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1. UVOD

1.1. Spuzve

1.1.1. Opca obiljezja

Spuzve, koljeno Porifera, su najstarije Zivuée koljeno Metazoa. Sesilni su organizmi,
gradeni od mnostva pora i kanala koji Cine sustav za filtriranje i prehranu Sto je u skladu s
njihovim sjedilackim naCinom zivota (Hickman i sur. 2000).

Poznato je viSe od 5000 vrsta spuzvi koje Zive u moru i oko 150 vrsta koje Zive slatkim
vodama. Vecinom su kolonijalne, variraju u veliCini od nekoliko milimetara pa i do dva
metra. Manji broj je radijalno simetrican, redovito one manje, dok je vecina ipak
nesimetriCna i razgranjena. U povrSinskim, ali i u ostalim dijelovima tijela nalaze se
razliCiti pigmenti pa postoje i narancasto, crveno, Zuto, zeleno ili ljubicasto obojene spuzve
(Matonickin i sur. 1998).

Mnoge zivotinje zive kao komenzali ili paraziti na ili u spuzvama, jednostanicne alge i
bakterije nalaze se u velikim koliCinama u mezenhimu nekih spuzava. S druge strane
spuzve Zive na drugim Zivotinjama: na hidrama, SkoljkaSima, koraljima i ramenonoScima.
Mnogi rakovi, koluticavci, liCinke kukaca i druge Zivotinje sluZze se spuzvama kao
zaklonom (Pechenik 2000).
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1.1.2. Osnovni plan grade tijela

Kod spuzvi kao posebnog organizacijskog tipa Metazoa nije doSlo do razvoja tkiva,

organa i organskih sustava ve¢ Zivotne funkcije obavljaju specijalizirane stanice.
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Slika 1. Shematski prikaz funkcionalne grade spuzvi. Preuzeto s www.trc.ucdavis.edu.

Imaju nekoliko tipova stanica koje su uklopljene u Zelatinozni matriks-mezenhim:

- pinakocite su epitelne plosnate stanice koje prekrivaju vanjsku povrsinu i dio
unutradnjosti. Rubovi nekih pinakocita mogu se stezati i rastezati i na taj nacin regulirati
veliCinu povrsine.

- porocite su stanice sliCne cjevCicama, prostiru se od vanjske povrsine do spongocela.

- hoanocite su stanice jednim dijelom pric¢vrSc¢ene za mezenhim, a drugim slobodno strse
u spongocel. Slobodni dio ima bi¢ koji je okruzen ovratnikom gradenim od mikrofibrila.
BiCem stvaraju struju vode koja Cestice nosi prema ovratniku gdje se filtriraju.

- arheocite su ameboidne stanice koje obavljaju mnostvo funkcija i mogu se razviti u
specijaliziran tip stanica: skleroblasti (prema vrsti skeleta koji izgraduju razlikuju se:
kalkoblasti, silikoblasti i spongoblasti), miociti, kromociti i spolne stanice.

Skelet je graden od iglica (spikula) razliCitog oblika i mineralnog sastava ili

bjelanCevinastih vlakanaca (spongina) (Matonickin i sur. 1998; Hickman i sur. 2000).
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Zivot spuzve ovisi 0 struji vode koju stvaraju hoanocite. Struja vode donosi im hranu i
kisik, a odnosi metabolicki otpad. Hrane se Cesticama veliCine od 0,1 do 50 pm. Prehrana
se sastoji od bakterija, algi, protista i razliCitih suspendiranih organskih cCestica (Miller i
Harley 1999).

Strukturalno najjednostavnije spuzve su askonoidnog tipa. Voda kroz mnogobrojne pore na
povrsini ulazi u veliku Supljinu, spongocel, oblozenu hoanocitima. Na kraju se izbacuje
kroz jedan veliki otvor, oskulum. Askonoidni plan grade nije dovoljno uspjeSan u
pokretanju vode kroz spongocel stoga su spuzve tog tipa grade redovito malene. Tijekom
vremena doSlo je do razvoja oblika koji povecavaju protok vode kroz spongocel i imaju
povecanu povrsinu dostupnu za prikupljanje hrane.

Spuzve kod kojih je nabiranje stjenke tijela joS jednostavno nazivaju se sikoidne spuzve.
Vodu primaju dolaznim kanalima koji se granaju u radijalne kanale obloZene hoanocitama.
Radijalni kanali se ulijevaju u spongocel, obloZen epitelnim stanicama. Najveci stupanj
nabiranja postignut je kod leukonoidnih spuzva. To je najslozeniji tip i najbolje adaptiran
za povecanje veli€ine spuzve. Tu je potpuno nestala radijalna simetrija, a oblik spuzve je

nepravilan. Spongocel je nestao, a voda se filtrira u bicastim komoricama.
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Slika 2. Tri osnovna oblika spuzvi, prema unutradnjoj gradi i rasporedu unutradnjih
prostora. Preuzeto s www.zipcodezoo.com.
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1.1.3. Razmnozavanje i embrionalni razvoj

Spuzve se razmnozavaju spolno i nespolno. Djelomi¢no su dvospolci, djelomicno
razdvojenog spola. Nespolno se razmnoZavaju fragmentacijom, imaju veliku moc
regeneracije, i unutraSnjim pupanjem pri ¢emu stvaraju rasplodna tijela koja nazivamo
gemule. Spolne stanice nastaju iz amebocita, ali i iz hoanocita. Oplodnja je unutrasnja, $to
je odvedena osobina za ovo koljeno koje se smatra jednostavnim, ili rjede vanjska.

U embriogenezi spuzve poznate su dvije vrste liCinki. Kod liCinke amfiblastule
trepetljikave stanice predodredene za razvoj sloja hoanocita nalaze se na jednom njenom
kraju. Kod najveceg dijela spuzava unutrasnjost blastule je mnogobrojnim dijeljenjima

stanica potpuno ispunjena, pa se takva licinka naziva parenhimula (Habdija i sur. 2004).

1.1.4. Filogenija

Mnostvo fosilnih podataka datira iz kambrija, a neki smatraju da su spuzve bile prisutne i u
prekambriju. Do njihovog ubrzanog razvoja dolazi u razdoblju devona.

Zbog specificne organizacije, diferencijacije stanica i embriogeneze, njihova je sistematika
slozena. Cesto su smatrane prijelaznim koljenom izmedu Protoctista i Metazoa. U brojnim
sistematikama odvojene su od ostalih Metazoa u skupinu pod nazivom Parazoa ili
Archaemetazoa. Mnogi znanstvenici smatraju da su se spuzve razvile iz okovratnih bicasa.
Neki se protive toj hipotezi jer se okovratna struktura javlja kasnije u embrioloSkom
razvoju spuzve. Vanjske stanice larve imaju bicCeve, ali ne i ovratnike. One postaju
hoanocite tek kada dodu u unutrasnjost (Hickman i sur. 2000).

Sekvenciranjem ribosomske RNA dobiveni su podaci koji podupiru hipotezu zajednickog
pretka Metazoa i okovratnih biCaSa. Pretpostavlja se da spuzve i Eumetazoa imaju
zajedniCkog pretka koji se naziva Urmetazoa, ali su se spuzve odvojile ranije. Novija
istrazivanja pokazuju da s viSim koljenima dijele osnovne receptor-ligand sustave,

posebice one vezane za izgradnju tijela i imunoloSko prepoznavanje (Hickman i sur. 2000).
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Slika 3. Filogenetski poloZaj koljena Porifera.

