYWI

0 0 0 M s 3 e S D (o o, M 6 8 D 0 s e M T M D M M D M N D o

Slika 4.7. (A) Usporedni prikaz nukleotidne i proteinske sekvence fragmenta tirozinaze svojte
D. polymorpha dobivenog koristenjem pocetnica TYRA Drei F2 i TYRA Drei R2; (B)
Poravnanje proteinske sekvence sa sekvencom Dre 4 (D. polymorpha). Oznaceni su
konzervirani aminokiselinski ostaci Cu(A) i Cu(B) mjesta.

3) Congeria mulaomerovici — TYRA_Drei_F3 + Overhang (SI. 4.8.)

Na poravnanju dobivene sekvence sa sekvencom C. mul. 1 mjesto slabe podudarnosti

oznaceno je sa m (Sl. 4.8B).

tgcggaacagtocccgatoctttattgogacacocgatataaatogttgogtgtcagottogaat

E N &5

P DL Y C DT D I N E CV 5 & 5 H

tttagttttggocgaggcaacgatagggccaacggcacaaggocttggtttggtoccoctoct
F 5 F ¢ E A T 1 & P T A ¢ G L G L W P P
cctggocactgogoogoaacgogotactgogoggocagtttcaccogottoccaccaccoot
rP & T A P ¢ E A T A E P ¥V 5 P A 5 T T F
aaagcagctacgtacgoggactotgtcaadacaggoggtaaaccatacgaaggatootge
K A A T ¥ A D 5§ ¥V E T G G E P Y E G 5 C
tccaaggatccatatgotocgatcatgogttaagogtoctcagoogtocacaccggoagag
5 E b P ¥ A RER 5§ C ¥V E E P QO P 5 T P A E
ttagttaatgccatgtoctctgaacaaggtaccgaaacccaaaccottagatgacgtgtat
L v N A M 5 L N K ¥V P K P E P L D D WV ¥
gagagaatcaaggocgttactgaagaaaggogaaaggtatccacctggaagtgaggocgaag

E B I K A L L K E G E E ¥ P P G 5 E A K
tttttcaagatgaaaccggatgaggyagaacgactgocgotgoctogacaagtatatooge
F F K M K P I E E N D C E C L D K ¥ I E

gatccottggtocgoctacgtagagasdaggacgggas
D P L ¥V A ¥ ¥V E K GG R E

A
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C.mul. (A_F3+Overhang) I -""-===-==~=-~~ RNSPDLYCDTDINRCVSASNFSFGEATIGPTAOGLGLVPPPGTAPO
C. mul. 1c2620080RF36  LONWYNYTDTPTCANNCGDSPDLYCOTDINRCASDSRFDFGENSIGPTAQRLGLPPPPGFAPQ

AR A AR O R AR L AEEAEE EEE AEEE Aaw
. . . . .

m
f—/%

C.mul. (A_F3+Overhang) RATARPVSPASTTPKAATYADSVKTGGKPYEGSCSKDPYARSCVKRPOPSTPAELVNAMSLNK
C. mul. 1 C262008/0RF36  GRMA- - ASP - - QMAKPATYADSVORGGRPYEGACAKDPYARSCVKRPOPSTPEEVVNAMALDK

- - NN R RN R R R R s R L R K =
. . . . . . . . . . .

C. mul. (A_F3+Overhang) VPKPKPLODVYERIKALLKKGERYPPGSEAKFFKMKPDEENDCRCLDKYIRDPLVAYVEKGRE
C. mul. 1C262008/0RF36  VPRPKPLEDVYEKVKYLLKKGERYPPGNEVKVFKMLTDEENDCRSLDKFIRDPLVAYVONGRK

BAE LSRR AR AN . A AR REES A w mmw AAARNAAS AR AARARRAE . e
- . .. S R . . . .. -

C.mul. (A_F3+Overhang) =--=-======---
C. mul. 1C2620080RF36  LSKKGPKLYDTYK

B

Slika 4.8. (A) Usporedni prikaz nukleotidne i proteinske sekvence fragmenta tirozinaze svojte
C. mulaomerovici dobivenog koristenjem pocetnica TYRA Drei F3 i Overhang; (B)
Poravnanje proteinske sekvence sa sekvencom C. mul. 1 (C. mulaomerovici). Mjesto slabe
podudarnosti oznaceno je sa m.

4) Dreissena polymorpha — TYRA_Drei_F3 + Overhang (SI. 4.9.)

gtttcaccocgottocaccaccoctaaagoagotacgtacgoggactotgtocaaaacagge
Y 5 P A 5 T T P E A A T ¥ A D &5 WV E T G
ggtaaaccatacgaaggatcotgotocaaggatccatatgotogatcatgogttaagogt
G E P ¥Y E G 5 € 5 K D P ¥ B B 5 C VvV KE R
coctcagoocgtoocacaccggocagagttagttaatgocatgtototgaacaaggtaccgaasa
P & P 5 T P A E L VvV N A M 5 L N E V P K
cocaaaccottagatgacgtgtatgagagaatcaaggogttactgaagaaaggogaaagg
P K P L D D ¥V ¥ E R I K A L L K EKE G E E
tatccacctggaagtgaggcgaagittttcaagatgaaacocggatgaggagaacgactgo
Y P P G 5 E A K F F EM EKE P D E E N D C
cgctgoctogacaagtatatcogogatcoocttggtogoctacgtagagaaaggacggaag
R C L b K ¥ I BE b P L ¥V A Y ¥V E E G E K
ctcagoaagagoggtococtaaactgtacgacacttocacgogogtgoattatgooccagtttt
L 5§ ¥ 5 ¢ P K L ¥ DT &5 B AR C I M P 5 F
atcagaacaagacacataaaagttacatgogotgtatatgoataatatatatatatacat
I BE T B H I KE v T C A WV ¥ A * ¥ I ¥ I H
daactaaagaaaaatacaggtttottacacaaaaaaaaaaaa

E L E E N T 6 F L H EKE E E K

A
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Dreissena(A_F3+Overh) - - -PVSPASTTPKAATYADSVKTGGKPYEGSCSKDPYARSCVKRPOPSTPAELVNAMSLNKVP
Dreissena 4sc8491/0RF1  TARPVSPASTTPKAATYADSVKTGGKPYEGSCSKDPYARSCVKRPQPSTPAELVNAMSLNKVP

0 N N O S O 0 S O . 0 S . 0 . 0, .

Dreissena(A_F3+Overh.) KPKPLDDVYERIKALLKKGERYPPGSEAKFFKMKPDEENDCRCLDKYIRDPLVAYVEKGRKLS
Dreissena 4sc84910RF1  KPKPLDDVYERIKALLKKGERYPPGSEAKFFKMKPDEENDCRCLDKY IRDPLVAYVEKGRKLS

A T

Dreissena(A_F3+Overh.) KSGPKLYDTSRACIMPSFIRTRHIKVTCA
Dreissena 4sc8491|ORF1 KSGPKLYDTY--------cccccccccece=

A ﬁ

B

Slika 4.9. (A) Usporedni prikaz nukleotidne i proteinske sekvence fragmenta tirozinaze svojte
D. polymorpha dobivenog koristenjem pocetnica TYRA Drei F3 i Overhang.Zvjezdicom (*) je
oznacen stop kodon. (B) Poravnanje proteinske sekvence sa sekvencom Dre 4 (D. polymorpha).

5) Congeria kusceri — TYRA_Drei_F3 + Overhang (SI. 4.10.)

aaattccatagggocaacagcacaacggotoggactgocococogoogooctggotttgoaco
W 5 I 6 P T & ¢ E L G L P P P P G F & F
cagggcagaatggocgactoccctcaaatggoadagocagotacgtacgotgattotgte
6 E M &~ b 5 P 0 M & KE P A T ¥ & D 5 W
caaatgggagggagaccatacgaaggggcatgogoccaaggatoocttacgoctaggtogtge
M 6 6 E P ¥ E G A C A E D P ¥ & R 5 C
gttaagcgtoocggatcogtcgacgoccggaagaggtggtaaacgoccatggocgotggacaayg
¥ K ER P Db P 5 T P E E ¥V ¥V N A M A L D K
gtaccgagatccaagoocgotggaggacgtgtacgaaaaggttaaatacctgoctgaagaag
¥ P B 5 K P L E D ¥V ¥ E K ¥V EHE Y L L EKE K
ggggagcggtatococgoocoggaaatgaggtocaaggtgttcaagatgotaacggatgaggag
G E B ¥ P P G N E ¥V E ¥V F E M L T Db E E
aacgactgococgotototogacaagttcatocogggacocogotggtogoctacgtacagaaa
N D C BE 5 L Db K F I E D P L ¥V A Y W Q0 K

tggacggaaacto
W T E T
A
C. kusceri (A_F3+0verh.) [ =mcmcim e o o e e e o i m oo e o e s e NSIGPTAORLGLPPPPGFAPO

C. mul. 1 c262008/0RF36  IDNWYNYTDTPTCANNCGDSPDLYCDTDINRCASDSRFDFGENSIGPTAQRLGLPPPPGFAPQ

00 G 0 0 R N 0 0 A N N A N

C. kusceri (A_F3+Overh.) GRMADSPOMAKPATYADSVOMGGRPYEGACAKDPYARSCVKRPDPSTPEEVVNAMALDKVPRS
C. mul. 1 C262008/0RF36  GRMAASPQMAKPATYADSVQRGGRPYEGACAKDPYARSCVKRPDPSTPEEVVNAMALDKVPRP

JNC NN N N 0 A A N N N R NG R A N N R A A N N 0 N G A A N N 0 R O N A N A A A
.

C. kusceri (A_F3+Overh.) KPLEDVYEKVKYLLKKGERYPPGNEVKVFKMLTDEENDCRSLDKFIRDPLVAYVOKWTET - - -
C. mul. 1 C262008/0RF36  KPLEDVYEKVKYLLKKGERYPPGNEVKVFKMLTDEENDCRSLDKFIRDPLVAYVQNGRKLSKK

00 20 0 2 0 20 300 00 30 4 0 2 300 200 0 K 30 N0 0 2 50 3 6 0 00 200 0 0 0 0 0 60 0 00 0 60 0 00 8 K NC K K .

C. kusceri (A_F3+Overh.) ---------
C. mul. 1 C262008/0RF36 GPKLYDTYK

B
91



Slika 4.10. (A) Usporedni prikaz nukleotidne i proteinske sekvence fragmenta tirozinaze svojte
C. kusceri dobivenog koristenjem pocetnica TYRA Drei F3 i Overhang; (B) Poravnanje
proteinske sekvence sa sekvencom C. mul 1 (C. mulaomerovici).

6) Congeria jalzici — TYRA_Drei_F3 + Overhang

Na Sl. 4.11A dan je usporedni prikaz nukleotidne i proteinske sekvence fragmenta tirozinaze
svojte C. jalzici dobivenog koristenjem pocetnica TYRA Drei F3 i Overhang. Na Sl. 4.11B
prikazano je poravnanje ove sekvence s C. mul. 1. U usporedbi s C. mul. 1, sekvenca C. jalzici
dobivena sekvenciranjem pokazuje mjesta delecije, osobito slabe podudarnosti (oznaceno sa
m) 1 insercije. Mjesto insercije prozeto je stop kodonima ¢iji je smjestaj naznacen crvenim

trokutima.

actggtataactatactgacacacctactighgoctaataattgoggtaatagococggatctyg
W Y W Y T p T P T C A N N C G N 5 P D L
ttttgcaacacggatattaatttgtgogtgtcgaattocogotttgatttaagaagogog
F C W T »p I N L €C ¥ & W 8§58 R F I L R 5 A
tttaccococgotgoaagacaaccotgttaggaatagacgtgotactatacataaggacago
F T p L & D N P vV BER N E BER A T I H EKE D 5
ggaagttatgatagaatgatcgacgaaggaaaaacaccatatacgggocaggtgttotgat
G 5§ Y p R M I » E G K T P ¥ T G E C 5 D
gaaccatacggogaattgtgocctgagococgcCcCcaagoogacaacggaagacgaaattgtyg
E P Y & E L € P E P P K P T T E D E I VW
agttccattgogotcaatgagatacaacaaccgaccatacaagocattgtacaatgacatco
5 5§ I A L W E I © @ P T I & L Y N DI I
ttgatggaaataaaaaaaggtgagoggtatccacctgagagogagoagoagtggttocac
L M E I E E & E R Y P P E &S5 E O O W F H
ataaagtcagatacggaaggtgactgtogtggactggacaagotocattogagaccogotyg
I K 5 p T E &6 b C R & L I E L I E D P L
gtagoctatgtgocaaggocadacaactotacaggocttagtcacogacaattaacoottga
v & Y v ¢ 66 K ¢ L ¥ R P * 5 P T I H B =
cagacgttoctocagattggaatgttttoctgaattttattagottagoaatactgtatta
g T F 5 R L E € F P E F ¥ * L 5 N T ¥V L
tgcaattottagotgtcatctaattgatatgtccacaattgaagagaccaaacttatata
c W 5 * L 5 5 N * ¥ ¥ H N * R D Q T ¥ I
ggocgacattattattatatgactgtgtatttgaagatatgoatgtacatataago

& p I I I I *# L € I * R ¥ A C T ¥ K

A
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m

f___dA____\
C. jalzici(A_F3+Overhang) - - -WYNYTDTPTCANNCGNSPDLFCNTDINLCVSNSRFDLRS - - - - - - - - - - AFTPLODNPVR
C.mul. 1 C2620080RF36  IDNWYNYTDTPTCANNCGDSPDLYCDTDINRCASDSRFDFGENS IGPTAQRLGLPPPPGFAPQ
AAAEAEAEAE A AR AR R Eae - EemExn . - -
o . DELECIA |~

C. jalzici(A_F3+Overhang) NRRAT - - IHKDSGSYDRMIDEGKTPYTGRCSDEPYGELCPEPPKPTTEDEIVSSIALNEIOOP
C.mul. 1 C262008|0RF36  GRMAASPQMAKPATYADSVQRGGRPYEGACAKDPYARSCVKRPDPSTPEEVVNAMALDKVPRP

- . .- " = M WM. . M. N M LM M. L M. e e
. . .o . . . . SRS A RO

C. jalzici(A_F3+Overhang) T-IOALYNDILMEIKKGERYPPESEOOWFHIKSDTEGDCRGLDKLIRDPLVAYVO - GKOLYR’
C. mul. 1 C262008/0RF36  KPLEDVYEKVKYLLKKGERYPPGNEVKVFKMLTDEENDCRSLDKFIRDPLVAYVQONGRKLSKK

. . - - Woa M e W M AR MR R . e e
. . . . . . ..

C. jalzici(A_F3+Overhang) SPTI NyOTFSRLEC FPE FyLSNTVLC N!SSMVH&DQTY IGDIIX I!C!\YACTYK
C.mul. 1 C262008|0RF36 | ERRIIOYE Sar e o e e e ST e e e el e s s oo b DTY!

- INSERCIJA gt

B

Slika 4.11. (A) Usporedni prikaz nukleotidne i proteinske sekvence fragmenta tirozinaze svojte
C. jalzici dobivenog koristenjem pocetnica TYRA Drei F3 i Overhang; (B) Poravnanje
proteinske sekvence sa sekvencom C. mul 1 (C. mulaomerovici). Na slici su ozna¢ena mjesta
delecije, osobito slabe podudarnosti (m) i insercije u odnosu na sekvencu C. mul. 1. Vrhom
crvenog trokuta oznacena su mjesta izmedu dvaju aminokiselinskih ostataka na kojima dolaze
stop kodoni u C. jalzici. Vrhom plavog trokuta oznaéeno je mjesto stop kodona u C. mul. 1.