Preuzeto s www.biology.lsu.edu.

1.1.5. BioloSka raznolikost spuzvi, klasifikacija

Danas ZivuCe vrste mozemo svrstati u tri razreda. Podjela se temelji velikim dijelom na
kemijskom sastavu i morfologiji potpornih elemenata.

Demospongia- kremenorozZnjace

Najveci razred koji obuhvaca oko 80% vrsta. Nalazimo ih na svim dubinama i na razli¢itim
povrSinama. Prvi put se javljaju u kambriju. Spikule su uglavnom gradene od silicija i
povezane nitima spongina. NajceSCe su svijetlo obojene. PovrSina je meka, elastina, ali
takoder moze biti lomljiva ili ¢vrsta. Vecinom su leukonoidnog tipa grade, variraju u

obliku. Ovoj skupini pripadaju i slatkovodne spuzve zastupljene porodicom Spongillidae.
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Hexactinellida- staklaCe

Ovo je razred dubokomorskih spuzvi. Skelet je graden od Sesterozrakastih silicijevih iglica.
Neobicne su zbog svog sincicijalnog tipa tkiva. Sikonoidnog su ili leukonoidnog oblika.
Uglavnom su blijedo Zute do bijele boje. Najstariji ostatci mnogostani¢nih organizama
upravo su spikule ove porodice iz perioda kasnog proteozoika.

Calcarea- vapnenjace

Skelet vapnenjaCa sastavljen je od spikula gradenih od kalcijeva karbonata. Ovdje su
ukljucena sva tri gradevna plana spuzava: askonoidni, sikonoidni i leukonoidni. Uglavnom
su male, od nekoliko milimetara do 30 cm, raznih su oblika. Sve vrste su morske (Hutchins
I sur. 2003).

1.1.6. Obiljezja genoma

Sve nukleinske kiseline, kod koljena Porifera, Cvrsto su povezane s polisaharidima i takvi
kompleksi Cine vise od 23-92 mg/10 g zive tvari (Matonickin i sur. 1998). VeliCina
haploidnog genoma morskih spuzvi Suberites domuncula i Geodia cydonium je otprilike
1,7 pg, Sto odgovara 1670 Mb (Imsiecke i sur. 1995). To je u rangu s nekim
kraljeznjacima, na primjer Gallus domesticus ima veliCinu genoma 1200 Mb, a Cyprinus
carpio 1700 Mb. Za usporedbu, veliCina ljudskog haploidnog genoma je 3400 Mb (Li i
Graur 1991). Genom spuzve sadrZi oko 30 000 gena.

Introni su vrlo kratki, vecina ih pripada u razred introna veliCine 0, 1 — 2 kb. Do sada nisu
pronadeni introni veci od 5 kb (Mdller W. E. G. 2003).

Fahey i sur. (2008) su usporedbom nekodirajucih regija (nekada zvane engl. junk DNA)
kod spuzve Amphimedon, Zarnjaka Nematostella vectensis i nekoliko drugih bilaterija,
razliCite veliCine genoma, uoCili kako geni kod vrste Amphimedon imaju izrazito krace
sljedove izmedu gena u odnosu na druge prethodno spomenute vrste. Nikakve druge vece
razlike kod regulatornih gena koje su proucavali nisu uocCene. To je dovelo do pretpostavke
kako je upravo ta razlika u duljini nekodirajuce regije kljucna za razlike u ekspresiji
regulatornih gena koje su uocene tijekom embriogeneze. Takve podatke dobili su i Breter i

sur. (2003) za genome spuzvi Suberites domuncula i Geodia cydonium, Ciji se genom
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takoder sastoji od klastera tijesno poredanih gena, $to upucuje da je to mozda zajednicka
osobina genoma kod Demospongia.

Poznato je kako su funkcije proteina visoko konzervirane od spuzvi do
protostomicnih/deuterostomicnih organizama. Takav primjer su i integrini i adhezijske
molekule (Wimmer i sur. 1999), te stresom inducirani enzimi i neke protein kinaze (B6hm
I sur. 2001). Spuzve posjeduju transkripcijske faktore i signalne putove Ciji ortolozi imaju
ulogu u genskoj regulaciji embriogeneze kod bilateralnih organizama (Davidson, 2006).
Taj set regulatornih gena morao je nastati prije divergencije linija iz koje su se zatim
razvile spuzve, odnosno Eumetazoa.

Gamulin i sur. (2000) usporedili su 42 filogenetski oCuvana proteina iz Cetiri morske
spuzve sa setom proteina iz Caenorhabditis elegans i Covjeka. Vecina proteina je izrazito
slicnija ortolozima kod Covjeka nego kod Caenorhabditis elegans, iako su se spuzve prve
odvojile od zajedniCkog pretka, i to prije 580 milijuna godina. Spuzve, kao i sisavci, imaju
nizu stopu promjene proteinske sekvence tijekom evolucije u odnosu na vrste Drosophila

melanogaster i Caenorhabditis elegans.

1.2. Rad 51 i njegovi paralozi

1.2.1. Rad51 je homolog proteina RecA

Sve stanice u organizmu podlozne su djelovanju endogenih i egzogenih mutagena koji
oSteCuju DNA. Medu najopasnijim oSte¢enjima su dvolancani lomovi (van Gent i sur.
2001). Nakupljanje takvih oStecenja vodi ka promijenjenoj funkciji stanica, onkogenezi ili
stanicnoj smrti, stoga su sustavi za popravak DNA vrlo vazni za prezivljavanje stanica
(Thompson i Schild 2002). Kako ovaj tip oSteCenja pogada oba lanca, DNA osobito je
teZak za popravak. Rekombinacija s homolognim slijedom DNA u neoSte¢enom
kromosomu osigurava mehanizam za popravak kojim nece do¢i do nastanka delecija,
supstitucije baza, translokacija ili insercija. Osim za popravak oSteCenja, homologna
rekombinacija kljuCna je za stvaranje genetiCke raznolikosti, koja je osobito vazna s

evolucijskog stajalista (Thacker 1999; Cooper i Hausman 2004).
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Kod bakterija centralnu ulogu u homolognoj rekombinaciji ima protein RecA Kkoji
katalizira invaziju lanca i njihovu izmjenu u ranoj fazi homologne rekombinacije (Cox i
Lehman 1982; West i sur. 1981). Kod eukariota strukturalni i funkcionalni homolog
proteina RecA je protein Rad51 (West 2003). Clanovi ove obitelji o¢uvani su kod svih
organizama, od bakterija do sisavaca, $to ukazuje na njihovu esencijalnu ulogu u procesu
homologne rekombinacije (Brendel i sur. 1997). Eukariotski RecA homolozi prvi put su
otkriveni kod kvasca Saccharomyces cerevisiae (Shinohara i sur. 1992).

Homolog RecA otkriven je i kod halofilnih i termofilnih arheja (Sandler i sur 1996). Za
razliku od eubakterija, arhebakterije imaju dva proteina koji se nazivaju RadA i RadB
(DiRuggiero i sur. 1999; Komori i sur. 2000). Kod Covjeka i kod drugih viSih eukariota je
do danas uz Rad51 otkriveno jos pet njegovih paraloga: Rad51B, Rad51C, Rad51D, Xrcc2,
Xrcc3. Svaki od tih paraloga pokazuje odredenu razliku u odnosu na Rad51, ali svi imaju
domenu kojom se veZu za oSteCenu DNA i Walker A i B motive, domene za vezanje i
hidrolizu ATP-a (Albala i sur. 1997; Dosanjh i sur. 1998; Liu i sur. 1998; Pittman i sur.
1998). Najvjerojatnije su nastali od zajedniCkog gena pretka, a zatim je doSlo do
diferencijacije u njihovoj funkciji (Kawabata i sur. 2005).

Paralozi se javljaju u obliku dva razliita kompleksa koji pomazu Rad51 u izmjeni lanaca

tokom homologne rekombinacije:

e Rad51B-Rad51C-Rad51D-Xrcc2
(BCDX2)

e Rad51C-Xrcc3 (CX3)

(Masson i sur. 2001; Liu i sur. 2002)

Slika 4. Grada kompleksa BCDX2 (A) i CX3
(B) koji sudjeluju u procesu homologne
rekombinacije. Preuzeto od Masson i sur.

. 2001; Liu i sur. 2002.
Promjene u funkciji Rad51 dovest ¢e do

stanicne smrti, dok nedostatna funkcija nekog od paraloga nije vazna za vijabilnost stanica,

ali dolazi do promjena u fenotipu (Kawabata i sur. 2005).
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1.2.2. Uloga Rad51 i njegovih paraloga u stanici

Protein Rad51 je kljuCni protein u procesu  ——

homologne rekombinacije kod eukariota. Na N- l

m  APA
terminalnom Kkraju proteina nalazi se domena =———— smmsa———
koja omogucuje vezanje na DNA na mjestu l @ P
loma, vezanje je neovisno 0 DNA nukleotidnoj :“
sekvenci (Arber i sur. 2005). Jedan monomer l s

veZe se na tri bazna para, a nastali :M
nukleoproteinski ~ filament ima  aktivnost

hidrolize  ATP-a.  Susjedne  podjedinice —M

povezane su preko visoko oCuvanih segmenata

koji imaju strukturu B-ploCe. Filament ima l

strukturu desno orijentirane zavojnice u kojoj je N G

DNA izduzena za oko 50% u odnosu na njenu

. . . . Slika 5. Polimerizacija proteina Rad51 na
duljinu u B-formi (Bianco i sur. 1998). pNA na mjestu loma. Preuzeto s
Kompleks katalizira homologno sparivanje WWW.protein.osaka-u.ac.jp.
jednolanCane DNA s dvolan€anom i izmjenu
lanaca. Migracija nastalog DNA heterodupleksa je spora, ali se poveCava prisustvom
drugih proteina kao $to su Rad51 paralozi, Rad52 i Rad54 (West 2003). Utjecaj hidrolize
ATP-a na stvaranje kompleksa za popravak DNA vaZan je za razumijevanje popravka
dvolancanog loma DNA. Uoceno je da RecA i Rad51 prolaze konformacijske promjene
nakon vezanja ili hidrolize ATP-a koji su vazni za regulaciju njihove polimerizacije na
DNA. Neka istrazivanja pokazuju da su i Rad51 kompleksi regulirani ovom efektorskom
molekulom (Menetski i Kowalczykowski 1985; Kim i sur. 2002).
Kompleksi imaju ulogu u ranoj fazi homologne rekombinacije: pomazu polimerizaciju
Rad51 tako Sto uklanjaju RPA protein (replikacijski protein A) koji se veze na
jednolanCanu DNA i sudjeluju u invaziji lanca. Neki podaci govore o njihovoj ulozi i u

kasnijim fazama homologne rekombinacije. U tom pogledu je zanimljiv BX3 kompleks jer
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mutante za Xrcc3 ili Rad51C, podjedinice ovog kompleksa, imaju poteSkoce kod
razrjeSenja Hollidayeve veze (Liu i sur. 2007).

Prvi otkriveni paralog proteina Rad51 je protein Rad51C. Javlja se u oba kompleksa,
BCDX2 i BX3. Na C-terminalnom kraju ima signalnu sekvencu koja mu omogucuje
ulazak u jezgru. Neka istraZzivanja pokazuju kako Xrcc2 nema signalnu sekvencu, te da mu
pri ulasku pomaze Rad51C (French i sur. 2003).

Paralozi Rad51B, Rad51C, Rad51D i Xrcc2 grade kompleks koji se skraceno naziva
BCDX2 kompleks. Yokoyama i sur. pokazali su u pokusima s raznim tipovima DNA i
ovim kompleksom kako on preferira vezanje na razgranate strukture ukljuCujuci i
Hollidayevu vezu, pa je moguce da ima ulogu u pomicanju mjesta ukriZenja.

Rad51D je jedinstven izmedu Rad51 paraloga, osim u popravku dvolancanih lomova DNA
sudjeluje i u oCuvanju duljine telomera i spreCavanju njihove fuzije (Tarsounas i sur.
2004). Reverzna transkriptaza replicira telomerne sljedove, a specificni proteini vezu se i
Stite krajeve (Yanowitz 2007).

Kod ionizirajuéeg zraCenja i radijacije dolazi do prekomjerne ekspresije Rad51B. On
fosforilira proteine vazne u kontroli stani¢nog ciklusa, kao $to su cdk2, ciklin E, p53 $to
dovodi do zaustavljanja ciklusa u G1 fazi (Havre i sur. 2000). Protein takoder stupa i u
interakciju s histonima (Coleman i sur. 2003).

Zahvaljujuci svojoj centralnoj ulozi u procesu rekombinacije Rad51 je meta mnogih
regulacijskih faktora koji koordiniraju DNA popravak, transkripciju, replikaciju i stanicni
ciklus. Rad51 stupa u interakciju s mnogim drugim proteinima u stanici ukljucujuci i tumor
supresor proteine p53, BRCAL i BRCA2 koji igraju vaznu ulogu u odrzavanju integriteta
genoma (Scully i sur. 1997; Yuan i sur. 1999). Protein p53 veze se na Rad51 i inhibira
njegovu ATP-aznu aktivnost i izmjenu lanaca u procesu homologne rekombinacije
(Sturzbecher i sur. 1996). Protein BRCAZ2 regulira aktivnost proteina Rad51 tako $to ga
prenosi do mjesta DNA oStecenja. Uloga BRCAL za sada je jo§ nepoznata.

Rad51 je Cesto prekomjerno eksprimiran u stanicama raka i povezan je s njihovom
rezistencijom na kemoterapiju i radioterapiju, te s njihovom povecanom proliferacijom
(Henning i Sturzbecher 2003). Stoga je potencijalna meta za lijekove, kao i homologna
rekombinacija koja bi se mogla iskoristiti za popravak gena (Ohnishi i sur. 1998, Ito i sur.
2005, de Semir i Aran 2006). Zbog vaznosti u fundamentalnoj biologiji i moguce primjene
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u medicini cijela skupina ovih proteina predmet je brojnih istraZzivanja, ali toCan

mehanizam njihovog djelovanja jos$ nije otkriven (Renodon-Corniére i sur. 2008).

1.3. Introni

1977. godine otkriveno je da su geni eukariota isprekidani nekodirajuéim regijama-
intronima, koji se uklanjaju kompleksom RNA i proteina. Sekvence koje prekidaju gene
pronadene su i kod bakterija i u genomima organela (mitohondrij, kloroplast), no one se
same izrezuju, a nazivaju se parazitski elementi.

Broj i veli€ina introna varira izmedu organizama i gena. Tako je kod npr. kvasca vecina
gena neprekinuta, dok geni kod sisavaca imaju puno introna.