7) Congeria mulaomerovici — TYRB_Drei_ZajF2 + TYRB_Drei_ZajR2 (Sl. 4.12))

tctgacagaaatatcggogotgggagtcagttgattactaaagaggttatcocgageogate
5 DR NI GAG S5 QUL I TZ KETVTIZEHSETI
atgacccggtgtatgactcocgocgagatcacctttoccaactgocattaaatcagttocaacett
M T R C M TR®RETITT FEPTUARLUNGQTFN L
gaaattttcoccacggtggtocacatatotgggttggaggacacttggotggtettaataca
E I F @ 6 6 P @ I w VvV Eese6HTLZZGTLNT
gocgcacacgatcoctgtatttttoctococaccacgocatttattgactatatttgggaaatyg
Z A HD PV F F L HEag F IR Y I WEM
ttcocgocatccatcaattoctttgactgtggagttaatcoccagocactgactatcocggaagea
F R I HQTF FDCGVV NP S5 TUDJYPE B
atgggacaacatgcocagcoccatgaggoccaatggacggtttaccgggatacatcaacattgat
M 6 ¢ H A A MR P M DGIL P G Y I N I D
ggttatcgaagctactggacgocagtactggtttagatatgaacgecgecgeocctatgtgttet
5 Y R 5 ¥Y W T Q ¥ W F R Y ERU EZZPMC 5
togtttagaccgttttgoggttocaccatatttaagatgocaacatggoccgoggagtgtge
5 F R P F C G S P Y L R CUNMMZBEZBERTGV C
gtgtcagtggaacgtatgctggocccococgatgaaggagocacctggggoggttggogeotatyg
VvV S VERMTLUBATEPTDETGH RZPGARVYV G B M
goctttoctoccococtgoagocaacggooctocatococogogggocagoccagagocaagagotcaaget
AR F S P AR ARTB RS S PRAURAERUBEAEERUEZQDQRH®R
gcaatgatcgacgtcggtcoctoctatttgtggectecctocogtoctgaaccocaggacgcagatyg
A M I DV GG P L F V EPF PF S EZPZRTQM
ggacaggcocaagottggoggocaggocatgactoccggoatggotggacgtatgaagaggget
5 ¢ XA 5 L 2B L2 G M TP GMZEGIERMIER L

ataccggag
I P E
A
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Cu(B):

C.mul. (B_ZajF2+ZajR2) -~~~ SDRNIGAGSOLITKEVIRAIMTRCMTREITFPTALNOFNLEIFHGGPHIWVGGHLAGL
C.mul. 25c109320RF42  TPVGPLTRNIGAGSQLITKEVIRAIMTRCMTREITFPTALNQFNLEIFHGGPHIWVGGHLAGL

AR L R R B R R R EEREEEREREREEREREEEEEEEEREEEREEEEEERELEESELEERLEERES]

1 1
C.mul. (B_ZajF2+zajr2) NTAAHDPVFFLHHAFIDYIWEMFRIHOFFDCGVNPSTDYPEAMGOHAAMRPMDGLPGYINIDG
C. mul. 2sc10932/0RF42  NTAAHDPVFFLHHAFIDYIWEMFRIHQFFDCGVNPSTDYPEAMGQHAAMRPMDGLPGYINIDG

LA A R R R B R R R R R R R R R R R R R R RS R RS RRL R RS R R SRR R

C.mul. (B_ZajF2+ZajR2) YRSYWTOYWFRYERAPMCSSFRPFCGSPYLRCNMARGVCVSVERMLAPDEGAPGAVGAMAFSP
C.mul. 2sc10932/0RF42  YRSYWTRYWFRYERAPMCSSFRPFCGSPYLRCNMARGVCVSVERMLAPDEGAPGAVGAMAFSP

T .-
.

C. mul. (B_ZajF2+zajR2) AATASSPRAARARAOAAMIDVGPLFVAPPSEPRTOMGOASLAAGMTPGMAGRMKRAIPE - - - -
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Slika 4.12. (A) Usporedni prikaz nukleotidne i proteinske sekvence fragmenta tirozinaze svojte
C. mulaomerovici dobivenog koristenjem pocetnica TYRB Drei ZajF2 i TYRB Drei ZajR2;
(B) Poravnanje proteinske sekvence sa sekvencom C. mul. 2 (C. mulaomerovici). Oznaéeni su
konzervirani aminokiselinski ostaci Cu(B) mjesta.

8) Congeria kusceri — TYRB_Drei_ZajF2 + TYRB_Drei_ZajR2 (Sl. 4.13))
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Slika 4.13. (A) Usporedni prikaz nukleotidne i proteinske sekvence fragmenta tirozinaze svojte
C. kusceri dobivenog koristenjem pocetnica TYRB Drei ZajF2 i TYRB Drei ZajR2; (B)
Poravnanje proteinske sekvence sa sekvencom C. mul. 2 (C. mulaomerovici). Oznaceni su
konzervirani aminokiselinski ostaci Cu(B) mjesta.

Budu¢i da su PCR reakcijama koriStenjem pocetnica TYA Drei F3 i Overhang dobiveni
fragmenti za vise svojti §koljkasa, odnosno za sve izuzev svojte Mytilopsis sp., a fragmenti su
naposljetku uspjesno sekvencirani, moguce je usporediti Cetiri dobivena fragmenta (F3 +
Overhang; C. jalzici, C. kusceri, C. mulaomerovici, D. polymorpha) s njima pretpostavljeno
najsrodnijim sekvencama iz skupine TYRA: C. mul 1 te Dre 4 i 5. Cetiri sekvence dobivene
sekvenciranjem i tri sekvence dobivene pretragom transkriptoma koristenjem alata PIA
poravnate su koriStenjem alata T-Coffee i otvorene u programu GeneDoc. Na Sl. 4.14,
prikazan je dio poravnanja na kojemu je prisutno svih sedam sekvenci. Obrazac koji €ine
podrucje delecije, podrucje slabe podudarnosti i podrucje insercije sa stop kodonima
primije¢en u svojte C. jalzici poravnanjem sekvence TYRA _F3 + O sa sekvencom C. mul. 1
(SI. 4.11B) vidi se i na poravnanju na Sl. 4.14. Iznad aminokiselinskog slijeda na slici su
crvenim kvadrati¢cima u sekvenci C. jalzici oznacena mjesta u kojima ostalih Sest sekvenci
imaju konzerviranu aminokiselinu, a ona C. jalzici jedina se razlikuje. Plavim kvadrati¢em

......

sekvenca — Dre 5.
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Sekvence C. jalzici i Dre 5 najvise se razlikuju od ostalih sekvenci. Ljubicastim
kvadrati¢cima oznaCena su mjesta na kojima sve sekvence osim Dre 5 imaju konzerviranu
aminokiselinu, a takvih mjesta je manje nego onih oznacenih crvenim kvadrati¢em (mjesta na
kojima se razlikuje samo sekvenca C. jalzici). Sekvenca Dre 5 pokazuje obrazac insercije koji
je na slici oznacen zelenim pravokutnicima.

Na Sl. 4.15. prikazano je poravnanje proteinskih sekvenci tirozinaze skupine TYRB. Sve
sekvence osim C. mul 1, 2 i 3 te Dre 1 obuhvacaju cijeli otvoreni okvir ¢itanja (ORF), dok
navedenim sekvencama nedostaje 5' pocetak. (vidi PriloglH-J). Sekvence tirozinaze C. jalzici
iz skupine TYRB oznacene kao C. jal. 51 6 (zapravo identi¢na sekvenca) pokazuju deleciju u
odnosnu na sve ostale sekvence skupine TYRB $to je na slici ozna¢eno zutim pravokutnicima.

Na poravnanju su oznacena mjesta konzerviranih histidinskih ostataka Cu(A) i Cu(B) mjesta.

460 w 480 *
Cjalz-A-F3 : WYNYTDTPTCANNCGNSPDLECNIDIN : 27
Ckusc-A-F3 : ~ -
Crmul-A-F3+ : RNSPDLYCDTIDIN : 13
Dre-A-F3+0 : : -
Cmull : LRNRQGIADFWILCNWYNYTDTPTCANNCGDSPDLYCDTDIN : 282
Dre4 : LTNREGIADYWIANWENYTDTPTICP-SCGNSPDLYCDTDIN : 469
DxeS5 : LRNRDGIADYWINNWENYTDSPTCANNCGNSPDLYCDSAIN : 485

(Slika. 4.14. Nastavak na sljedecoj stranici.)
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[ ] 500 EEEm - 520
Cijalz-A-F3 : LCVSNSREDLRSAF|--—==—===————m e e e e : 4
Ckusc-A-F3 : - — e e e e —————— : 2
Cmul-A-F3+ : RCVSASNESEGEAR---——-——-————-————————— 8 27
Dre-A-F3+0 : : -
Cmull : RCASDSRFDEGENS|--—=======—— e e e e e e e e : 296
Dre4 : RCVSASNESFGEAT|--——-—-———————— e : 483
Dre5 : RCVSNSREDEGNFVISTIPIPLTTATTITIVITITATTITIIETT|: 526
540

Cjalz-A-F3 44
Ckusc-A-F3 21
Crul-A-F3+ : 46
Dre-A-F3+0 : C -
Cmull . s 815
Dre4 : 502
Dre5S s Sui
Cjalz-A-F3 : [-==-—- 73
Ckusc-A-F3 : [-----GRMA--DS 46
Cmul-A-F3+ : [-———- RATARPVS 75
Dre-A-F3+0 : VS s 23
Cmull : ———— GRMA--AS : 340
Dre4 : f———— RATARPVS 2 58y
DreS : SATPSPITTISTG : 606
Cjalz-A-F3 113
Ckusc-A-F3 KD P Y 87
Crul-A-F3+ : DPﬁ‘ﬁ 116
Dre-A-F3+0 : : 64
Cmull - : 381
Dre4 2 S92
Dre5S : 647
Cialz-A-F3 "LIN'VXG?R&PPl*? $3154
Ckusc-A-F3 A VES$IL KKEER YPPENE : 128
Cmul-A-F3+ : LKKEGERYPPESE o' 557
Dre-A-F3+0 : LKKEGERYPPESE s 105
Crrull - KKEERYPPERIE : 422
Dre4 ~K1G~«1PP$ s 6139
DreS (=S : 688
Cjalz-A-F3 : 194
Ckusc-A-F3 2143
Crrul-A-F3+ : s Y72
Dre-A-F3+0 : ol 4 & |
Cmull : 449
Dre4 : 640
DreS5S- = 72%
Cjalz-A-F3 : |TVLCNSLSS YIGDIIIILC R!ACT?K : 230

Ckusc-A-F3 : |=-———= —-— : 144

Cmul-A-F3+ : -

Dre-A-F3+0 : - R TRHIKVICAVY—-——-| 154

Cmull - —-— - 450

Dre4 - 641

DrxeS ———— -
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Slika 4.14. Dio poravnanja Cetiriju sekvenci dobivenih nakon sekvenciranja PCR produkata
umnozenih koristenjem pocetnica TYRA Drei F3 1 Overhang (gornje Cetiri) te triju njima
pretpostavljeno najsrodnijih sekvenci iz skupine TYRA (C. mul. 1, Dre 4 i 5). Legenda ukazuje
na osobitosti sekvenci C. jal.-A-F3+O (dobivena sekvenciranjem) i Dre 5 koje se najvise
razlikuju od ostalih sekvenci. Sekvenca C. jalzici pokazuje delecije na mjestima na kojima sve
ostale sekvence imaju aminokiselinske ostatke. Prvi stop kodon u sekvenci C. jalzici dobivenoj
sekvenciranjem nalazi se prije mjesta stop kodona u drugim sekvencama. Poravnanje dobiveno
koriStenjem alata T-Coffee analizirano je u programu GeneDoc.
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Slika 4.15. Poravnanje proteinskih sekvenci skupine TYRB. Sekvence dobivene koriStenjem
alata PIA i nazvane C. jal 5 i C. jal 6 zapravo su identi¢ne: ta sekvenca pokazuje delecije
(oznaceno Zutim pravokutnicima) u odnosu na sve ostale sekvence skupine TYRB. Poravnanje
je dobiveno koristenjem alata T-Coffee te je analizirano u programu GeneDoc.

4.4. Rezultati spektrofotometrijske analize aktivnosti fenoloksidaza

Spektrofotometrijskom analizom aktivnost fenoloksidaza mjerena je pracenjem promjene
opticke gustoce (AOD) pri 490 nm u ovisnosti 0 vremenu. Za sve pokuse iste serije u kojima
se reakcije medusobno usporeduju pripremljeni su lizati Skoljkasa iste koncentracije.

Dva neovisna mjerenja pokazuju kako je aktivnost fenoloksidaza vec¢a u svojte Dreissena
polymorpha nego u C. jalzici (SI. 4.16. i 4.17. Usporedba aktivnosti fenoloksidaza izmedu
svojti C. kusceri i D. polymorpha u dva neovisna pokusa pokazuje vrlo malu razliku u
promjeni opti¢ke gustoce u korist vece aktivnosti svojte D. polymorpha (Sl. 4.18.), odnosno
potpuno jednaku aktivnost izmedu tih dviju svojti (S1. 4.19.).

Da se ovako postavljenim pokusom zaista mjeri aktivnost fenoloksidaza, pokazuje utjecaj
inhibitora (feniltiouree, PTU) koji smanjuje aktivnost enzima (SI. 4.17. i 4.18.). Reakcije
autooksidacije, s kivetama u koje nije dodan lizat Skoljkasa, pokazuju da zabiljezena
promjena opticke gustoce nije rezultat autooksidacije supstrata, ve¢ specificne enzimatske
reakcije (SI. 4.16. — 4.21.).

Dok jedno mjerenje pokazuje malenu razliku u promjeni opticke gusto¢e izmedu
kontrolnih i UV-svjetlom zracenih zivotinja (D. polymorpha, Sl. 4.17.), drugo mjerenje
pokazuje jednaku aktivnost fenoloksidaza izmedu zracenih i nezracenih Zivotinja (C. kusceri,
SI. 4.19.) ili vrlo malu razliku u aktivnosti (D. polymorpha, Sl. 4.19.).

Pokus u kojemu je mjerena aktivnost fenoloksidaza u razli¢itim tkivima svojte D.
polymorpha pokazuje da u uzorkovanim misi¢ima aduktorima nema aktivnosti fenoloksidaza,
dok je aktivnost prisutna u ostalim tkivima (plast, njegov posebno pigmentirani dio — sifon,
Skrge) (SI. 4.20.), s najve¢om aktivnosti u tkivu sifona (tulajice).

Skoljkasi D. polymorpha s ozlijedenim i neozlijedenim $krgama ne pokazuju razliku u

aktivnosti fenoloksidaze (SI. 4.21.).
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Slika 4.16. Usporedba aktivnosti fenoloksidaza u svojti C. jalzici i D. polymorpha (prvi pokus).
Za analizu je koristen lizat ukupnog tkiva skoljkasa.
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Slika 4.17. Usporedba aktivnosti fenoloksidaza u svojti C. jalzici i D. polymorpha (drugi
pokus); usporedba aktivnosti fenoloksidaza bez i s prisustvom inhibitora (feniltiourea, PTU);
usporedba aktivnosti fenoloksidaza zracenih i nezracenih Skoljkasa (D.polymorpha). Za analizu
je koriSten lizat ukupnog tkiva Skoljkasa.
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Slika 4.18. Usporedba aktivnosti fenoloksidaza u svojti C. kusceri i D. polymorpha (prvi
pokus); usporedba aktivnosti fenoloksidaza bez i s prisustvom inhibitora (feniltiourea, PTU). Za

analizu je koriSten lizat ukupnog tkiva Skoljkasa.
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Slika 4.19. Usporedba aktivnosti fenoloksidaza u nezra¢enih i zra¢enih jedinki svojti C. kusceri
i D. polymorpha (drugi pokus). Za analizu je koriSten lizat ukupnog tkiva Skoljkasa.
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Slika 4.20. Usporedba aktivnosti fenoloksidaza u razli¢itim tkivima izoliranim iz jedinki svojte
D. polymorpha.
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Slika 4.21. Usporedba aktivnosti fenoloksidaza izmedu jedinki ozlijedenih i neozlijedenih Skrga
svojte D. polymorpha. Za analizu je koristen lizat ukupnog tkiva skoljkasa.