Vecina introna je nevazna za funkciju gena, no kod nekih su unutar introna prisutne
regulacijske sekvence ili njihova prisutnost osigurava nastanak vise razliCitih transkripata
(Pagel i sur. 2002).

lako nukleotidna sekvenca introna brzo evoluira, lokacija introna unutar gena moze biti
visoko oCuvana izmedu udaljenih vrsta ili paraloga nastalih duplikacijom unutar genoma
(Federov i sur. 2002).

Nedavne studije pokuSale su rekonstruirati povijest gubitka i nastanka introna tijekom
evolucije eukariota. Jedni smatraju da su introni naslijedeni zajedno s genima od
prokariotskog pretka, a razlike koje danas vidimo u strukturi homolognih eukariotskih gena
su posljedica gubitka nekih introna (Roy i Gilbert 2005). S druge strane postoji teorija
kako su se introni pojavili tek s eukariotima i pojavljuju se konstantno tijekom evolucije
eukariota (Qiu i sur. 2004). Nekoliko je mehanizama evolucije introna i njihove
distribucije unutar kodirajuce regije. Migracija introna oznaava pomicanje granice intron-
egzon za nekoliko baza (1-15 nukleotida). No statisticke metode pokazuju kako su ti
dogadaji vrlo rijetki, pravi evolucijski fenomeni. Dokazi 0 migriranju introna na vece

udaljenosti nikad nisu pronadeni.
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Slika 6. Introni-prije (A) i introni-poslije
(B) hipoteza. Preuzeto od Rogozin i sur.
20083.

Tako je glavni mehanizam evolucije introna: gubitak ili pojava novih introna. Neki
eukarioti su, kao npr. Saccharomyces cerevisiae, izgubili gotovo sve introne naslijedene od
zajedniCkog pretka (Rogozin i sur. 2003). Nedavne komparativne analize na genomima
kraljeznjaka utvrdile su samo gubitke introna kod sisavaca, ali ne i pojavu novih (Roy i
sur. 2003). Ti rezultati upucuju na pretpostavku da gubitak introna dominira u kratkom
evolucijskom periodu, dok bi insercije introna mogle biti povezane s velikim promjenama
u evolucijskoj proslosti (Rogozin i sur. 2005). S druge strane Coghlan i Wolfe (2004)
identificirali su 81 intron kod Caenorhabditis elegans i 41 intron kod C. briggsae za koje
smatraju da su se nedavno pojavili u njihovim genomima. 28 introna ima znacajnu sli¢nost
u sekvenci s drugim intronima, ukljucujuci i tri introna koji su sli¢ni drugim intronima u
istom genu. Ovi rezultati upucuju na mogucnost da su barem neki od novonastalih introna
posljedica reverznog izrezivanja vec postojeceg introna.

Analizom vece koliCine podataka uoCeno je da introni nisu nasumicno rasporedeni s
obzirom na kodon, pojavljuju se u tri faze koje se definiraju s obzirom na njihov poloZaj u
odnosu na kodon. Introni faze 0 nalaze se izmedu dva kodona, introni faze 1 nakon prve

pozicije u kodonu, a faze 2 nakon druge pozicije. U svim analiziranim genomima
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prevladavaju introni faze 0 (Long i Rosenberg 2000). Detaljnijim promatranjem uoceno je
da se takvi introni nalaze u visoko oCuvanim dijelovima gena, pa se smatra da su introni
faze 1 i faze 2 mozda podlozniji mutacijama i delecijama koje su onda uzrokovale gubitak
takvih introna (Ruvinsky i sur. 2005).

Polozaji introna uspjeSno se koriste kao filogenetski marker kod kracih evolucijskih
udaljenosti, ali se ne smatraju dobrim izvorom informacija za proucavanje filogenetskih
odnosa udaljenih vrsta (Vanketesh i sur. 1999; Rogozin i sur. 2003).
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2. HIPOTEZA I CILJ ISTRAZIVANJA

2.1. HIPOTEZA

Spuzve, iako najstarije Zivuce koljeno Metazoa kod kojeg nije doSlo do razvoja tkiva i
organa, posjeduju brojne evolucijski saCuvane gene i proteine ukljuene u odvedene
funkcije i predstavljaju zanimljiv modelni organizam za evolucijsko istraZivanje.
Dosadasnja istrazivanja na spuzvi pokazala su da u nacelu geni/proteini spuzava pokazuju
veCi stupanj konzerviranosti strukture s homolognim/ortolognim genima i proteinima
kraljeznjaka, nego s homolozima/ortolozima iz beskraljeznjaka. Stoga o¢ekujemo da Ce i
proteini Rad51 i Rad51D iz morske spuzve Suberites domuncula, s obzirom da su vazni za
vijabilnost 1 normalnu funkciju stanica, takoder imati nisku stopu promjene
aminokiselinske sekvence i najvjerojatnije pokazivati najvecu slicnost s homolognim
proteinima kraljeznjaka.

Pretpostavljamo takoder da Ce kod gena za te proteine i polozZaj i faza introna biti
evolucijski oCuvana. U dosadasnjim istrazivanjima na genomu spuzvi uoceno je kako
njezini geni ne posjeduju duge introne. Stoga za introne u genima rad51 i rad51D
oCekujemo da nece biti dulji od 2 kb.

2.2. CILJ ISTRAZIVANJA

e izolacija ukupne DNA iz morske spuzve Suberites domuncula
e odredivanje i analiza nukleotidnog slijeda i strukture gena rad51 i rad51D
e analiza proteinske sekvence Rad51 i Rad51D

e stvaranje ekspresijskog konstrukta i sinteza proteina

14
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Pokusni organizam

Istrazivanja su provodena na genomu vrste Suberites domuncula Olivi, 1792.
Klasifikacija: Kraljevstvo: Animalia

Koljeno: Porifera

Razred: Demospongia

Red: Hadromerina

Slika 7. Spuzva Suberites domuncula u svom prirodnom
okruZenju. Preuzeto s www.geologischevereniging.nl.

Suberites domuncula, odnosno narancasta plutaca, je vrsta spuzve Siroko rasprostranjena
na Mediteranu, a nalazimo je joS i u Crnom moru. Jedinke su sfericne, maksimalnog
promjera do 10 cm. PovrsSina je vecinom glatka, sadrzi samo male kanale koji su Cesto

ravni i javljaju se pojedinacno. RazliCito su obojene: od naranCaste do svijetlo plave boje.
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Obojene su zahvaljujuci sloZzenoj mjeSavini ugljikohidrata s pigmentima slicnim alfa-
karotinu, beta-karotinu, likopenu i torulenu (Matonickin i sur. 1998).

Primarno nastanjuju muljevita i pjeskovita dna, a Cesto ih nalazimo i u simbiozi s rakom
Paguristes eremita. Ova vrsta raka nastanjuje prazne Skoljke na koje se onda prihvati
spuzva. Spuzvama ova simbioza omogucuje bijeg od sjedilackog naCina Zivota $to onda
znaci rasprostranjenje gameta na Sirem prostoru i ve¢i donos hrane. Zauzvrat luceci toksine

odbija moguce predatore i na taj nacin Stiti raka.

Primjerci koriSteni u ovom istrazivanju skupljeni su u Jadranskom moru, u blizini Rovinja.

Razdijeljeni su na manje komade i pohranjeni na -80°C.

3.1.2. Osnovne kemikalije

U ovom radu KoriSten je sljedeCi materijal: agar (Difico), agaroza (Sigma), akrilamid
(Sigma), ampicilin (Boehringer Mannheim), amonijev persulfat, APS (Serva), dimetil
sulfoksid (DMSO) (Sigma), ditiotreitol (DTT) (Sigma), etilendiaminotetraoctena kiselina
(EDTA) (Sigma), etanol (Kemika), fosfatna kiselina (Kemika), glicerol (Merck), glicin
(Merck), D-glukoza (Kemika), N-2-hidroksietilpiperazin-N'-2-etansulfonska kiselina
(HEPES) (Amersham Bioscience), imidazol (Boehringer Mannheim), izopropil-B8-D-
tiogalaktopiranozid (IPTG) (Sigma), kalijev klorid (Alkaloid), metanol (Kemika), N,N'-
metilbisakrilamid (Merck), natrijev acetat (Kemika), natrijev dodecilsulfat (SDS) (Merck),
natrijev hidrogenkarbonat (Kemika), natrijev klorid (Kemika), fenilmetilsulfonil-fluorid
(PMSF) (Sigma), N,N,N’,N'-tetraetilendiamin (TEMED) (Kemika), Tris(hidroksimetil)-

aminometan (Kemika).
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3.1.3. Osnovne puferske otopine

KoriSteni su puferi:
e TE (10 mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH 8.0)
e TAE (0,04 M Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8.3)
e TBS (150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 0,1% Tween 20)
e CMFSW+EDTA (400 mM NaCl, 7 mM Na,SO,, 10 mM KCI, 10 mM
HEPES, 2,5 mM Na-EDTA)
e pufer za proteine (50 mM Tris-HCI, 100 mM KClI, 15% glicerol, 1 mM
DTT, 0,2 mM PMSF, pH 7.5)

3.1.4. Nukleotidi, oligonukleotidi i nukleinske kiseline

e dNTP Mixture (TaKaRa)
e DNA-biljeg
1kbDNA Ladder (NEBL)
e Pocetnice za kloniranje:
Univerzalni oligonukleotidi koji sluze kao klice za poCetak sinteze DNA ugradene u

plazmidni vektor:

T3  5-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3 (MWG-Biotech AG)
T7  5-TAATACGACTCACTATAGGG-3 (MWG-Biotech AG)

PocCetnice osmisljene i sintetizirane za istrazivanja na genima rad51 i rad51D:

Pocetnice za gen rad51

rdl 5-GTACACAAAATCTGAGATG-3 (Sigma)
rd2 5-CTGAGCAAAGTTCTGAG-3 (Sigma)
rd3 5-CAGTACCAATGATGTAAAGAAAC-3 (Sigma)
rdd 5-GCCACGGCATTATATCGCAC-3 (Sigma)
rdrv. 5-CCCAGTTCTTAATTCTCCG-3 (Sigma)
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Pocetnice za gen rad51D
fwl 5-CGCATATGCAAACGCATGTGAAC-3 (Invitrogen)
fw2 5-CATGCCATATGAATAGTCTGTC-3' (Invitrogen)
rv.  5-AGATGATTTCGGGATCCTAGC-3 (Invitrogen)

Pocetnice su osmisljene pomocu programa za kreiranje pocetnica NetPrimer.
Ne posjeduju os simetrije drugog reda i nisu komplementarne vektorskoj DNA ili

podrucjima DNA koja su procitana.

3.1.5. Plazmidi

Vektor pET15b dio je ekspresijskog sustava vektora pET (Novagen) i koristen je za
prekomjernu ekspresiju gena rad51D u E. coli. Kodirajuca regija klonirana je unutar

restrikcijskih mjesta Bam HI i Nde I.

3.1.6. Proteini i enzimi

Albumin govedeg seruma (BSA) (Sigma), Taq polimeraza (Amersham Biosciences),
Bam HI (NEB), Nde | (NEB), DNA-ligaza faga T4 (NEB), lizozim (Sigma), proteinski

biljeg Sirokog raspona (Amersham Biosciences).

3.1.7. Boje

KoriStene su boje Bromphenol Blue (BPB) (Serva), Coomassie Briliant Blue R-250
(Sigma), etidij-bromid (Rosche).

3.1.8. Hranjive podloge za uzgoj bakterija

Za uzgoj bakterije E. coli koristena je:
- LB tekuéa podloga (5g/L kvascev ekstrakt, 10g/L tripton, 5g/L NaCl, 0,1g/L MgCl,)
- LB kruta podloga (12¢g/L agara)

- Selektivne podloge su sadrzavale 100 pyg/mL ampicilina.
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3.1.9. Bakterijski sojevi

E. coli kompetentne stanice, soj BL21, omogucuju kontroliranu ekspresiju Zeljenih
proteina ugradenih u vektore kao Sto su pCAL i pET vektori.
Genotip: E. coli B F dcm ompT hsdS (rg" mg") gal

3.1.10. Ostali materijali

Koristeni su komercijalni paketi:
e zaizolaciju genomske DNA
Qiagen Genomic DNA, Qiagen Blood and cell culture DNA (Qiagen)
e zaizolaciju plazmidne DNA
QIAprep Spin Miniprep (Qiagen)
e zaproCiS€avanje fragmenata DNA iz agaroznog gela
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
e zasekvenciranje DNA
ABI-PRISM Big Dye Terminator Version 3.1 Ready Reaction Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems)

Za Western-analizu proteina koristeni su:
e poliviniliden fluoridna membrana (Amersham Biosciences)
e primarna antitijela Anti-His iz miSa (Amersham Biosciences)

e sekundarna antitijela Anti-mouse 1gG, u kompleksu s peroksidazom (Amersham
Biosciences)

e luminol (Amersham Biosciences)

e pojacCivac (Amersham Biosciences)

Za PCR reakciju koristen je PCR Ready Mix (Sigma)

sastav: 1,5 U Taq DNA polimeraza, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCls,
0,2 mM dNTP, 0,001% gelatin, stabilizatori

19



Materijal i metode

3.2. Metode

3.2.1. Izolacija ukupne DNA iz spuzve Suberites domuncula

Do nedavno je ovaj korak u molekularnoj biologiji bio vrlo kompleksan, podrazumijevao
je mnogobrojne razliCite metode od kojih su neke vrlo dugotrajne, teSke i nespretne.
Unatrag desetak godina cijela tehnologija je revolucionizirana uvodenjem purifikacijskih
metoda koje se baziraju na selektivnom vezanju nukleinskih kiselina na silikagel
membrane ili na ionskoj izmjeni. NK se proCiSCavaju iz smjese bez potrebe za organskim

dugotrajnim ekstrakcijama i selektivnim taloZzenjem.

U radu je koristen Qiagen Genomic DNA, Qiagen Blood and cell culture DNA paket.

Ovaj komercijalni paket omogucuje direktnu izolaciju visokomolekularne DNA veliCine
20-150 kb. Procedura se temelji na optimiziranim puferskim sustavima za lizu stanica,
nakon Cega slijedi vezanje genomske DNA na membranu kod niske koncentracije soli i
odredenih pH uvjeta. RNA, proteini, boje i nisko molekularne neCistoce se ispiru.
Genomska DNA se eluira puferom s visokom koncentracijom soli, a zatim se koncentrira i

rjeSava soli taloZzenjem izopropanolom.