5. RASPRAVA

U ovom radu prvi su put dobivene sekvence homologa tirozinaze Skoljkasa porodice
Dreissenidae za sve svojte ukljuCene u istrazivanje (Congeria jalzici, C. kusceri, C.
mulaomerovici, Dreissena polymorpha, Mytilopsis sp.). DosadaSnja istrazivanja tirozinaze
Skoljkasa bila su usmjerena na vrste komercijalno vazne u stvaranju bisera. Sekvence su
dobivene pretragom transkriptoma koristenjem alata PIA te sekvenciranjem PCR produkata —
fragmenata homologa tirozinaze. Neke sekvence otvorenih okvira c¢itanja (ORF-ova)
homologa tirozinaze dobivene pretragom transkriptoma nepotpune su, odnosno nedostaje im
pocetak i/ili kraj Sto je mogucéi artefakt dobiven slaganjem transkriptoma. Sekvence dobivene
sekvenciranjem PCR produkata nakon TA kloniranja, koji su umnozeni koriStenjem pocetnica
TYRA Drei F1 1 TYRA Drei R1, ni u jednoj svojti nisu potvrdene kao tirozinazne
pretragom koriStenjem algoritma BLAST niti poravnanjem dobivenih sekvenci s onima
dobivenim pretragom transkriptoma. Moguée je da je tijekom TA kloniranja doslo do
kontaminacije ligacijske smjese.

Filogenetickom analizom pokazano je da se sekvence tirozinaze SkoljkaSa porodice
Dreissenidae grupiraju u dvije paralogne skupine koje su nazvane TYRA i TYRB. Ove
skupine dobro su podrzane mjerom pouzdanosti bootstrap, s vrijednostima 100 (ML, MP) za
TYRA i 95 (ML, jedna analiza), 92 (ML, druga analiza), odnosno 75 (MP) za TYRB. Ipak,
mnoge grane na dobivenim stablima nisu dobro podrzane, u skladu s rezultatom koji su dobili
AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN (2014) u filogeneti¢koj analizi tirozinaze mekusaca.
Sekvencama koriStenim u navedenoj publikaciji za potrebe filogenetiCke analize u ovom radu
dodano je 17 sekvenci tirozinaze porodice Dreissenidae dobivenih pretragom transkriptoma
pomocu alata PIA te 7 sekvenci tirozinaze $koljkasa funkcionalno opisanih iz literature. Slaba
podrzanost mnogih grana na filogenetickim stablima vjerojatno je posljedica konzerviranosti
aminokiselinskih ostataka bakar-vezujuc¢ih mjesta, Cu(A) i Cu(B) u aktivnom mjestu enzima
(AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN, 2014) koje je za filogeneticku analizu koristeno u ovom
radu. Obje skupine, TYRA i TYRB, sadrZze homologe tirozinaze za svih pet svojti Skoljkasa
Sto implicira da je zajedni¢ki predak skupine Dreissena + (Mytilopsis + Congeria), a
vjerojatno 1 zajednicki predak porodice Dreissenidae (uklju¢uju¢i novoopisanu svojtu

Rheodreissena u koje nije istrazena tirozinaza) posjedovao dva paraloga tirozinaze. Budu¢i da
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se na dobivenim filogeneti¢kim stablima svojta Hyriopsis cumingii (porodica Unionidae)
grupira i uz skupinu TYRB 1 uz skupine TYRA/TYRA’, duplikacija gena za tirozinazu koja je
rezultirala pojavom dviju paralognih skupina mogla je biti prisutna u zajednickog pretka
porodice Dreissenidae i svojte Hyriopsis (Unionidae). Budué¢i da ne postoji konsenzus o
filogenetickim odnosima Skoljkasa, o polozaju tog zajednickog pretka u filogeniji Skoljkasa
ne moze se pouzdano govoriti.Filogeneticki odnosi Skoljkasa dobiveni na temelju
molekularnih podataka (ComBosCcHN et al., 2017) te molekularnih i morfoloskih podataka
(BIELER et al., 2014) impliciraju da su svojte Crassostrea i Pinctada, ¢ije su sekvence
najbrojnije na filogeneti¢kim stablima dobivenim u ovome radu, vanjske skupine u odnosu na
veliku skupinu kojoj pripadaju porodice Dreissenidae i Unionidae.

Pripadnost sekvenci svojti C. kusceri i C. jalzici skupini TYRA, za koju je alat PIA
pronasao sekvence U transkriptomu samo za ostale svojte, potvrdena je nakon sekvenciranja
fragmenata tirozinaze dobivenih nakon PCR reakcija s koriStenjem pocetnica dizajniranih
prema osobitostima nukleotidnog slijeda tirozinaze u skupini TYRA. Pripadnost sekvenci
svojti C. kusceri i Mytilopsis sp. skupini TYRB potvrdena je poravnanjem odabranih
nukleotidnih sekvenci ovih svojti s onima dobivenim koriStenjem alata PIA Kkoje je
filogeneticka analiza pridruzila skupini TYRB. Navedene sekvence svojti C. kusceri (C. k. 1 i
2) i Mytilopsis sp. (Myt 1) nisu bile ukljucene u filogeneticku analizu jer, kao nepotpune, nisu
pokrivale odabrano podrucje od 213 aminokiselinskih mjesta. Za svojtu D. polymorpha
pretragom transkriptoma dobivene su i sekvence izvan skupine nazvane TYRA, a unutar
skupine nazvane TYRA’ §to svjedoci o dodatnoj diverzifikaciji tirozinaze u ovoj svojti. Na
svim filogeneti¢kim stablima kao jedina sekvenca izvan skupina TYRA, TYRB i skupine koju
¢ine Dre sekvence srodne skupini TYRA dobivena je jedna sekvenca tirozinaze svojte C.
jalzici (C. jal. 1). Ova sekvenca sadrzi potpuni otvoreni okvir ¢itanja (ORF): posjeduje start
kodon i stop kodon, a odgovarajuca proteinska sekvenca i N-terminalni signalni peptid. Ta
sekvenca jedina ima inserciju od pet aminokiselina pocevsi od 12. pozicije uzvodno od Hi
ostatka u Cu(A) mjestu u odnosu na konzervirano stanje porodice Dreissenidae na tom
mjestu. Opcenito se ova sekvenca razlikuje od drugih sekvenci dobivenih pretragom
transkriptoma. Ne moze se iskljuciti mogucénost da su srodne sekvence prisutne i u drugih
svojti porodice Dreissenidae, ali nisu pronadene u transkriptomu koriStenjem alata PIA.
Takoder, postoji mogucnost da je nakon izolacije vrste Congeria jalzici u podzemlju od
ostalih vrsta roda Congeria doslo do specificne diverzifikacije tirozinaze u ovoj SVojti.
Sekvenca C. jal. 1 na filogenetickim stablima grupira se sa sekvencom $koljkasa Hyriopsis

cumingii s visokom podrzanosti (ML stablo, boostrap: 93/96 (dvije analize); MP stablo,
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bootstrap: 95). Na dobivenim stablima sekvence vrste H. cumingii grupiraju se i sa skupinama
TYRA/TYRA’ i TYRB, kako je gore navedeno.

Procijenjeni broj paraloga tirozinaze u svojti porodice Dreissenidae (SI. 4.5.) pokazuje
kako svojta D. polymorpha sadrzi najviSe paraloga u odnosu na ostale svojte obuhvacene
ovim radom. Za svaku od tri skupine prikazane na kladogramu na Sl. 4.5. - TYRA, TYRB i
skupinu koja zajedno s TYRA ¢ini TYRA’, D. polymorpha sadrzi, prema rezultatima ovoga
rada, po dva paraloga tirozinaze. To implicira da je u svakoj od navedenih skupina doslo do
duplikacije ancestralnog homologa tirozinaze te svjedoci o znacajnoj diverzifikaciji tirozinaze
u ovoj vrsti Skoljkasa. Pretragom transkriptoma pronadena su dva paraloga tirozinaze svojte
Mytilopsis sp. od kojih jedan pripada skupini TYRA, a drugi skupini TYRB. Broj od dva
paraloga za ovu svojtu minimalan je: PCR reakcijama nije uspjelo umnozavanje fragmenata
tirozinaze za ovu svojtu, a dvije sekvence dobivene pretragom transkriptoma nepoptune su.
Postoji, dakle, moguénost da je raznolikost paraloga tirozinaze u ovoj svojti veca od dva
ustanovljena homologa. Postoji moguénost da je broj paraloga tirozinaze koji se eksprimiraju
veéi u nadzemnih svojti (D. poymorpha i Mytilopsis sp.) nego u stigobiontskih $koljkasa roda
Congeria $to bi impliciralo vaznost tirozinaze u pigmentaciji nadzemnih $koljkasa porodice
Dreissenidae.

Za potrebe filogeneticke analize koriStene su sekvence tirozinaze porodice Dreissenidae
dobivene pretrazivanjem transkriptoma koje pokrivaju aktivno mjesto enzima. Od osam
sekvenci dobivenih sekvenciranjem PCR produkata u ovom radu, Cetiri pokrivaju aktivno
mjesto enzima. To su F2 + R2 fragmenti za: C. kusceri (TYRA) (poravnato sa: C. mul. 1);
Dreissena (TYRA) (poravnato sa: Dre 4), C. mulaomerovici (TYRB) (poravnato sa: C. mul.
2) i C. kusceri (TYRB) (poravnato sa: C. mul. 2). U svim slucajevima poklapanje sa
sekvencama izabranim za poravnanje je potpuno ili s jednom — dvije razli¢ite aminokiseline
tako da te Cetiri sekvence dobivene sekvenciranjem ne bi bile informativne u filogenetickoj
analizi, odnosno u filogeneticku analizu bile bi ukljucene identi¢ne sekvence.

Filogenetickom analizom potvrdeno je postojanje dviju velikih skupina tirozinaze U
mekusaca koje AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN (2014) nazivaju TYRA i TYRB, a koje su
za potrebe jasnoce ovdje preimenovane u TYR1 1 TYR2. Obrazac dobiven na jednom od dva
ML stabla te na MP stablu pokazuje da je skupina TYR2 ugnijeZdena u parafiletsku skupinu
TYRL1. Prema tome, skupina TYR1 je ancestralna i unutar nje je evoluirala skupina TYR2 (0
ancestralnosti i evolucijskoj realnosti parafiletskih skupina vidi, npr., HORANDL i STUESSY,
2010; za primjere evolucijski realnih ancestralnih parafiletskih skupina u Zivotinja vidi osvrt

u: RADECIC, 2017). Ancestralnost skupine TYR1 u odnosu na TYR2 u skladu je s prisutnoséu
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tirozinaza TYR1 u zajedni¢kog pretka Skoljkasa, puzeva i glavonozaca i pojavi tirozinaza
TYR2 u zajednickog pretka Skoljkasa (AGUILERA, MCDOUGALL i DEGNAN, 2014). Svi
homolozi tirozinaze porodice Dreissenidae dobiveni ovim istrazivanjem na filogenetickim se
stablima grupiraju u skupinu TYR1. To implicira da su tirozinaze TYR2 sekundarno
izgubljene tijekom diverzifikacije Skoljkasa koja je dovela do pojave porodice Dreissenidae.

Analizom proteinskih sekvenci tirozinaze dobivenih u ovome radu pokazana je u svim
sekvencama ocuvanost konzerviranih aminokiselinskih ostataka Cu(A) i Cu(B) podrucja
aktivnog mjesta enzima, ukljuujuéi prisutnost karakteristicnog ostatka glicina u Cu(B)
mjestu (izuzev u sekvencama Dre 1 i Dre 2) koji je oznaka a-podrazreda bakrovih proteina
tipa tri kojima tirozinaze mekuSaca pripadaju. Proteini a-podrazreda odlikuju se i signalnim
peptidom koji je u ovom radu pronaden u veéini sekvenci dobivenih koriStenjem alata PIA
koje imaju cjeloviti 5' kraj ORF-a. O¢uvanost konzerviranih aminokiselinskih mjesta aktivnog
mjesta enzima u svih svojti u skladu je u s podacima iz literature koji pokazuju da je
tirozinaza ukljucena u izgradnju i pigmentaciju ljusture skoljkasa. Izgradnja ljusture nuzan je
proces za Skoljkase, stigobiontske (Congeria) i nadzemne.

Svojta C. jalzici pokazuje nekoliko osobitosti sekvenci tirozinaze u odnosu na ostale
svojte. Za ovu je svojtu jedinu nadena sekvenca tirozinaze koja nije u sastavu skupina TYRA’
(TYRA + skupina Dre sekvenci) i TYRB. Osobitost te sekvence objasnjena je ranije. U
skupini tirozinaza TYRA, na temelju poravnanja sekvenci dobivenih pretrazivanjem
transkriptoma koristenjem alata PIA te sekvenci dobivenih sekvenciranjem PCR produkata
umnoZenih uz Kkoristenje pocetnica TYRA_Drei_F3 + Overhang na F3 + O fragmentu
tirozinaze, utvrdene su osobitosti sekvence C. jalzici dobivene sekvenciranjem. Sekvenca
svojte Mytilopsis (Myt 2) nije potpuna i ne pokriva cijelo odabrano mjesto za poravnanje
prikazano na Sl. 4.14. Poravnanje proteinskih sekvenci pokazuje da su najsli¢nije sekvence C.
kusceri (dobiveno sekvenciranjem), C. mulaomerovici (dobiveno koriStenjem alata PIA i
sekvenciranjem) i Dreissena (dobiveno koriStenjem alata PIA i sekvenciranjem). Rije¢ je o
pet unutarnjih sekvenci na poravnanju na Sl. 4.14. Ova konzerviranost u filogenetickom
kontekstu (vidi kladogram na Sl. 1.4.) ukazuje na vjerojatno ancestralno stanje u zajednickom
pretku skupine Dreissena + (Mytilopsis + Congeria). Taj se predak, prema analizama
molekulskog sata, pojavio prije barem 30 milijuna godina (GEDA et al., 2018). Jedina svojta
za koju u skupini TYRA nije dobivena nijedna sekvenca koja odgovara tom pretpostavljeno
ancestralnom stanju je ona svojte C. jalzici koja pokazuje obrazac delecije koji ne nalazimo u
ostalim sekvencama. PCR produkt upotrebljen za odredivanje primarne strukture te sekvence

duljine je oko 800 pb i najve¢i je od nekoliko fragmenata dobivenih PCR reakcijom (SI.
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3.11A). PCR produkti upotrebljeni za odredivanje primarne strukture sekvenci C. kusceri i
Dreissena takoder su duljine oko 800 pb, dok je onaj C. mulaomerovici duljine oko 500 pb.
Ako su fragmenti razli¢ite duljine PCR produkata — umnoZzene cDNA (TYRA: F3 + O) za C.
jalzici posljedica alternativnog prekrajanja (engl. alternative splicing), tada su ostale varijante
krac¢e (najmanje su krac¢e od 300 pb) (SI. 3.11A). Ako najdulja varijanta sadrzi delecije, tada
delecije, u usporedbi s konzerviranim stanjem, sadrze i krade varijante. Na viSe
aminokiselinskih mjesta sekvenca C. jalzici jedina ima razli¢itu aminokiselinu. Medu
potpunim sekvencama, jedina je koja ima stop kodon prije ostalih (Sl. 4.14.). Takoder, nakon
stop kodona, cDNA pokazuje inserciju prozetu stop kodonima.