S obzirom da se radi o ¢vrstom i smrznutom tkivu gdje bi djelovanje pufera za lizu bilo

vrlo oteZzano napravljeni su slijedeci predkoraci:

e 100 mg tkiva homogenizirano je u tekucem duSiku i ostavljeno sat vremena u
CMFSW+EDTA otopini, uz mijeSanje, da se razgradi na pojedinacne stanice

e nakon toga ostavljeno je nekoliko minuta na sobnoj temperaturi kako bi tkivo i
iglice pali na dno

e supernatant je izoliran i centrifugiran na 100 g, 10 minuta.
*centrifugira se pri maloj g vrijednosti kako ne bi doslo do denaturacije DNA

e talog u kojem se nalazi DNA dalje je obraden po protokolu koji je priloZzen u

paketu
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3.2.2. Umnozavanje DNA lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR)

Ako je poznat dio slijeda nukleotida u nekoj molekuli nukleinske kiseline moguce je in
vitro pripraviti goleme koliCine te molekule. Tako dobivene velike kolicine DNA mogu se
koristiti za molekularno kloniranje, analizu razgradnjom restrikcijskim endonukleazama ili
za odredivanje slijeda nukleotida.

Neophodno je poznavati slijed DNA koji se umnaza. To e posluZiti za odabir pocetnica, to
jest para kracih oligonukleotida koji predstavljaju granice (lijevo i desno) odsjecka DNA
koji se umnaza. Osim pocCetnica za samu reakciju potrebna su i Cetiri deoksiribonukleozid-
trifosfata (ANTP), te termostabilna DNA-polimeraza.

Reakcija zapocinje zagrijavanjem kalupa na visokoj temperaturi (95°C) da bi doslo do
razdvajanja dva lanca DNA. Nakon toga se temperatura snizava kako bi se poCetnicama
omogucilo da se specificno povezu s komplementarnim slijedom na lancima kalupa. Treci
korak je zagrijavanje reakcijske smjese na temperaturu od 70-75°C pri kojoj se odvija
sinteza lanaca. Kontinuiranim ponavljanjem denaturacije, sparivanja i produljivanja u
nekoliko ciklusa (obi¢no 20-40 ciklusa) koli¢ina umnozene DNA eksponencijalno raste.
Enzimi koje koristimo su stabilni na visokim temperaturama, a izolirani su iz bakterija
poput Thermus aquaticus koje Zive u termalnim izvorima na temperaturi od priblizno
75°C.

UspjeSnost reakcije PCR provjerava se elektroforezom produkta reakcije u agaroznom

gelu.

Osobine pocetnica koje ¢e osigurati njihovo snaznije sparivanje s kalupom:
- duljina pocetnica 18-24 pb

- temperatura sparivanja izmedu 50-65°C

- udio G i C nukleotida 45-55%

- 51 3 krajevi zavrSavaju s nukleotidom G ili C, ili GC odnosno CG dinukleotidom
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Tablica 1. Volumeni i koncentracije potrebnih kemikalija za umnaZanje gena rad51

PCR reakcijom.

Reagensi Pocetna Konacna Volumen
koncentracija koncentracija (uL)
PCR Ready Mix 2X 1x 12,5
Pocetnica 1 10 pmol/pL 0,2 pmol/pL 0,5
PocCetnica 2 10 pmol/uL 0,2 pmol/uL 0,5
Kalup 20 ng/uL 1,6 ng/pL 2
Voda - - 9,5

Ukupni volumen PCR reakcija je 25 pL.

PocCetnica 1 oznaCava T3 pocetnicu, a pocetnica 2 pocetnice rdl ili rd2. Sekvence svih
pocetnica su navedene u poglavlju 3.1.4. Nukleotidi, oligonukleotidi i nukleinske kiseline.
Za DNA kalup koristena je cDNA biblioteka i genomska DNA. Kao pozitivna kontrola

koristen je plazmid s ukloniranim fragmentom gena rad51.

Tablica 2. Program PCR reakcije za umnaZzanje slijeda gena rad51.

Koraci Temperatura (°C) Vrijeme (min) Broj ciklusa
PocCetna denaturacija 95 5 1
Denaturacija 94 1 30
Sparivanje pocetnica 54 1,5 5

52 1,5 5

50 1,5 20
Produljivanje lanca 72 3 1
Zavrsno 72 10 1
produljivanje lanca

22



Materijal i metode

Tablica 3. Volumeni i koncentracije potrebnih kemikalija za umnaZanje gena rad51D
PCR reakcijom.

Reagensi Pocetna Konacna Volumen
koncentracija koncentracija (uL)
dNTP 2 mM 0,2 5
pufer 10 x 1x 5
MgCl, 25 mM 2,5 3
Taq polimeraza 5U/ L 1U 0,5
Pocetnica 1 10 pmol/pL 0,4 pmol/pL 2
Pocetnica 2 10 pmol/pL 0,4 pmol/pL 2
Kalup 20 ng/uL 0,2 ng/uL 0,5
Voda - - 32

Ukupni volumen PCR reakcija za umnaZanje gena rad51D je 50 pl.
Pocetnica 1 oznaCava pocetnice fwl ili fw2, a PocCetnica 2 oznaCava pocetnicu rv.
Za DNA kalup koristena je cDNA biblioteka i genomska DNA.

Tablica 4. Program PCR reakcije, umnaZanja gena rad51D.

Koraci Temperatura (°C) Vrijeme (min) Broj ciklusa
PocCetna denaturacija 95 2 1
Denaturacija 94 1

Sparivanje pocetnica 45 2 29
Produljivanje lanca 72 3

Zavrsno 72 10 1
produljivanje lanca
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3.2.3. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Vecina bioloskih makromolekula je elektricki nabijena, te Ce se stoga gibati u elektricnom
polju. Elektroforeza nukleinskih kiselina temelji se na ucCinku molekulskog sita. Omjer
naboja i mase gotovo je jednak za sve polinukleotide stoga se male molekule gibaju brze
od velikih. Razdvajanje nukleinskih kiselina u agaroznom gelu provodi se u svrhu
restrikcijske analize, odredivanje veliCine DNA-fragmenta i plazmida, odredivanje
koliCine, Cistoce izolirane DNA ili produkta reakcije PCR te izolacije fragmenata za
potrebe kloniranja. Kako su molekule DNA velike potreban je gel s velikim porama. U tu
svrhu najceSce se koriste agarozni gelovi. Elektroforezom DNA u gelu agaroze moguce je
razdvojiti fragmente veliCine 50 pb-50 kb. Agaroza je linearni polimer u kojem se
izmjenjuju ostaci D-galaktoze i 3,6-anhidro-L-galaktoze. Gel se prireduje otapanjem
agaroze u puferu i zagrijavanju do vrenja. Polimerne molekule hladenjem tvore gel
medusobno se povezujuci vodikovim vezama. VeliCina pora, a time i raspon molekulskih
masa molekula koje se mogu uspjesno odijeliti, kontrolira se mijenjanjem koncentracije
agaroze u gelu. Uzorcima je potrebno dodati boju koja omogucuje pracenje fronte uzoraka
tijekom elektroforeze. Radi odredivanja veliCine fragmenata, u zasebnu jaZicu dodaje se
smjesa DNA biljega. Vizualizacija razdvojenih fragmenata DNA postiZze se pomocu etidij-
bromida, ukljucenog u pufer za izradu agaroznog matriksa. Etidij-bromid se interkalira u
DNA i pobuden UV svijetlom fluorescira u narancastom dijelu spektra.

Jedan postotni agarozni gel je pripremljen zagrijavanjem agaroze u TAE puferu s etidij-
bromidom i izlijevanjem otopine u odgovarajuci kalup. U otopinu se odmah umetnuo
CeSalj za formiranje jazica u koje se nanose uzorci. Gel je bio uronjen u TAE pufer.
KoriSten je DNA biljeg u rasponu od 0,1 do 10 kb. Uzorci su pripremljeni dodavanjem
pufera za nanoSenje uzoraka na gel (1/6 ukupnog volumena). Elektroforeza je tekla u
elektricnom polju jakosti 8-10 V/cm tijekom 30-60 minuta. Vrpce DNA vizualizirane su
promatranjem gela na transluminatoru pri 312 nm.

Gelovi su snimljeni pomocu uredaja GBOX EF Gel Documentation System (Syngene).
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3.2.4. Izolacija DNA iz agaroznog gela

QIlAquick Gel Exstraction Kit koristi se za prociSéavanje DNA fragmenata, velicine 70 pb
do 10 kb, iz agaroznog gela. Kombinacijom centrifugiranja i selektivnog vezanja na
silikagel matriks moze se procistiti i do 10 ug DNA.

Pufer za vezanje otapa agarozu i osigurava tocnu koncentraciju soli i pH kod kojih dolazi
do adsorpcije DNA na silikagel membranu. DNA se veze na matriks kod visoke
koncentracije soli, a optimalni pH je pH <7.5 kod kojeg onda dolazi do vezanja oko 95%
DNA. NeZeljene necistoCe kao Sto su soli, enzimi, agaroza, etidij bromid, deterdZenti ne
veZu se za matriks vec se ispiru s kolone. Elucija je takoder ovisna o koncentraciji soli i pH
elucijskog pufera. Suprotno adsorpciji, uspjesnoj eluciji pogoduju niska koncentracija soli i
bazicni pH. DNA procis¢ena na ovaj naCin pogodna je za razliCite primjene, kao $to su

restrikcija, PCR, hibridizacija, ligacija i transformacija ili sekvenciranje.

3.2.5. Odredivanje slijeda nukleotida u molekuli DNA Sangerovom dideoksi

metodom

Metodu za odredivanje slijeda nukleotida (sekvenciranje) u molekuli DNA koja je danas u
upotrebi razvio je sredinom sedamdesetih godina 20. stoljea Frederic Sanger sa
suradnicima u Cambridgeu. Za svoje otkriée 1980. godine dobio je Nobelovu nagradu.
Metoda sekvenciranja molekule DNA zasniva se na zaustavljanju enzimatske sinteze lanca
DNA ugradnjom dideoksiribonukleozid-trifosfata pa se ova metoda, osim Sangerova,
naziva i jos i enzimatskom dideoksi-metodom.

Prirodni supstrati za sintezu DNA su deoksiribonukleozid-trifosfati (INTP): dATP, dCTP,
dGTP, dTTP. Sinteza DNA ide u 5-3' smjeru, a preduvjet za sintezu je postojanje
pocetnice koja pronalazi sebi homologan slijed i Cijim produzavanjem nastaje novi DNA
lanac. DNA polimeraze, enzimi koji sintetiziraju DNA, mogu ugraditi u rastuci lanac i

analoge dNTP-ova, dideoksiribonukleozid-trifosfate (ddNTP) koji nemaju hidroksilnu
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skupinu na 3'-poloZaju deoksiriboze, pa nakon njihove ugradnje, zbog nemogucnosti
uspostavljanja fosfodiesterske veze, dolazi do zaustavljanja daljnje sinteze DNA.
Enzimatska sinteza ide u Cetiri odvojene reakcije, u svakoj reakcijskoj smjesi nalaze se sva
Cetiri ANTP i po jedan od ddNTP-ova. Omjer dNTP-a i ddNTP-a podeSen je tako da se
ddNTP ugraduje u DNA s mnogo manjom ucestaloSCu. Na taj nacCin nastaje serija DNA
molekula koje zavrSavaju bazom koja odgovara ddNTP-u koriStenom u reakciji.
Proucavajuci, elektroforezom, sve dobivene duZine novonastale molekule DNA saznajemo

na kojim mjestima se nalazi odredeni nukleotid.

pofetnica

reakcijshe smjese -
koje sadri']e sua 4 dNTP-a i |
po jedan ddMTP

c G A T f tf‘#-
A A 0 L&
SO88

razdua]an]h e produkata
cija
gel elektroforezom

. / :III
. cijela sekvenca / "o

ofitavanje slijeda

L]
BT
1

razlifito dugi 'Fra?'mentl DMA nukleotida -
nastali replikacijom po poloZaju wvrpci i
na gelu L

Slika 8. Sekvenciranje DNA, Cetiri odvojene reakcijske smjese. Preuzeto s
www.scg.ubc.ca.
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Prije desetak godina jedan od Cetiri nukleotida obiljezavao se radioaktivnim fosforom (a-
32p) jli sumporom (a-**S) pa je novonastala DNA bila radioaktivna. U novije vrijeme
obiljezavanje je neradioaktivno (fluorescentnim bojama) a obiljezava se jedan od dNTP-

ova, pocetnica ili ddNTP-ovi, ovisno o vrsti protokola.

Abi-Prism 3100-Avant Genetic Analyzer

Potpuno automatizirani uredaj koji umjesto elektroforeze u tankim gelovima
poliakrilamida koristi kapilarnu elektroforezu (uzorci se nakon zavrSene reakcije
razdvajaju putujuci kroz vrlo dugu i tanku kapilaru ispunjenu polimerom) i “Cetverobojnu
biokemiju" (svaki ddNTP obiljezen je drugom fluorescencijskom bojom) tako da se
reakcija provodi u istoj mikroepruveti. CCD kamera pretvara informaciju o fluorescenciji u
elektronicki signal koji se onda prenosi na racunalo i obraduje ABI-PRISM-Avant Genetic
Analyzer Data Collection Software Version 2.0 i prikazuje u obliku elektroferograma. Na
y-0si prikazuje se relativna koncentracija boje, a na x-osi vrijeme. Svaki pik na
elektroferogramu predstavlja po jedan fragment DNA i Koristi se u odredivanju
nukleotidne sekvence. Rezultati se korisniku prikazuju pomocu programa ABI PRISM
DNA Sequencing Analysis Software Version 5.11. Kod priprave uzoraka za kapilarnu
elektroforezu koristi se komplet ABI-PRISM Big Dye Terminator Version 3.1 Ready
Reaction Cycle Cycle Sequencing Kit.
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Slika 9. Nukleotidna sekvenca odredena na instrumentu Abi-Prism 3100-Avant Genetic Analyzer.
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Protokol za metodu obiljezavanja ddNTP-ova s Cetiri fluorescentne boje

za PCR reakciju na ledu dodati slijedece reagense:
1 pL pocetnice, 4 pL reakcijskog pufera, 2 pL reakcijske smjese, DNA kalup 0,5
bg u volumenu od 13 pL vode

kratko centrifugirati, a zatim zapoceti PCR reakciju po slijedeéem programu:

Tablica 5. Program reakcije sekvenciranja pomoc¢u PCR-a.