Jedna od sekvenci svojte Dreissena iz skupine TYRA dobivenih pretragom transkriptoma
(Dre 5) takoder se razlikuje od pretpostavljeno ancestralnog stanja. Osim nekoliko
jedinstvenih promjena aminokiselina u odnosu na sve ostale sekvence i viSe mjesta na kojima
ova sekvenca i ona C. jalzici imaju istu aminokiselinu nasuprot pretpostavljeno ancestralnom
stanju koje pokazuju druge svojte, sekvenca Dre 5 pokazuje i specifi¢ne insercije (Sl. 4.14.).
One mogu biti posljedica alternativnog prekrajanja i upucivati na specificnu funkciju ovog
homologa tirozinaze u svojte Dreissena (vidi, npr., RODET et al. (2008) za pretpostavljene
razlike u funkciji dvaju tipova homologa receptora za gonadotropin-oslobadajuc¢i hormon koji
nastaju alternativnim prekrajanjem u $koljkasa Crassostrea gigas; RUPPERT et al. (1988)
nalaze razi¢ite mRNA tirozinaze u miSa koje su posljedica alternativnog prekrajanja pre-
mMRNA). Ipak, za razliku od C. jalzici za koju ovim istrazivanjem nije potvrdeno postojanje
homologa tirozinaze nalik konzerviranom stanju u skupini TYRA, Dreissena ima takav
homolog (sekvenca Dre 4). Osobitost sekvence Dre 5 trebalo bi potvrditi sekvenciranjem;
ovako nije iskljuceno da je rije¢ o artefaktu nastalom slaganjem transkriptoma.

U skupini TYRB jedna sekvenca C. jalzici (C. jal. 5 = C. jal. 6) razlikuje se od ostalih
obrascem delecije (SI. 4.15.), premda u toj skupini sadrzi i homolog bez delecije. Kako je
gore navedeno, moguce je da je rijec o artefaktu.

Premda ne znamo specifi¢nu funkciju paraloga tirozinaze iz skupina TYRA i TYRB kao ni
funkciju paraloga tirozinaze predstavljenog sekvencom C. jal. 1, osobitosti sekvenci C. jalzici
u korelaciji su s rezultatom spektrofotometrijske analize koja pokazuje znacajno vecu
aktivnost fenoloksidaza, kojima pripada tirozinaza, u svojte Dreissena u odnosu na C. jalzici.
S druge strane, C. kusceri koja u ovom radu dobivenim sekvencama tirozinaze ne pokazuje
znacajne razlike u odnosu na pretpostavljeno ancestralno stanje, ne pokazuje znacajnu razliku
u aktivnosti fenoloksidaza u odnosu na svojtu Dreissena. Ovi rezultati ukazuju na mogucnost

da su mutacijske promjene u tirozinazi odgovorne za gubitak pigmentacije u tkivima
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stigobiontskog $koljkasa C. jalzici. Ova moguénost vazan je doprinos razumijevanju
molekularne pozadine troglomorfnih obiljezja. lako je depigmentacija tkiva obiljezje
zajednicko mnogim podzemnim Zivotinjama, molekularni mehanizmi koji je uzrokuju slabo
su poznati. To¢an molekularni uzrok gubitka pigmentacije poznat je iz literature samo u
modelnom organizmu — meksickoj tetri (Astyanax mexicanus), u ¢ijim je albino populacijama
gubitak pigmenta posljedica mutacije u genu ocaz2.

Usporedba aktivnosti fenoloksidaza izmedu svojti Dreissena i C. jalzici, odnosno C.
kusceri nije specifi¢na usporedba aktivnosti tirozinaze budu¢i da oksidaciju molekule L-
DOPA, koja je koriStena kao supstrat u spektrofotometrijskoj analizi, mogu katalizirati i
hidroksilaze i lakaze. Budu¢i da ozljedivanje Skrgi u svojti Dreissena nije dovelo do
povecanja aktivnosti fenoloksidaza, a lakaze su inducibilni enzimi vazni u imunoloskom
odgovoru $koljkasa (LUNA-ACOSTA et al., 2017), moguce je da je spektrofotometrijskom
analizom mjerena poglavito aktivnost tirozinaza ili aktivnost fenoloksidaza vazna za
pigmentaciju.

Ako je gubitak pigmentacije u svojte C. jalzici posljedica promjena u tirozinazi na razini
primarne strukture proteina, a u C. kusceri i C. mulaomerovici nije, u ove dvije svojte moglo
je do¢i do gubitka pigmentacije na druge nacine. U meksickoj tetri (Astyanax mexicanus) tri
od 27 $piljskih populacija jesu albino, a u svih je doSlo do promjene u prvom koraku
biosinteze melanina. No, mutacija se nije dogodila u enzimu koji katalizira taj proces
(tirozinazi), nego, kako je ve¢ navedeno, U genu oca2 koji je mozda vazan za omogucavanje
pristupa supstrata (L-tirozin) enzimu (BILANDZIA et al., 2013b). U $piljskih crv¢aka takoder je
doslo do promjene u prvom koraku biosinteze melanina, no enzim koji Kkatalizira taj korak,
hidroksilaza, prisutan je (BILANDZIIA, CETKOVIC i JEFFEREY, 2012). Postoji moguénost da je u
C. kusceri i C. mulaomerovici gubitak pigmentacije posljedica molekularne promjene u nekom
predkoraku koji onemogucuje tirozinazi pristup supstratu.

Rezultati spektrofotometrijske analize ne pokazuju konzistentnu razliku u aktivnosti
fenoloksidaza izmedu UV-svjetlom zracenih 1 nezraCenih Skoljkasa. Moguce je da ovako
dizajniranim pokusom te razlike nije moguce detektirati. U literaturi dosad nisam pronaSao
podatak o dizajnu pokusa za mjerenje razlike u aktivnosti fenoloksidaza ili tirozinaze izmedu
zraCenih i nezracenih Skoljkasa.

Spektrofotometrijskom analizom aktivnosti fenoloksidaza razli¢itih tkiva svojte Dreissena
dobivena je najveca aktivnost u vidno pigmentiranom tkivu — podrucju sifona (tulajica) Sto je u
skladu s pretpostavljeno vaznom ulogom fenoloksidaza u biosintezi melanina. Tkivo misica

zatvaraCa pokazalo je odsutnost aktivnosti ovih enzima. Visoka aktivnost fenoloksidaza
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dobivena je i u Skrgama. U Skrgama je vazna aktivnost ovih enzima buduci da se enzimatskim
reakcijama koje kataliziraju trosi dopamin koji je potencijalni inhibitor djelovanja trepetljikavih
vlakana u Skrgama (LUNA-ACOSTA et al., 2017).

Provodenje PCR reakcija i sekvenciranje dobivenih PCR produkata pokazalo se korisnim za
potvrdivanje sekvenci tirozinaze Skoljkasa porodice Dreissenidae dobivenih ranije
sekvenciranjem transkriptoma te za dobivanje fragmenata tirozinaze skupine TYRA Kkoji nisu
dobiveni koriStenjem alata PIA (za svojte C. kusceri i C. jalzici). Manje nepodudarnosti (SI.
4.7B, 4.10B, 4.12B) vjerojatno su posljedica lose sekvenciranih krajeva. Dobivanje sekvence za
fragment tirozinaze TYRA F3+O pokazalo se vaznim za detektiranje moguce molekularne
pozadine gubitka pigmentacije u C. jalzici $to je vazan doprinos razumijevanju molekularne
pozadine gubitka pigmentacije koja je tocno poznata samo u modelnom organizmu — mekickoj
tetri. Ipak, za neke PCR reakcije nisu dobiveni produkti. Jedan od moguéih razloga, osim
nepovoljeno postavljenih uvjeta PCR reakcije jest i koristenje degenerativnih pocetnica koje
nisu dovoljno specifiéne. Svojta Mytilopsis sp. jedina je za koju nisam sekvenciranjem uspio
dobiti tirozinaznu sekvencu i za koju u najve¢em broju PCR reakcija nije dobiven PCR produkt.
Moguce je da uzorci ove svojte, skupljeni u SAD-u, nisu bili adekvatno zbrinuti pri transportu
zbog Cega je moglo do¢i do degradacije RNA, a zbog toga i slabo upotrebljive cDNA
sintetizirane prema tome kalupu. U prilog tome govori podatak da elektroforezom RNA u
agaroznom gelu jedino za ovu svojtu nije dobivena pruga za 18S rRNA. Ni za jednu od
koriStenih svojti porodice Dreissenidae na gelu se nije vidjela pruga za 28S rRNA. Moguce je
da je ona u SkoljkaSa ove porodice dovoljno osjetljiva da se u danim uvjetima elektroforeze kao
veca od dviju rRNA molekula raspala.

Istrazivanjima koja bi valjalo nadovezati na rezultate dobivene u ovom radu trebalo bi
provjeriti aktivnost fenoloksidaza u svojte C. mulaomerovici te ponovnim dizajniranjem
pocetnica i/ili izmijenjenim uvjetima PCR reakcija pokusati dobiti cjelovitu sekvencu svih
homologa tirozinaze $koljkasa porodice Dreissenidae. Takoder, trebalo bi pokusati usporediti
specifi¢nu enzimatsku aktivnost tirozinaza izmedu svojti ove porodice (u ovome radu mjerena
je enzimatska aktivnost fenoloksidaza kojima pripadaju i kateholaze i lakaze). Novi kontekst
sastava porodice Dreissenidae, koja obuhvaca i svojtu Rheodreissena (GEDA et al., 2018),

ukazuje na potrebu karakterizacije tirozinaze i u ovog juznoamerickog Skoljkasa.
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6. ZAKLJUCAK

1.

U svim svojtama Skoljkasa porodice Dreissenide uklju¢enim u pokus (tri vrste
stigobiontskog roda Congeria, nadzemne svojte Dreissena polymorpha i Mytilopsis sp.)
tirozinaza se eksprimira. Ovim radom prvi su put identificirane sekvence tirozinaze

Skoljkasa porodice Dreissenidae.

. Tirozinaze SkoljkaSa porodice Dreissenidae grupirane su uglavnom u dvije paralogne

skupine, TYRA i TYRB, dobro podrzane mjerom pouzdanosti (bootstrap) u filogeneti¢koj
analizi. Ove tirozinaze pripadaju starijoj od dvije velike skupine tirozinaza mekusaca
(TYRI), koja je bila prisutna u zajedni¢kom pretku Skoljkasa, puzeva i glavonozaca. To
implicira da su tirozinaze TYR2 tijekom evolucijske diverzifikacije Skoljkasa koja je

dovela do pojave porodice Dreissenidae sekundarno izgubljene.

. Osobitosti proteinskih sekvenci tirozinaze stigobiontskog Skoljkasa Congeria jalzici u

odnosu na pretpostavljeno ancestralno stanje i vrlo mala aktivnost fenoloksidaza u ove
svojte (u usporedbi s aktivnosti nadzemne svojte D. polymorpha) upu¢uju na mogucnost da
je gubitak pigmenta u ove vrste posljedica promjena u tirozinaznim proteinima. Ta je
moguénost vazan doprinos razumijevanju molekularne pozadine depigmentacije
podzemnih zivotinja izvan modelnog orgnizma — meksicke tetre. Neki drugi uzork mogao
je dovesti do gubitka pigmentacije u stigobiontskih S$koljkasa C. kusceri i C.

mulaomerovici.

. Spektrofotometrijskom analizom funkcionalno je dokazana aktivnost fenoloksidaza —

kojima tirozinaze pripadaju — u porodici Dreissenidae (C. kusceri, D. polymorpha).
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8. PRILOZI

Prilog 1. Usporedni prikaz nukleotidnih i proteinskih sekvenci tirozinaze u pet svojti
Skoljkasa porodice Dreissenidae. Sekvence su dobivene pretragom transkriptoma koristenjem
alata P1A (filogeneticki obavijestena anotacija). Oznake na usporednom prikazu objasnjene Su
legendom na kraju priloga.

Sifre svojti dane su prema Tablici 4.1. Za sekvencu C. mul. 3 dan je samo zavr$ni dio usporednog prikaza
koji se razlikuje od onoga sekvence C. mul. 2 jer je nekoliko aminokiselinskih mjesta dulji, a u zavr§nom
dijelu zajednic¢ke duljine sadrzi dva razli¢ita nukleotida u odnosu na C. mul. 2. Sekvence C. k. 1i C. k. 2
gotovo su identi¢ne, a C. jal 5 i C. jal 6 identi¢ne su. Za konzervirana aminokiselinska mjesta vidi i Sl1. 4.1.
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M T R EI T F P TATLMNOGOQT FWMNTILETIF
ggtggtccacatatctgggttggaggacatttggetggtettaatacagecgecacacgat
G 6 PB I WV G H L AGLNTAMW AUHTD
cctgtatttttccteoccaccacgeoatttattgactatatttgggaaatgtteccgeateeat
P VvV F F L H A F I Y I W EMVF R I H
caattctttgactgtggagttaatceccageactgactatceggaagecaatgggacaacat
¢ F FpCGWVNUZPSTODY PEBSMAMSGOQ H
gcagccatgaggccaatggacggtttaccgggatacatcaacattgatggttatcgaage
A A MRPMTPDGILUPOGYINTIDGYR S
tactggacgcggtactggtttagatatgaacgegegectatgbgttecttegtttagaceg
Y W T RY WFRYEURA APMTCS S FURP
ttttgcggttcaccatatttaagatgcaacatggcccgcggagtgtgcgtgtcagtggaa
F CGS P Y LRCNMABMARGUVC s 1]
cqtatgctggcccccgatgaaggagcaccaggggtggttgqctttatggctttcgcccct
R M LAUPDESGH aAZPGUVYV G FMATFHBA P
geggetacagectcatececgegegeageaagagecaagagetcaagetgecaatggtegac
A AR TA S 8 PRAARMBMALMEBDAGQAGAMUVYTD
gtcggtectgtatttatggeotectocegtctgaaccaaggacacagatgggacaggecaage
vV 6 PV FMAPUPSEPRTOQMGOQA S
atggcggcaggcatgatgcctggcatggctttacgtatqaagagggctataccqgagcaa
G MM PGMATLM RMEKZERATILIUPE Q
tcaatggcgtccactaccatagcttatggaaaatcggcacggcaaaatataacacaatca
S M A S TTTI A Y G K S A RQMNTITOGQS
cttgaaataggaccactgtttcttgecaccagaatcecgataggcaaacatcagatgettta
L EI GPULVFLAPESDRGQTSUDATL
ggtaggaatattgccagtggtatatttgcagggcaaaatgttggtagggatacgecagat
G R NI A SGIFAGQMNWVGERDTPD
gtttactcagggecatgcatttcecggtogeocacaaccgatgocattgttgectgtaccggtyg
vV Y 8 G H AF P V A Q PMUPILL PV PV
tgggacacacttgattcatatatgcaatatcctagttcttacactacaaatgecatcgaca
W D TLD S Y M QY P S S Y TTNAST
tceganctittoccaaacteccgattatgaaatgteteccageggatgecgtatetgeteat
S X L s Q TPI MEKCTLUPA ADA AUV S A H
attaaagtttccgcacaaggcctcaattatctgggtgaatacaccgactacgccatagta
I KV 8 A QGL NY L GE Y TODVYATIUWV
gacacgagcaaatcgctgccateccgegecacgecattgtegecattegtgetecggagata
DT S K S L P S A HATIVATIRGAPETI
ggaccttccattgeocatggtaactgeccagtcacggatgeggactgatgtgecaaaccgatg
G P 35 I A MV T AS HGCGILMZCEKUPM
tgctacaccaccgagaccgggacaccacagtacaaacagtgetcaggaataatgtggate
cC Y T T T™Z ETGTUP QY KQCS G I MW I
acaccaaaagaagcegaccgoctacgtecgaacttacgaagaggecgeagaaageaktgga
T P K EATAY VRTVYEEW BABHSBAESTIG
agcgggaageagttcaaggtectgttccagtgtcacaaagacagecagtecccatggeaa
§ 6 K Q F KV L FQCUHEZEKUDZSGQSPWQ
agggcttaa
R A *
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tccacaaccatcatﬁatatttctacaacacttaitiitittictatiticatciiciaca

acatttgctgcgccggtcgataatgacttgccaccggaactcgccgactqtgtacagaga
T F A V DNDLUPUPETULA ADTCV QR
ctaacacccatagcaactaqcacacgtccagttttttcgqtatctqcattcgacctcaaa
L TPIATS ST RUPVF SV SAT FDTILK
caacgggaaaatgctggtcaaccgactagcacagaaatagctattgagtacgctggcact
Q R N G Q P TSTETIWA ATIEYA AGT
gaaatgcctaccctggaqacaccagaagacgtgcacctgtattgtatccaqcagttcgtq
EMPTULETUZPEUDUVHLYC CTIOQQQTFUV
tggaaagcggacatggttcgttgggaggaatacaacatcacgagcaaagacatggacttce
W K ADMVYV RWETETYNTITSIKUDMDTF
gtcaacggecttettgecatccatgatgaaaacaaaagggagaaagcactegcgacagaag
V NG LLASMMIEKTI KGR RIEKUHSUR ROQK
cgtcagtcaggtagaccaggaggtctatttcegecgacaggtttecgecatecgacgggaa
R Q S GRPGGUL FPUPTGT FRTITRTR BRE
tatagacggatatccgacggagaaagaaatgectttcatggegeectgegtettttgaaa
Y R RI S PGE RNAMTFUHGALURILTILK
gcgaatggagagtatgacacqttcgccaacctqcatcaaggcattgtgaccacatcggct
A N E Y DTV FANL ! Q G I VvV T T S A
caccagqqccccaacttccttqqgtggcacagggtctacctqqctttgatgqaqqaaqca
Q G P N H L G W R VY LALMETENRBA
atacgaagaatagacaggagactttcaattccatactgggactcaactctcgacttecgat
I R RIDIRRLSTIUPYWODSTTULUDTFD
atggacaacccggtaaacacaatcttgttttctcceogegttecttgggaaatggagatgga
M D NPV NTTIULVFSUPATFULGNSGTUDG
gttgttaccactgggccgttcgctaactqggccacgcccgtaggtcctctgacaagaaat
T2 A N A P V G P L T RN
atcgchctgggaqtcagttgatgactaaagaggttatccgagcgatcatgacccggtgt
I GA G S QL MTKEUVI RAIMTR RTOCEC

ratgactcgcgagatcacctttccaactgecattaaatcagttcaaccttgaaattttcecac
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ggtggtccacatatctgggttg aggacatttggctggtcttaatacagecgcacacgat
G P B 1 G:RH LA G L N 2 A A R B
tgtatttttcctccaccacqcatttattgactatatttggqaaatgttccgcatccat
v r P I R A F 1 I ¥ T W E MiF R I .8
tttgactgtggagttaatcccagcactgactatccggaagcaatgggacaacat
FD 66 VN PSS DY PE AMNGQ: B
tgaggccaatggacggtttaccgggatacatcaacattgatggttatcgaage
MR P'HN BG L PG X I NI D 6 ¥R -8
ggtactggtttagatatgaacgegegectatgtgttettegtttagaceg
RY¥ R EFE R YERRANP N EC S 8P R P

o] atatttaagatgcaacatggcccgcggagtgtgcgtgtcaqtgqaa
Y LR CNMA AR Cc S
tgaaggaqcacctggggcgqttggcgctatgqctttctcccct
D E G P A A M A F S P
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A Q G L NY L E Y
aaatcgctgccatccgegcacgecattgtegee
L P S AHATIVA
atggtaactgccagtcacggatgeggac
M VT ASHGTCSG
accgagaccgggacaccacagtacaaacagtgctcag gtggatcacacccaaa
T E G T P QY K Q€86 M ¥ I T P K
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V R 8 Y T
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(Prilog 1. Nastavak na sljedecoj stranici.)



atacta

tccacaaccatca:iaca:ttctacaacacttagtggtgtcgctacgtgcaccggcgaca

acatttgctgegecggtcgataatgacttgccaccggaactegecgactgtgtacagaga
ﬁAPVDNDLPPELADCVQR
ctaacacccatagcaactagcacacgtccagttttttceggtatctgcattcgacctcaaa
LT PIATSTURTPVFSV SATFTUDTLK
caacgggaaaatgctggtcaaccgactagcacagaaatagctattgagtacgetggeact
Q RENAGO QTPTS STETIA ATITETYH AGT
gaaatgcctaccctggagacaccagaagacgtgcacctgtattgtatccageagttcgtg
EMPTLETT®PETDUVHILYTC CTIGOQOQTFV
tggaaagcggacatggttcgttgggaggaatacaacatcacgagcaaagacatggactte
W K A DMV RWETETYUNTIT S KTDMTDF
gtcaacggccttcttgecatccatgatgaaaacaaaagggagaaagcactcegegacagaag
VNGLILASMMEKTIEKTGT RTEKTUEHE SR Q
cgtcagtcaggtagaccaggaggtctatttecgecgacaggttteccgecateccgacgggaa
RQ SGRPGGUILTFUPPTGTFHR RTITR RTRE
tatagacggatatccgacggagaaagaaatgcctttcatggegecctgegtettttgaaa
Y R RI SDGET RNATFIEHGALT RTILTLK
gcgaatggagagtatgacacgttcgecaacctgeatcaaggecattgtgaccacategget
A NGEJYDTTFA ANL Q G I VTTSA
caccagggccccaacttecttgggtggcacagggtctacctggetttgatggaggaagea
I o 6 P N L G W R V Y L L M E E A
atacgaagaatagacaggagactttcaattccatactgggactcaactctcgacttcgat
I RRI DRI RLSTIUPYWDSTTULTDTFTD
atggacaacccggtaaacacaatcttgttttcoteccgegttettgggaaatggagatgga
M DNPVNTTITLTFSZPATFTILGNTGTUDG
gttgttaccactgggccgttcgctaactgggccacgcccgtaggtcctccgacaagaaat
VV'TT G F A N AT PV P LT RN
atcggcgctgggagtcagttqatgactaaaqaggtcatccgagcgatcatgacccggcgt
I1 GAG SQLMTZ KTETVTIRAIMTTRC
atgactcgcgagatcacctttccaactgcattaaatcagttcaaccttgaaattttcecac
M TRETITT FPTA ALNOQTFEFNTLTETITF
ggtggtccacatatctgggttggaggacatttggcetggtcttaatacagecgecacacgat
G G P I WV G HLAGTILNTA AA ATHD
cctgtatttttcctecaccacgcatttattgactatatttgggaaatgttecgecatecat
PV FF L H A FIREBYTIWEMTFRTIH
caattctttgactgtggagttaatcccagcactgactatccggaagcaatgggacaacat
Q F FDCGVNTPSTDJYTZPEAMSGOQH
gcagccatgaggccaatggacggtttaccgggatacatcaacattgatggttatcgaage
A AMPRTPMDGTLZPGYTINTIUDTGTYR S
tactggacgcggtactggtttagatatgaacgcegegectatgtgttettegtttagaceg
Y W TR YWTFRTYETRATPMTCSSTFR®P
ttttchgttcaccatatttaaqatgcaacatggcccchgagtgtgcgtgtcaqcggaa
FCGSPYULRTGCNMATR v S V E
cgtatgctgqcccccgatgaaggagcacctqgggcgqttggcgctatggctttctcccct
R M LAZPDTETGA ATPGA AV VG AMAMATF S P
gcagcaacggectcatcccegegggcagecagagcaagagcetcaagetgcaatgategac
A ATASSUPRAARARAGQAABAMTID
gtcggtcctctatttgnaacgtceggtectetatttgtggetectecgtetgaacccagga
VGPLTFXTSUVILYLWILTLRILNTPG
cgcagatgggacaggcaagcttggcggcaggcatgn

R R W DR Q Q

R

[N

E cja.5=cC.jal.6

acacccatagcaaat

RN - O - D
agcacacgtccacttttttegttatctgecatttgacatcaaacaacggggaaatactggt
S TR PLUF S L S A F DIKOQIRUGNTG
caaccgacagacgcagaaatagcgatcgagtacgctggecactgaagtgectattetggag
Q P T D a I A I E YRAG T E V P I L E
acaccagaagatgtgcaccggtattgtatccageagttecgtgtggaaaacggatatggte
T P B DYV HRYCI Q QF VW KT D MV
cgttgggaggactacaatatcacgagcaaggacatggacttegtcaacggecttettgea
R W ED Y NITSKDMDTEFEFVYNGTULIULA

acacccatagcaaat

T P I & N
agcacacgtccacttttttcgttatctgecatttgacatcaaacaacggggaaatactggt
S 2 RPYLPE 8L 8 A F DI K Q@ R G N PG
caaccgacagacgcagaaatagcgatcgagtacgetggeactgaagtgectattetggag
Q P TDAETIATIZEBYHAGTUEV?PIULE
acaccagaagacgtgcacctgtattgtattcagcagttcgtgtggaaagcggacatggtt
T P E DV HL Y CI QQ F V WK AUDMUV
cgccqggaggactacaaca:cacgagcaaqgacatctactccgtcaacggccttc:tgca
EDYNTITSIKDIYFVNGILILA

tccatgatgaaaacaaaagggagaaagcactcchacagaagcgtcaqtcaggtggacca
S M M K T KGR KH S R QKIRUOQS G G P
ggaggtatatttccgecgacaggtttecgeatecgacgggaatatagacggatatccgac
G 6 I PP PTG PFPRIRIREYRRISD
ggagaaagaaatgcctttcatggegeccttegtettt tgaaaacgaatagagagtatgac
G E RNAFHGA AILTRILILIKTNIREYD
acgttcgccaacctgcatcaaggcattgtgaccacatcggctcaccagggecccaactte
T F A N L Q G I VvV T T S A Q G P N
cttgggtggcacagggtctacctggetttgatggaggaagcaatacgaagaatagacagg
L G W R VvV YL AL MEEA ATII RI RTIDR
agactttcaattccatactgggactcaactctcgacttcgatatggacaacccggtaaac

R L 8 I P Y WD ST LD F DMUDNUPVN
acaattgtgttttctcccgcgtccttcggaaacggagatggagttgtc

T 1 V S P A F F N

F ck1

tccatgatgaaaacaaaagggagaaagcactcgcgacagaagegtceagtcaggtggacca
S M M KT K GR KH S R Q K ROQ S G G P
ggaggtatatttccgecgacaggtttecgecatccgacgggaatatagacggatatcegac
G G I F P PTGPFRTIURIPREYRIZRTISD
ggagaaagaaatgcctttcatggcgeccttegtettttgaaaacgaatagagagtatgac
G E R N A F HGAULRULL KTNRE Y D
acgttcgccaacctgcatcaaggcattgtgaccacatcggetcaccagggecccaactte
T F A N L Q G I VTT S A Q G P N
cttggg:ggcacagggtctacctggctttgacggaggaaqcaatacgaagaatagacagg
L I V YL A LMEVEA ATIU RIU RTIDR
agactttcaattccatactgggactcaactctcgactccgatatggacaacccggtaaac
R L $ I P Y WD STULDTFDMDNTUPUVN
acaattgtgttttctcccgcgttct:cggaaacggagatggagtcgtc
T I VvV F $ P A FPF N D v v

G ck2

(Prilog 1. Nastavak na sljedecoj stranici.)



cagaggeccgcegeace
Q R P R T
ggatataggactcgcecaggagtaccgeaccctgtetgtettecagaggaaceggttecat
G Y R TROQE Y RTUL S V F QRNIZRFH
gctgcatcgaacgagctctatagggacgggacggtgacgcgcttcgctctggtacicagg
A A v

N E L Y D F A L
cgggcqttagatttgqgcgggqcacacagtggcqacgcgctCCtaccctggcatagagcc
R AL DL G AM@B s cecpopaB@Bre w @ raA

tttctaqctctatttgaggaggcgcttcgaaqgaaagacccgtctgtttccctqccctac
FLALTFETEA ATLT RE RTEKTDTPSV S L P Y
tgggacagcaccctggatgacaatatggcggetgggcccggettetctgtcatgtgggac
WDSTULDTUDNMARAGT EPGTFSUVMUWD
aacchcacatggggtcgccaataggcgtggtcgacgagggccccttcgccggctggcag
A H M P I v P FAGMWQQ
gcccgagaaaaccctcttgagcgaaacgtcgctcggggqtcagqcacgcttgcccggcag
ARENZPLTETRNVYARGS ST GTTULA AT RDQ
qacagggtagacgagctgt:acagctctgtc:tctggatgaa:tcacgctaccctgggag
D v L 9 L € L'L DEF T L B E
agcacccacaacggcqtgcatgtctgqgtgq cggaaccatggaaaccagtatggcggca~
s T H@EN B v T M ET S MAA |
gcggatcccgtqttctacatgcatcactcctatgctgactacatctggqagaagttccgg ~
A DPVEF YMH s YVEBY I WEGKTFR.:!
cagcggcagcgegecgtctgtggagtcgateccggegtacgactacccgeccgtcaaaceg’
QRQRAVCGVDTPATYTDTYT PZPVKS?EP
ggcaccccggageatggtccggatgagegtatggteggaatgacgttectgegaaacagg
G TPEUHGPDETRMYGMTTFTLTRNR
caaggcatcgctgatttttggatcgacaactggtataactatactgacacgcccacgtgt
QG I ADTFTWIDNTWYNTYTODTT PTSC
gccaataactgcggagacagcccggacctgtattgecgacaccgatattaategttgegec
ANNCGDSZPODTLTYCODTTDTINT RTECA
tccgattegegetttgattttggtgaaaatteccatagggecaacagcacaacggetegga
S DSRFDTFGENT STIGTPTA ATQ QT RTLG
ctgcececccgecgectgget ttgecaccgcaaggceagaatggecgectcccctcaaatggea
TP P P PG FE A PR G R MA A S P Q MA
aagccagctacgtacgctgattctgtccaaaggggagggagaccatacgaaggggceatge
K P ATYADSVOQRGGTRTPZYETGASC
gccaaggatccttacgetaggtegtgegttaagegtccggatecgtcgacgecggaagag
A KD®PYARSTCVKRTPDTPSTTZPEE
gtggtaaacgccatggcgetggacaaggtaccgagacccaagecgetggaggacgtgtac
VVNAMALTDTIKT VT PRTPEZKTPTLTETDUVY
gaaaaggttaaatacctgctgaagaagggggagcggtatccgeccggaaatgaggtcaag
E KV K YLLIKTZKTGTETRTYTPPGNEV K
gtgctcaagatgctaacggatqaggagaacgaccgccgccccctcgacaaq:tcatccgg
F K M L D N DCRSULDZKTFTIR
qacccgctggccgcccacgcacagaatgqacggaaacccagcaagaagggccctaaactg
D LVAYVQNGRTEKTLSTZ KT KTEGTPKL
tacgacacatacaaat&n

Y D T Y K *

H ¢ mul1

acacccaaagaagcggctggcetacgtcaggtcatacgacgaggcagcagaaageattggg
E A°'A G 'Y VR S ¥ DE A AR E 8 T G

T°PF K

cgtggaacaaagtttccaatcttgttecagtgtcacaaggaaagecagacaccatggeaa

R 6T K F P I L FQCHI KE < SOQTUPMWOQ
cgggcatatggtgatcaaagtetgetgcaaacatcaacttaa
RRA ¥ 6 DRSS 'L L Q i8S F =

C. mul.3 (zavrSetak prikaza; uzvodno je jednako
kao C. mul. 2)

k-

acaacatttgctgcgccggtcgataatgacttgeccaccggaactegecgactgtgta
(BEEEE) ~» » VvV DN DL PPELA ADTCV
cagagactaacacccatagcaactagcacacgtccagttttttcggtatctgecattcgac
Q RLTPTIATSTRPVTFEF SV SATFD
ctcaaacaacgggaaattgctggtcaaccgactgacgcagaaatagcgatcgagtacget
L KQRETIAGT QPTODA AETIA ATITE YA
ggcactgaagtgcctattctggagacaccagaagacgtgcaccggtattgtatccagecag
G TEUV?PIULETTPETDVHTRYTC CTIOQOQ
ttcgtgtggaaaacggatatggttegttgggaggaatacaatatcacgagcaaggacatg
FV WEKTUDMYVRWETETYNTITSZKTDM
gacttcgtcaacggcecttettgeatccatgatgaaaacaaaagggagaaagcactcgega
D F VNGLTULASMMEKTTZ KTGTRIKTH S R
cagaagcgtcagtcaggtacaccaggaggtctatttccgecgacaggttteccgecatecga
Q KRQ SGTZPGGULTF®PPTGTFRTIR
cgggaatatagacggatatccgacggagaaagaaatgcctttcatggegeectgegtett
RE YRR RTISDGET RNATFUHGATLR RIL
ttgaaagcgaatgqagaqtatgacacgttcgccaacctgcatcaaqgcattgtgaccaca
K N E Y D FanNzLEP@o 1V TT
tcggctcaccagggccccaacttcctcgggtggcacagggtctacctgqctttgatgqag
s Al o NBLrcew@BRVYVY YL &AL ME
gaagcaatacgaagaatagacaggagactttcaattccatactgggactcaactctcgac
EAIRRTIUDRRILSTIZPYWDSTTULOD
ttcgatatggacaacccggtaaacacaatcttgttttcteccgegttecttgggaaatgga
FDMDNTZPVNTTIULFSZPATFTILTGNSG
gatggagttgttaccactgggccgttegetaactgggecacgecegtaggtectetgaca
D GVVYVTTTGPTFANWATZ PV GEPTULT
agaaatatcggcgctgggagtcagttgattactaaagaggttatccgagegatcatgace
R NIGAGS SO QLTITZ KEVTIRATIMT
cggtgtatgactcgcgagatcacctttccaactgcattaaatcagttcaaccttgaaatt
RCMTRETITT FPTALNUGOQTPFNTILTE!TI

-ttccacggcggtccacicatctqggctg aggacacttggctggtcttaacacagccgca
I v H

FB 6o e L AGILNTAA
cacgatcccgtatttttcctccaccacgcatttattqactatatttgggaaatgttccgc
HDPV FEFFLH A FI1IREYI1IweEMTFR
atccatcaattctttgactgtggagttaatcccagcactgactatccggaagcaatggga
1 HQ F FDCGVNTPSTTDTYTPEA AMSG
caacatgcagccatgaggccaatggacggtttaccgggatacatcaacattgatggttat
Q HAAMPRPMDGTLZPGYTINTIDGY
cgaagctactggacgcggtactggtttagatatgaacgegegectatgtgttettegttt
RS YWTRYWTFRYETRATPMTCSSF
agaccgttttgcggttcaccatatttaagatgcaacatggeccgeggagtgtgegtgtea
RPFCGSPYLRT CNMARGVTCUVS
qtggaacqtatqctggcccccgatgaaggagcacctggggcggttggcgccatggctttc
VERMTLATPDETGA?®P AV A M A F
tcccctgcaqcaacgqcctca:ccccgcqqgcagccagagcaaqagctcaagctgcaatg
S PAATASSZPRAARATRATCQAAM
atcgacgtcggtcectctatttgtggcetectecgtctgaacccaggacgcagatgggacag
1 DV GPLFVAPEPSETPRTO OQOMG?Q
gcaagcttggcggcaggcatgactcocggecatggetggacgtatgaagagggetataceg
A S LAAGMT®GMAGT RMEKTRATIP®P
gagcaatcaatggcgtccactaccatagettatgcaaaatcgaaagagggaaatagagea
EQ SMASTTTIATYA AZKST KTETGHNTRA
caagcacttgaaataggaccactgtttcttgcaccagaatccgatgggcgaacatcagat
Q X L EIGPILELARS®P®ESDGTRTS D
gttttaggtaggaatattgccagtggtatatttacagggcaaaatgttgatagggctacg
VL GRNTIASGITFTG G QNTVTDTRAT
ccagatgttttctcagggcatgcattceccggtcgecacaaccgatgtcattgttgectgta
PDVF FSGHATFTPVAQEPMSTLTLZP?UV
ccggtgtcggacacacttgattcatatatgcaatatcectaattcttacactacaaatgta
PV SDTLUDSYMOQYTPNSTYTTNYV
tcgacatccgattggcectatttgtacctgttcangteccaacggatgectcatetgeteat
8T 8§ D'W L BV BN X PP DA § 8 A H
attaaagtttccgcacaaggtctcaattatctgggtgaatacaccgactacgecatagta
I KV SAQGLNTYTLGETYTUDJYATIV
gacacgagcaaatcgctgccatcegcegcacgecattgtegecattegtgetecggagata
DTS K SLUPSAHATIVATIRIATEE.II
ggaccttccattgccatggtaactgccagtcacggatgcggactgatgtgcaaaccgatg
G P SIAMVTASIHGT CG GTLMTE CZEKTPM
tgctacaccaccgagaccgggacaccacagtacaaacagtgetcaggaataatgtggate
CYTTETGTU®PQYZ KO QCSGIMUWI
acacccaaagaagcggctggcetacgtcaggtcatacgacgaggcagcagaaageattggg
T P KEAAGYJVRSYUDEA AR ATESTIG
cgtggaacaaagtttccaatcttgttccagtgtcacaaggaaagtcagacaccatggcaa
R GTZKTFPTILTFAOQCHIEKEST QT?®?PWOQ
agggcataa

R A *

I c mul2

(Prilog 1. Nastavak na sljedecoj stranici.)



gctgac

A D
ccgctaggaaatttcttgectcaagagetcgecgtctgtgtgaacagacttacaccttta
PLGNTFILZPQETLA AV CVNRTILTZPL
gcaaacgccgettttccaacggettcagatcecgttcttaacatcagacaacgggaaaat
ANAATFPTASTDTEPVILNTIRTGOTRTEN
ggtggacagcaggctggcgtagagatagggatcgactacgetgaaaacgatgtccccaga
G GQQAGVETIGTIUDTYA AENTDTV?PR
ctggagacgccggaggatgtgcacctttattgtgttaagcagttegtgtggaaagetgac
LETT®EDUVHLYCVEKOQTFVTWZE KA ATD
acggtgcgcetggaaggactacaacatcacggagacggaccaaaactttatcaatggactt
T VRWEKDJYNTITETTUDO QNTFTINSGHL
ctggaatctatgatgactccgacagggacaaaccagtcaagtagcaagcgecaggecggt
LESMMTZ®PTGTNG QS SS S KURUOQAG
ggtccaggtggtttgtttecgecgacaggttteccgegtecgacaggaaattagacggata
G P GG LFPPTGTFRVRAOQETIRTR I
tccgacggaagcagaaatgceattttteggagtattgegegegatgaaaatgaatggagag
& D6 S R N"B P PG .V L RA M K M R°GE
tatgacatgttcgccagacttcatcgtggcatcegtagaggtatccgeccaccagggtecee
Y DM F ARL R G IV EV S A Q G P
aacttttatggatggcatagagtcttaatatccatgttcgaggaagcaatgcgacgtatt
NEB Y6 w RV LI SMTFETEHA AMRPRR BRI
gacagacgagtttcactgcecttactgggactcaacgcttgacttcgaaatggacaaccey
DRRV SLPYWDSTTULUDTFTEMDNEP
gtacacacaattttgttctcaccggcgttttatggecaacggegacgggttggttaccacy
VHE T ILESPAIFXY N'G DG LNTITT
ggaccctttgcaaactgggcaacacctatcggtecgetgacaagaaatataggaagegag
G P FANWATTPIGTPTLTRNTIGSE
agttcgctgatgtcaaaaagaaatatccaagcggtcatgtcccgatgtcggatgatcgaa
S S LM SKRNTIOQAVMSURCRMTIE
atttcccgtectactgecgcagaggaattcgaccttgaacttttccatggtggecaatcac
1 S RPTAA AETETFTDTLETLTFIRGGN
ctttgggttgatgggcagttctctgatctggcagtagecgecatatgatcecttattttgg
LWUVDGOQTFSODLAVARBATYTDTEPTLTFEW
atccaccacgcatttgtagactatatatgggaaatgttcecgetttcaccagttetttgac
I H A FVEYIWEMTFRTFEHOQTFTFTD
tgtagagttaacccggactttgactatccagacgcacctggtctacatacagcactaagg
CRVNPDTFDJYZPDATPGLHTATLR
caaatggacggattaccaggttacgtaaatattgacggttatcgaggctactggacgega
QM DGULZPGYVNTIDSGYRGYUWTR
ttctggtatagatatgagcgtgcacccatgtgecccatgtggetctccatatttaagatge
FWYRJYERAPMTECZPGCGSZPYTLRSC
cacceegtecgtggegtgtgegtgtcaattgaacgttttcttgetcccgatgaaggacca
HPVRGVCV SIERTFTLAPTUDTEGFP
ttaggtccatatggtgcaatggcgtatccaacatcctcacgagcagctecgegcaagaget
LGPY GAMATYTPTSSRAARABATR RA
caggttgcaatgctcggegttggtcgaaaattcgatgegecttcccatgateccaaggacg
Q VAMTLGVGRIEKTFDA AZPSHTDTPR RT
cagatgtatcatgaaagtatggggcgaaagggagcettttaaacgtacaaatatggegect
QM Y HESMGTR RIEKTGA ATFI KT RTNMALTP
gtcccagcetgtgggtgaaaattcaaatcagcaaaatatcgttcaaccacatgtaatagga
VPAVGENSNRQOQNTIVOQEPHVYVTIG
gatcagattcttaccgcagtatccaacggtcgaaaatcagacgcegttggaaaggaacaat
DQ I L TAVSNGRTI KT STDALTETRNN
gccagecctttgtttacagggcaaaacgccaataaggctttgcaagatatttattcagga
A S PLFTOGO QNANIEKALO QDTIYSG
catgcatttccagtcgcagaaccgacgtcactgeteceegtaccggtgtgggacacacta
A E PV R'E P T B LL PV BV WD E L
gattcatatttagaaaaccctaactcttacacttccaactcatcggettatgactggett
DS YLENZPNSTYTSNSSAYT DUWTL
tttgttcctgttcaagtgacattcaacgctgttggagtcgacaactctgcacggacggeg
FVPVQVTFNAMYVGYVDNSA ARTA
agtatgaagtgtctgccatcggatgcaaaatcgactcatattaaagtatccgtgcaagge
S M KCLPSODA AEKTSTE HTIZEKVYSV QG
ataaattatcttggagaaaacaccgactacgcggtagtggacattagcaaagatcttgac
I NYLGENTODTYA AVUVYVDTISIZ KTSDTILD
tccteccacgceaategtegecatacgggegecagtggtcggacegtctatgtecatgeta
S S HAIVATIRAPVVYVGZPSMSMIL
actgcaagtcacggatgcgggcttatgtgcaaaccaatgtgtatcaacacaaaagccgga
T A S HGCGLMCZ KTEPMCTINTZEKASG
acgttgcagtaccatccttgcacgggacttttttggctcaaaccagaagatgcaactgeg
T L QY HPCTGULTFWILIEKTEPETDA ATA
tacgtccgatcccacgacgaggctgtggaaagecttgcaaaaggtcgggcecaagttecca
Y VR S H D A VESLAIKTGTR RATKTF®P
ataatgttccaatgtcacaaggaaagtcagtctccttggaagaagecctaa
I MFQCHTI KESOQSTZPHWEKK®P *

J Drel

Nmm =

- =

2.

agaccgttcaaggtegtegtetgg
aaaacttttgtcatgtggttgttacagaaaatcacggtggttttgtgtgtatcggttata
-IF ¥ L L QKITVVLC VS VI
atacatgctgacccgetaggaaatttcettgectecatgagetegeggaatgtgtaaacaga
I HADUPULGNTFILUPMHETLA AETGCVNR
cttactgctttagcaaacgccacagatecattggectcagtageccgtctaaatatcaaa
L TALANATUDUZPTLA ASVARILNTIK
caacgggaaaatactggacaacaggctagtgtagagaaagggatcgactacgectggcace
Q R ENTGQ QA ASVYVYEI KSGTIUDYA AGT
gaagtgcccagacttgagacgeccagaggatgtgcacttctattgtatccaaaagttegtg
E V PRL ETUPEDVHT FYO CTIQIKTFV
tqgaaachgacatqqtgcgctgqgaggactacaacatcactcaqacgaacaaagacttc
K E DY NTITAOQTNIKTDF
atcaatggccttctagcatccatgatgaaaacatcacggCcaaagcactcaagaagcaag
I NGLLASMMMIEKT SR S KH SR S K
cgecaggecggtggtecaggtgataggtttecgecgacaggtttecgegtecgacgggaa
R Q AGG PG DRV FUP PTGV FIR YV RRE
atcagacgaatatccgacggagaaagaagagcattttttggagtagtgegecatattgaaa
I RRI SDGEU RURATFTFGVY UV RTITILK
atgaacggagtgtatgacattttcgeccagatatcatatgggaattacagtggactcegee
M N Y DI F A R Y M G I T D S A
catgggggtccaaattttcttgggtggcatagagtctacctageccatgttcgaggaagea
I G G P N L G W R VY LAMTEFTETEA
atcagacgaattgacagacgactttctectgecgtactgggactcaacgettgactacgac
I R R I DRRL SLUP YWD ST TULUDY D
atgqtcaatccggtacactcaattgtqtggtcaccqgcgttctttqgaaacgqtgatgqg
M VN PV HS I VWS PATFT FGNSG G
atggtaacaacqggacccttccgatactttgcaqcacctaacgqtcccctagqaaqaaat
MV eTTGePFRYPFAAPNGE PIULGHRN
ataggttttaacagttegetgetttccaaagagaatatacgaaatataatgacgegttgt
I G FNS SLL S KZENTIURNTIMETR ROC
‘ctgactagcgaaatcegteectcectaactgecgeacctatgttegatettgataagttgeat
L TS ETIVPLTAAMPMMTEFUDTLUDIKL I
ggtggeccectcacatgtgggtcgatggacagtttagtaagettgaaacagecgecttegat
G G P M WV D GQF S KLETA AA ATFD
ccaatatttttcctccaccacgecatttatagactatatttgggaaaaattccgeattcac
P I @ F L H A F I I Y I W E KPFRTIUBR
caattctttgactgtggagttaagccaaacactgactatccacatgtacctgatctacac
Q F FDCGVY KU PNTDYPHVYV PDIULH
gccgecactcagaccaatggacgecactacaaggatacattaacattgatggetategaaac
A ALRPMDA AL QG YTINTIDGT YR RN
tactggacacaattctggtatagatacgaacgttctecaacgtgtecgttttgeggetet
X WrT e P NY R Y ERSPTCP P CG 8
ccatatttaagatgcgacccgatcegtggegtatgegtatcacgtgaacgecaggetttea
P ¥ Hh REDFE F RSV S W S R'E R R L8
cccgatgaaggatctccaggtecgatgggttactcectgetgcaggaacggecagecateccea
P DEG S PGP MGY SA AGCGT A AS P
cgagcagctcgagcaagggettttgttgcaactceteggegteggtegacagttececeggeg
R A ARARAMTFUVATILGUVYGRQFUPA
ccteccgetgaaccaaggacgceagattgetcaagcaagecatggetettatgggagettt
P PAEUPURTAOQTIA AAOQASMALMMGA ATF
agacgtaaaaggagggccgtaccgcagcaacaaatggcaccttteccatttgttggtgat
R R KRRAV P QQOQMMAUZPTFUZPTFV GG D
aattcaactcggcaaaatatcatgcaaccacttgcaaaaggagcaaagtttcttgectea
N S TRQWNTIMGOQPLA AIKTGA ATI KT FULA A S
gtatctgaagatcgaacattagacgttttgtttaggaacaatgcaageggtatgtttaca
vV S EDRTLUDVTILT FRNNASGMT FT
gggcaaaacgtcgatgaagctacgaaagatgtttactcaggacatgeatttecgagtegea
6 9N YV D'E XA TP KD VXS 6B ATFTRV A
gaaccgatgccactgceteccegttecggtgtgggacacactagattcatatatggagaac
E PMPILLPVY PV R DTILUDSUYMEN
cctagctcecttacattaccaactcateggettatgactggetttttgttectgttcaagtg
P 8 8 ¥ T TN 8 8 A ¥ DWW L FV PV Q¥
acatacaacgctgttggtgccgaattctctgeccagataccgagtatgaaatgtctgtea
T Y NAV GAEPF S A QI UPSMIKTCL S
tcggattcaatattgactcatattaaagtgtccgecacaaggectaaattatcttggagaa
S D S I L THTI XKV S AQGILNTYTZLTGE
tataccgactacgcggcagtggacaacagecatagecctagectecteccatgeaategte
Y T DY AAVYV DNSGSTIA ALA BASSHATIUWV
qccatacggqctccagtggtcggaccgtctatttccatqqtaactgcaagtcacggatgc
- 4 A P S I S M V T A S HG C
ggattaatgtgcaaaccaatgtgcatagacaccgagaccggcacgttgcagtacaaacca
G L MCKUPMCTIDTTET GTTULUGQYIK?P
tgcacgggaatactgtggatcaaaccagaagatgcaacagegtacgtccgatcccacgac
€C T G I L WIIKU®PETUSDA AT AYVRSUHD
gaqgctgtggaaagccttqccagaggtggggccaaaqtcccaataatgtthagtgtcac
A V E L KV PIMT FETCH

aagqaaagtcaqgccccttggcagaagctctla
K E S QA PWOQ KL *

K Dre2

(Prilog 1. Nastavak na sljedecoj stranici.)



ctgtac

L Y
aatgctttcaacgccctttaccgtaatggcactttggccaggtteggtagactecatgee
N A FNALYRNGTULAIRTF FGRIL A
actgaggtataccggaagcaccacggcgccgecttecteccttggeategtgtgttcata
T BE VY R K H G A A L P W E R V F I
gcggcgtttgaggagcagctcagaqaggtcgaccccgacgtgtcgctgccatattgggac
A F E Q L E V D P D L P Y W D
tattcgatgqaccactacatgccacttccqtctgactcaatcgtctggagcaagtgcttc
Y S M DY Y MPULUZP S D SI VW S KCTF
ttcggcaacggaaacggaaccgtcaacgttggteccttecagtttcatgtacggeggetat
F G N GNGTVNV G?PFS FMYG G Y
aacatgccgataagccgcgacatcgcacaagecgeaacatgtecccctaagetgateage
N M PI S RUDIAOQAATTCU®PU®PIKIULTIS
aaggaggacattgacgaactcatgaagttttgcaattttgcggatataacgaccgggaag
KB DI DE In¥M K FCNFAD I TTG X
aatttgtaccaagataattcctcgcataacctagaaaaactacacgatggtgtacacgac
N L Y Q DN S S HNULEKL D G V @ D
tgggtgggeggtgatatgggegttetggtgacggeggegtacgacectgtattetacatg
w v G DM GV L VT AA AYTDUZPUVEF EYM
caccacgccttcatcgactacatctgggagcagttcaggegecgacagaccaatgagtge
H A F 1 u Y I W E Q F RRIRQTNEC
caagtagacgtcgagaaagactaccggaaacttggcgactactcggtcgecgacaatgga
Q V. DV E KD YR KL GD Y SV A DNG
caacaaggcccaaatgaccccatgcaagggtttgagtatcttaaatacagegacgggete
Q Q G P NDPMOQ@GFEYUL KY S D G L
tggaaaaactggaccaccgacttttacgactacgaaaaggcgccggagtgtccaaactge
W K NW TTDF Y D Y E KAUPETCUZPNSTC
ggctattcggactttctatactgcgacatgagtatcaacccgaaccgaccgaatggegte
G Y S D F L YCUDMS STIDNUPNURUPNGV
tgcgtgccaaagacgaatgactcctgcgtcaacacgctgcttatggcatttaatagggac
Cc P K TND S CVNTULIULMATFNTRTD
gaaccgcatgagaagccgcaaggtggaggggcgaaattgtcactgggecctegacacatt
E P HE KP QG GG A KUL S LG PIRHTI
gggctaccaggggacggtcgaactagattcatgtcgcgggaagagggactcgctct:cc:
G L PG DG RT R FM SR REE L A L L
aaacagcagcttqcacthgtaccgaagacaagcctacaacatcacgaccgqaaacccgc
K Q QL AL GIEUDI KU PTT SR RUPUETR
gcatctcttgataccactaacaccattattatatcaacattatcggtggttcettggactt
A $ L DTTWNTTITI IS TUL SV VL G L
ctgctgatcgtggtggctaccctggccgtttatattcgcaaactcacaaagaaaccgcaa

I T L VvV V Y I R KL TIKIKUL Q
ccgccactcaatgaacgccgtacagaagcccccgacacagcagagacaagcgctgaccaa
S P LN ER RTEW AUZPUDTA ATETS A D Q
ggcgcgqgaaacttcggttcgacacgcgacgttaatattgaactacgccagcgtgtgtna
G N F G S T RD VNTITUETLIZRUGQUR RV *

L Dre3

LT s

A P
’

tacaaa
ttgaca
L T
acacaggcgctggtactgtttgtagtggtttcaggagtcgtgagcageccaggatgcgaca
T Q AL VL F V V V s G VvV VvV s s Q D AT
acgcggcgaatgaacgaccacgtggacaagatgaaggctaccattgataacgtctataga
T R R M N D H VD KM KA ATTIDNWVY R
atgatctccgaggtgtacgaagtaagggacaagtgtttcaatggcagecgcgggeggatac
M I § E V ¥ E V R D K CFWNG S A G G Y
aaaaacaaaagcaaggatacaagtcctgtagacatttatgccatgecgtaaagacgagaaa
K N K 8 K DT S P V DI ¥ &AM R KD E K
ggcggaaattacgtcaacgtggaggtgccatccacgtactacgattgtctgaaggggete
G G N Y VNV EWV P S T Y Y D CULEK G L
gatccgaaagtggtgccaccggaaaaggcgcgcatetggtgcattegegtegtgctgtyg
D P KV V P P E KAWURTIWOCTIURWVV L W
cagtaccacaatgacctcgaaaagggcgactatgacgacgacttgaaggaagcctatcte
Q Y H N DLEEKGD Y DDDILIEKEA AYL
ctgcagtatggtgacgacaagccgaaaagaaacaagceggggaaccacgaccattegecag
L ¢ ¥Y G D DK P KRNI KU RGTTTTI R Q
atagcgcccoocggeocaatcactageoccgetgaccggatatcocggactecgacaggagtaccga
I A PR PI TS PULTGUY RTURQE Y R
acgctgtcggtcgaccagaggaaccggttccatgecgectatgaatacgetttatcgggat
T L §$ VD Q R N R F HAAMMNTIL Y R D
ggtacagtcacatgttttgctctggtacacagaaacgcgcttcgaaccggtggggcccac
G TV TCFALUVIERUNR- AL T
ggtggtgacgcctttctgccctggcatcgagcattcttagcgctgtttgaagaagcgctg
G G D A L P W H R A F L A L F EE A L
agaagagttgatccatctgtttcaattccttactgggacagtacctttgacgacaatatg
E R V D P S V 8 I P ¥ WD STV F D DUHNM
gcggctggacccggattttocgtaatgtgggataacacgcacatgggctectecggttgge
A A G PG F S VM WDNTHMMG S P V G
gttgttgacgagggacctttcocgegggcectggecaagetegggagaaccctectagageggaac
vV v~>pDEG PV FAGWOQARENUPTULE R N
gtggcccgaggaacgggatcgctggtccgtcaggcccgagtagatgagttgttacaactg
G G S Q E L L Q L

gtaaattggtggcggctacattcgcatgaaataaaacaattgatttcagcaat

‘tgtctgctagatgagtttacgttgccctgggaaaacacccacaattctgtgcatgtctgg

¢ L L DEFTULUPWENT N s V H VoW
gttggaggtaccatggaggacagtatggccgcggccgacccagtattctacatgcaccat
v G T M E D 8 M A A A DUPV F Y M H H
gccttegttgattacgtatgggagaagttteggcagegacaacgegecgtetgtggagty
A F V ﬂ Y VW E K F R QR QPRAV C G V
gatccggcgtccgactacccocgecagtagatccggeocctoccagagecatggtoccggatagg
D P A S8 DY P PV D PALPEHGVP D R
aatatgactggaatgacgttcttaacaaacagagaagggattgctgattactggattgce
N M TGMTUF L TMNUREG I A DY W I A
aactggttcaactatacggacacacccacgtgtcctagectgeocggaaacagtcccgatett
N W F N Y TODTUPT CUP S CGN S8 P D L
tattgcgacaccgatataaatcgttgcgtgtcagettegaattttagttttggegaggea
Yy ¢ b TDIMNU RUCWVS A S NVF S F G E A
acgatagggccaacggcacaaggccttggtttggccocctocctectggecactgeogecgeaa
T I G P T A QGULGULWAUPUPPGTA AP Q
cgcgctactgcgeggccagtttcaccegetteccaccaceccctaaagecagetacgtacgeyg
R A T A R PV & P A S TT P K ARBAT Y A
gactctgtcaaaacaggcggtaaaccatacgaaggatcctgctoccaaggatccatatget
D § VvV KT GG G K P Y E G 8§ C S8 KD P Y A
cgatcatgcgttaagcgtcctcagececgtccacaccggcagagttagttaatgecatgtet
R 8§ C VvV KR P Q P S P A E L V N A M S
ctgaacaaggtaccgaaacccaaacccttagatgacgtgtatgagagaatcaaggcgtta
L N K V P K P K P L DDV Y ER I KATL
ctgaagaaaggcgaaaggtatccacctggaagtgaggcgaagtttttcaagatgaaaccyg
L K K G ERY P P G S EAEKFT FEKMMEKP
gatgaggagaacgactgccgctgcectcgacaagtatatccgegatcecttggtegectac
D EENDCRTCILUDIEKYIRUDUPULV A Y
gtagagaaaggacggaagctcagcaagagcggtcctaaactgtacgacacgtacacgtaa
vV EE KGRI KILSK S GP KLY DTYT *

M Dre4

(Prilog 1. Nastavak na sljedecoj stranici.)



cagatataagttggttgataggagatttctcaagacaaaagggctattgtcettaca
caaatgcatatttcagcaatagcttatgtgtttgtggcaagcacgttcettggtgettgga
HI SAIAZYVT FVASTT ETLVTLG
a taaatqgacaggccgattacgaaaaaqcac tgaaaa ggatccatggtcaagtga agcac
I N G Q KA LKTRTIH Q V K
atcgqgaaaacgatggtcgccttqaataagatgttaaaagaggtttacgacqttaaqgac
I1 G KT MV ALNIEKMTLTEKTETVYDVKD
aagtgttactacagacccggaaaaaatcgtacaaagccagcagacatctacgecagtteceg
K C Y YRPGI KNI RTIEKTPATDTITYAUVTE
aagagcggaaaaagcggtggaatagttaaagtggaagttaccaagttatatgacgaatge
K S GKSG 6I VE'YER VITKI YD BC
ttgaagggtctaaacccagacattttccctectgtgaaggcaaagatctggtgtetgegt
L K GL NPDTITFZPZPVI KA AT KTIWCTILR
gtagcactctggcgcaaacagaacgacctgaaggcaggggactttgaaaaaggactggag
YA L WRK QNDIL XKAGDEFE KGIL E
gaggcgaaattgcttcagaagggaggcgcgacgacecgtgacccccgagataacaatcaa
A KLLQKGGATTTU RUDTPRTUDINNDQ
ccgtgggatgatactaagcagagaaaaaagcgaggcgeattggacgtaaggcagattgea
PWDDTJZ KO QRIEKTZEKZ RGALTUDVYVHRQ QTIA
cctgcggacatcacgegtcccctgactgggt tcaggacacggcaggagtacaggacgete
PADITRTPLTGTFRTRA QETYTRTHL
tctettgatcaaagaaaccggctcecatgcagcgetaaatcaagtttaccaggacgggacyg
S L DQ RNURLUHAALNGOV Y QDGT
atgacctgcttcgctctcgtgcacaggaacgcattgaatgatggagggqcceatcgaqgg
MTCPFaALUVEBRNALN A B R
catqccttcctqccctgqcacaggqtctttcta:ctctgtttqaaqaagctc:qaqacag
H A L P W RV F LS LFETEA ATLRDZQ
aaggacccaagtgtatccctgecatattgggacagtaccttagatgacaatatggcggcyg
K DPS VS LPJYWODSTTULDTDNMAIA
ggacctgggttctctattatgtgggacaacgcacatttaggtcccggtgtaggtaacgtg
G P GF S I MWODNA AIBHEILGTPGTVSGNV
aacgcagggcectttcgecaactggacgactgecgagggteccttgcagaggaacgtgget
N AGPFANWTTA AETGTPTILOQRNUVA
cqgggaaacgqqaaccccqtgcgtcaqaccagqatcaacacctcqcttaatttq:qtcta
N NLVRQTRTINTTILLNILTCHL
ctggatqagttcacagacccatgggagagtacacacgactcggtqcatqtqtgqgcag t\
L DETFTODT PWESTT@DODSsS Vv@VvV
qqcacaatqgaacgatht:tgccgcaqctqatcccgtg:tttacatgcaccatgccttc|
G TMERST FAAADTPVFEYMH
gtagattatgtatgggagaggttccggecagegecagegggcagectgtggagtggatecg |
vl YvwEeERTFROQRGOQRAACGVDE®P)
gcggcagactaccegeccgacgatgcagatgeaccggageatagtgeggtcageccgatg
A A DY PP DDA ADA APTETHSAVSPM
gtggcgatggactttttgaggaacaqggacgqcatcgctgattactggatcaacaaccgg
FLRNZ RDGTIA ADTYUWTINNUW
tttaactatacgqacthcccacttgcgccaataattchg:aacaqtccggac:tgtac
FNYTDSZPTC CANNTCGNSZPDTILY
tgcgacagtgcaattaatcgttgegtgtcaaactegegatttgactttggcaatectgtt
CDSAINRTCVSNSTR RTFETDTETGNTEPV
agcactactcctatcccattaacgacagctacaactacaactgttacaacaacaactgcea
ST PP TP LOTOTATTOEITVT NI LA
actacgacaactgaaactacaacaacaacacgtccgacacctataccaataacctcaaca
TP PP BE T TP TR PR IR I LISD
tccgaatcgectagaaacacaccaacaccacctaggaacataaccactacacgtcecacca
S ESPRNTZPT®PPRNTITTTRPEP
acacccagcccaacgceccataccaagtgcaacacctageccaattacgacaacatctaca
T P sSSP PP I P SAPSPETITTIST
ggcccccttacgacaacaccgattgeatcatgcactgatggcgggagetattgtagaaag
G PLTTTZ®PIASTCTTDGSGSYCREK
gtcaatgaaggtcagaagccatacgaaggcaaatgctccaaagacccatatgacggatcee
VNEGU QEKTPYEGTZ KT CSZKTDTPYTDGS
tgtgccaggcgaccaaggccagetactgeggacgcagtggtgaatgcaatatgtcgeaac
CARRUPRZPATA ADAVVYNA ATITCTR RN
gagcttccaaggtcgecatcgettcaagcagtgtttgacgecatttcgtctgagttaaag
ELPRSPSTLOQATVTFEHDATISSETLK
agagcgcaacgtttcccgccggagagcgagcaqacatggttccgcatgaagccggatgag
R A QR F P E S EQTWFRM P D
gaaaaggactgtcgctgcctggacagtcttatccgagacccgcttgtcgcctacttqaag
E KDCRCILDSSTLTIRDEPTIETVALYILTK
gaaggcagacaacttaatcagtatgggccgaagctttaa
EGROQLNO QYG P KTL *
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A F !

tgttca

qctggagagaaaggcttcacgatitttgaaaacgtgattttgttcacagtcgtCCQgtgt
gcggttetegttgetgttacgtcgcaagggcaggaggtgtttattaaaccgttagagata
BV 5 VAV TS 06 0 vE T KL ET

atacagtgtgaggaacgcgcaaaggacgagectgttaaccagacectggceggetgagget
1 Q CEERA AKT DETZPVNGQTTLA AR ATEA
tgcatgcggtcgtactttgtcegaccgactctcaactaacgtcatggatctaaacgatcat
CMRSYFVDRLSTNVMDILNDH
gagtttttcgaacgagaattcgcgaacaaacagtttggaaagaaaccgeeccctagegge
EF FERETFANEKT G QTFTGTEKTE KT PTPZPSG
ttcagagtgcgacgggacatacgggttctcaacatcacggagcgacagaaggttttcagg
FRVRRDTIRVYVTLILNTITTETRT QI KTVFR
gcatttgacgatctatacaagacgggtgtgatggccaggttcggecgtgtecatggetcet
A FDDTULYZ KTG GV MATRTEGTR RV G s
gaaatataccggaagcacaacggagccggattectgecctggecaccgegtttttactace
EI YRIKIEBENGAGETLZP?PW R VF TT
gcgetcgaggagaagetccgagaagtcgacccagaagtgtegetgeectactgggactat
A LEETZKTLT RETUVTDTPETVSTILZPYWDY
tcaatggactactacatgccactgcecgaatgattccategtetggagcaagtgtttette
S M DY YMZPLPNUDSTIVWSKTCTFF
ggcaacggtaacaacaccgtcagcgatggtcccttecgtttcatgtacggeggttataac
GNGNNTVSDGTPTFRTFMYGG YN
atgccgatacaacgcgacattatgccggaagaaacgtgeccccctagacttatcagtaag
M P IQRDTIMPETETTC®PZPRTILTIS K
gcggacattgacggactcatgaagttttgecattttgcgaacatcacgtccggaaageag
A DIDGTLMEKTFTCUHTFANTITSGIKQ
_cggtacaaccaagatcggtcacacaacctagaaagtttacacaataatgtacacaactgg
PR YNOQDRSHNTLESTL N NV N W
| gttggcggagatatggecgtecttggggceggeggegtacgateccattttetttatgeac
{VGGDMAVLGAA AARATYTDTPTITFETFMH
:cacgccttcatcgactacatctgqqagcagttcaggcgccgacagtcttctaatgagtgc
A PFTITRYINEQGPRRRDSSSHNEC
t

“aacgtagacgccgagaaagattaccgtgaaccaggcgactactcagtcgaggacgacaaa
N V. D A E KD YREUPGUD Y S V ED D K
atcgeectecaacgectcacggacgaaatgeatgtgttcaatcatcttcaaatecgegat
I AL Q RL TDEMUBHV FNUBHIL GQTIRTD
gggctctggaacaactggacaacaaccgtgtacggetacgaactggegecgaaatgecee
G L W NN W T T TV ¥ 6 ¥YE LA P KC P
gaatgcggcaattcggagaacctctactgcaatataacttte

E C G NS B NL ¥YCNTI T F
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(Prilog 1. Nastavak na sljedecoj stranici.)



tgttca

gctggagagaaaggcttcacgatgtttgaaaacgtgattttgttcacagtcgtetggtgt

N L E ] C
gcggttete ttgctgcta gt gcaggaggtgtttattaaaccgttagagata
J Q E vV F I KPL E I
atacagtgtgaggaacgcgcaaaggacgagcctgttaaccagaccctggcggctgaggct
I Q C E E D E P N Q L A
tgcatgcggtcgtactttgtcgaccgactctcaactaacgtcatggatctaaacgatcat
M R S Y FV DURULSTNUVMUDULNDH
gagtttttcgaacgagaatCCgcgaacaaacagtttggaaagaaaccgccccctagcggt
E PP E R E FANK QL FGEK K P REE S G
ttcagagtgcgacgggacatacgggttctcaacatcacggagcgacagaaggttttcagg
F R V I VL N Q K F
gcatttgacgatctatacaagacgggtgtgatqgccaggttcggccgtgtccatggctct
F- D ‘D b R F G R V G S
gaaatataccggaagcacaacggagccggattcctgccctggcaccgcgtttttactacc
E I ¥ KR K N G A G L P W R ¥ T T
gcgctcgaggagaagcectccgagaagtcgacccagaagtgtegetgecctactgggactat
A L E B KL RE YV D P E VIS L MY W DY
tcaatggactactacatgccactgccgaatgattccatcgtetggagcaagtgtttette
S MDY Y M P L P RNRD S IV W S K CFPFPF
ggcaacggtaacaacaccgtcagcgatggtcectteegtttecatgtacggeggttataac
G NGNNTV S DGUPFRT FMYG G Y N
atgccgatacaacgcgacattatgccggaagaaacgtgcccccctagacttatcagtaag
M P I Q R DIMUPETETT CUPUPU RILTISK
gcggacattgacggactcatgaagttttgecattttgcgaacatcacgtecggaaagcag
A D IDGTILMIEKT FUCHT FA ANTITSG K Q
cggtacaaccaagatcggtcacacaacctagaaagtttacacaataatgtacacaactgg
R Y N Q DR S HNUILE S L N N V N W
gttggcggagatatggccgtecttggggeggeggegtacgateccattttetttatgecac
\' G DM AV L GAAAYDUZPTIETFMH
cacgccttcatcgactacatctgggagcagttcaggcgeccgacagaccaatgagtgceccaa
BAFrI1@vYIwEQFRRRGOQTNETCQ
gtagacgtcgagaaagactaccggaaacttggcgactactcggtcgecgacaatggacaa
V DV E KD YR KULGUD Y S VA DNG Q
caaggcccaaatgaccccatgcaagggtttgagtatcttaaatacagcgacgggctctgg
Q G P NDPMOQG F Y L K Y S D G L
aaaaactggaccaccgacttttacgactacgaaaaggcgccggagtgtccaaactgcggc
K NWTTDF Y D Y E A P E C P NC G
tattcggactttctatactgcgacatgagtatcaacccgaaccgaccgaatqgcgtctgc
Y s D F L YCUDMS STINUPNIRUPNGYV
gtgccaaagacgaatgactcctgcgtcaacacgctgcttatggcatttaatagggacgaa
vV P K TNDSCVNTULILMATFNIRDE
ccgcatgagaagccgcaaggtggaggggcgaaatCQtcactgggccctcgacacattggg
H Q K L S L G P RBHI
ctaccaggggacggtcgaactagattcatgtcgcgggaagagggactcgctcttcttaaa
L PG DG RT TR FMSREETGTLA ATLTLK
cagcagcttgcactcggtatcgaagacaagcctacaacatcacgaccggaaacccgtgea
Q QL AL GI EDI KU®PTTSURUPETRA
tctcttgataccactaacaccattattatatcaacattatcggtggttcttggacttctg
s L. DT TNTTITITISTULS V VL G L L
ctgattgtggtggttaccttggtcgtttatattcgcaaactcacaaagaaactgcaatcg
L I vv Vv TULVV Y IIRIKILTIKIKIULOQS
ccactcaatgaacgccgtacagaagcccctgacacagcagagacaagtgctgaccaagge
P L N ERIRTEA AUPUDTA AUETSADUOQG
gcgggaaacttcggttcgacacgtgatgttaatattgaactacgccagecgtgtgtaa
A G N F G S TURDV NTIETLURUGQIRV *

P Dre7

ccacgtggcggaccacgtggtcgq
PR G G P R iG R
ttcccaccgacagggtttcegtattcgaaaggaatatagacgactatceccgacggagagaga
PP PT GPF RT RKEYRERTELS DG B R
aattcatttcacggtgtcttacgtatcatgaaaacgaatggagagtatgacacgttceget
N S FHGVILRTIMEKTNGTETYTDTTFA
aaccttcaccagggcattgtgacaacgtcggceccatcagggacccaacttecttggttgg
N L Q 6 I vrT Ts aflloe p N L G W
cacagggtctacctagctttgatggaagaagcaatacggaggattgacaggegectttee
R VY LALMETEA ATIRTRERTIDTIRTRERILS
ctcccatactgggactcgacgatggattttgatatggaaaatcceggtgaacacaatcettg
LPYWDSTMODTFEFUDMENTPVNTTIHL
ttttcceccggetttettgggaaacggtgatgggatagtgaccacgggtccttttgcaaac
F S PAFLGNGDGTIVTTTGTPTFA AN
tggacgacaccegttggtecgetgacaagaaacatcgggggcggaagtcagttgttttet
W TTPVGPILTZ RUNTIGS GTGSQLF S
aaagaagtcatcagggcaatcatgaccaggtgtaggacgagagagataacaaatccaacg
KEVIRAIHNITRCEDRET NPT
gcaatggctcagttcaacctggaacgt
A MAQTFNTULTER

Q myt
attaaaacacaaatatgcactgtg

gtaattttcctggtattttgtataagcatattttcctaccccggttcccatggagtggat
v 3 C Y P G S HG VD
caccatacgacgctggcttatgtgqacaaccacgtcaaagatatggcacaaaccatcgct

> H HTTILAJYVDNTUHVYVI KDMAR TTIA
tcattgcagaacatgttaaaagatgtctatgaagtaagggacaagtgtttctatagcaac

S L QNMLIEKTDTVTYETVT RTDTEKTCTFTYSN
gccactagaccaaccgacatctatgtagtccctaacgaagaaaagagttgggggaaagte
ATRUPTDTIZYVV PNETETZKSTWSGKV
gacgtgcaagttccgtatacatatgaagagtgccttaaggtgataaaggaagacttagte
D'V OV P'Y T ¥YB R CL KV I KEDILYV
cctectgcaaacgctceggatttggtgecttecgggttatattgtggaagettcaaaatgac

P PANARTIWOCTILRYTITILMWE KTELTGONTD
ccatacgccggagactttgataaaggtcgagaggaggctagaataaagcaaaagtcatca

P Y a6 DF DK GREEBMAMRTIIKOQIK:S §
accccatctcctagcgcaagtgataatgcaagaaaaaagcgcggtgcggcagacatattg

T P S PSS A S DWNAURIEKIEKRTGARAZDTITL
caaatcgcgcecectcggatataaggegecctctgacgggetataggacccgacaggagtac

Q I AP SDTIRPRPLTGTYT RTTRTGOQE.]Y
agaactctatctattgaacaaaggaaccggctacacgcagcecctcaatcagetgtatcag

R T LS IEGQRNE RTLUHABALNOOTLY

gatggaacgatcacgtctttcgegctcegtgcacaggaacgegectaatagacggaggggeg

D GTTITSTFATLV R NALTITDGGA
cacaggggcgacgccttectgecctggcaccgggectttetggecactgt tcgaggagget

BE rR b a 1 W@l RAFLALTFETEARA
ctgcggcagaaggacccgactgtttccctgecctactgggacagcacat tcgacgacaac
LRQEKT DT PTVSLP?PYWDSTT ETDTDN
atggcggcetgggcccggettetecgtaatgtgggacaacgeacacatgggttceteccact

M AAGPGTFSVM®W®WDNAGHEMGSPT
gggacggttgatgagggcccgttcgccggctgqaccactgatgaqggacccacgcagcgc

V D E P FAGWTTTDETGTPMOQR
aacgtgggtcgcggcacgqgcagcctcgtgcgacaggccaggatcgactccctcctcgga
N T L QAR IDS STLTLG
_ctctgtctgcttgacqagttcacqgatccctgggaaagcactcacaactcggtgcacgtg

[p——

Nem—-—

konzervirani
histidinski ostaci —
Cu(A) i Cu(B)

konzervirana
aminokiselina — Cu(A)

B

E konzervirane atg start kodon

F aminokiseline

—Cu(B) metionin
- % oo
S kodon

Cu(A) Cu(B)

podrucje podrucje

: L C L L DEFTDUPWE ST N 8 V v
| tgggtaggaggcacaatggagcggacgttegcetgcagecgateccatcttetacatgeac
< W G T M ERTT FAA AW ADUPTIU E EYMH H
| cacgecttcgtcgactacgtetgggagaaattccggeagegecageggacegtetgegge
1 A F V B Y VW EIKFROQRIOQRTUV CG
~ gtggacccggegtcagactatccgecggacgaacceggetetccggagecacaacgeggte
vV D PA S DY P PDEUPGS P EHNA AWV
agtcaga:ggttgcgatggagttt:tgaqgaacagggacggtattgctgattactggata
S O MV A M F L N D I A D Y W I
gacaactggtataactatacagacacaccaacctgtgctaataattgcgggaataqtccg
D NW Y NY TDTZPTTU CA ANNDNTZGCGNS P
gacctatattgtgataccgatataaatggetgegtatcggagtcgegatttgatttegga
DL YCUDTDTINGT CUV S E SR FUDFG
ggtgatccaattagcacaacacctcttccaccaacaacgaccaccactacaccacgaacg
G D PLTST T P LP P IT T T T T PR T
actcgcaccacacgtacgactacaaca