Koraci Temperatura (°C) Vrijeme Broj ciklusa
Pocetna denaturacija 96 1 minuta 1
Denaturacija 96 10s
Sparivanje pocetnica 50 5s 25
Produljivanje lanaca 60 4 minute

Brzo ohladiti pri 4°C i kratko centrifugirati

za prociScavanje DNA fragmenta iz reakcijske smjese: dodati 2 pyL 3 M natrij-
acetata, 2 pL 125 mM EDTA i 50 pL 100% etanola; izmijeSati okretanjem
mikroepruvete i inkubirati 15 minuta na sobnoj temperaturi

centrifugirati pri najveéoj brzini (16000 g) tijekom 15 minuta na 4°C

supernatant ukloniti vodenom sisaljkom

dodati 70 pL ledenog 70% etanola te centrifugirati na 16000 g tijekom 5 minuta
ukloniti supernatant i talog osuSiti u vakuum centrifugi, 5 minuta na sobnoj
temperaturi

resuspendirati talog dodavanjem 10 pL formamida i kratko centrifugirati
denaturirati uzorak na 95°C 3 minute, a zatim staviti na led, najmanje 2 minute
programiranje uredaja Abi-Prism 3100-Avant Genetic Analyzer za provodenje

kapilarne elektroforeze
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3.2.6. Stvaranje rekombinantne DNA

Molekularno Kkloniranje omogucilo je pripravu velikih koli€ina proteina za strukturna i
funkcionalna ispitivanja. Vecina proteina prisutna je u malim koncentracijama u stanicama
eukariota, stoga je konvencionalnim biokemijskim metodama nemoguce pripraviti vecCe
koliCine tih proteina. Medutim kad jednom imamo klonirani gen, taj problem moZemo
rijeSiti koristeCi posebno dizajnirane vektore koji omogucuju snaznu ekspresiju kloniranog
gena u bakterijskim ili eukariotskim stanicama. Da bismo eksprimirali eukariotski gen u E.
coli Zeljenu cDNA kloniramo u plazmidni ili fagmidni vektor (nazivamo ga ekspresijski
vektor). Vektor sadrZi sljedove koji potiCu prepisivanje i prevodenje umetnutog gena u
bakterijskim stanicama. Klonirani gen moze biti tako jako eksprimiran da njegov
proteinski produkt predstavlja i do 10% ukupnih proteina bakterija.

PET15b vektori (Novagen) dizajnirani su za ekspresiju ciljnih proteina. Novija generacija

vektora omogucuju lakse kloniranje, detekciju i purifikaciju proteina.
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Slika 10. Ekspresijski vektor pET15b. Specifi¢na mjesta prikazana su na cirkularnoj mapi, a na
dnu slike je prikazana klonirajuca regija. Preuzeto s http://depts.washington.edu/.
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3.2.6.1. Razgradnja DNA restrikcijskim endonukleazama

Restrikcijske endonukleaze su enzimi koji prepoznaju tocno odredene sljedove nukleotida
u dvolancanoj DNA i cijepaju oba lanca dajuci 5'- ili 3'- strSece ili tupe krajeve. BioloSka
uloga ovih enzima je zaStita bakterijske stanice od stranih molekula DNA. Restrikcijske
endonukleaze se nazivaju po bakteriji iz koje su izolirane. Prvo slovo dolazi od roda, druga
dva su prva dva slova bakterijske vrste. l1za toga moze slijediti slovo koje oznaCava soj ili
rimski broj, ukoliko je iz tog organizma izolirano vise enzima.

U ovom radu su koristeni restrikcijski enzimi Nde | i Bam HI za stvaranje ljepljivih krajeva
kod plazmida pET15b i fragmenata gena rad51D umnozenog metodom lancane reakcije

polimerazom.

GIGATCC CATATG
CCTAG GTATIAC

Slika 11. Restrikcijsko mjesto koje prepoznaje Bam
HI enzim (lijevo), restrikcijsko mjesto koje prepoznaje
enzim Nde I (desno).

Za ukloniravanje su osmisljene tri pocCetnice:

e pocetnica fwl je dizajnirana od prvog metionina na slijedu nukleotida:
CGAGCATGCAAACGCATGTGAAC, s tim da su nukleotidi AGC zamijenjeni s
nukleotidima CAT da smo dobili restrikcijsko mjesto za Nde | enzim

e pocetnica fw2 krece od drugog metionina, u slijedu:
CATGCATAATGAATAGTCTGTC, ATA je zamijenjeno s CAT (napravljeno je
restrikcijsko mjesto takoder za Nde | enzim)

e pocetnica rv je dizajnirana na slijedu: GCTACAATCACGAAATCATCT, gdje
smo slijed CAATCA zamijenili s GGATCC da dobijemo restrikcijsko mjesto za
Bam HI
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Reakcije razgradnje izvedene su u volumenima od 20 pL, u odgovaraju¢im puferima i
uvjetima optimalnim za pojedini enzim (po naputku proizvodaca). Po zavrSetku reakcije
fragmenti DNA razdvojeni su gel elektroforezom i proCiSceni upotrebom komercijalnog
paketa QIAquick Gel Exstraction Kit.

3.2.6.2. Povezivanje fragmenata DNA

Enzim DNA-ligaza iz bakteriofaga T4 koristi se za povezivanje fragmenata DNA koji nose

strece ili tupe krajeve. Uz utroSak ATP-a, enzim katalizira nastanak fosfodiesterske veze
izmedu 3'-OH skupine jednog kraja i 5’-fosfatne skupine drugog kraja DNA.

DNA fragmenti plazmida pET15b (100 pg) i gena rad51D (300 ug) razgradeni
enzimima Nde I i Bam HI uneseni su u reakcijsku otopinu koja je sadrzavala:
- pufer za DNA-ligazu T4
- 0,3 U/uL DNA-ligaze T4
e ligacija je provedena na temperaturi 16°C u trajanju od 12 sati
e molekule DNA istalozene su iz vodene faze dodatkom tri volumena etanola u
prisutnosti 0,3 M natrij-acetata, pH 5.2
e otopina je inkubirana 20 minuta na temperaturi od -70°C
e DNA je potom izdvojena centrifugiranjem na 16000 g u trajanju 20 minuta

e talog je ispran 70% etanolom, te ponovno centrifugiran na 16000 g 5 minuta
Sastav pufera za DNA-ligazu T4:

200 mM Tris-HCI, pH 7.6; 50 mM MgCl,, 50 mM DTT, 0,5 mg/mL BSA,
1 mM ATP
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3.2.7. Transformacija bakterijskih stanica

Transformacija je proces tijekom kojeg stanica prima Cistu molekulu strane DNA. Stanice
spontano teSko primaju stranu DNA iz otopine, jer imaju razvijene obrambene mehanizme
koji prijeCe takav proces. Zbog toga su razvijeni posebni postupci kojima postizemo
transformaciju bakterijskih stanica. DNA se moZe unijeti u stanice pomocu CaCl, gdje se
stanice inkubiraju na 0°C u otopini kalcijevih kationa i strane DNA, a potom se
podvrgavaju toplinskom Soku na 42°C. Alternativni nadin je unos DNA infekcijom
pomocu bakteriofaga, takav nacin naziva se transdukcija.

U ovom je radu koriStena metoda elektroporacije, kod koje se otopina koja sadrZi stanice i
stranu DNA podvrgava jakom, ali kratkotrajnom elektricnom polju (5000-7000 V/cm,
trajanje 4-5 ms). Tijekom elektroporacije dolazi do poveéanja elektricne provodljivosti i
permeabilnosti plazmatske membrane, zbog utjecaja vanjskog elektricnog polja. Kada
napon na plazmatskoj membrani postane veci od njenog elektricnog potencijala nastaju
pore na membrani kroz koje mozZe uci DNA.

Bakterije u koje je unesena DNA uzgajaju se na hranjivoj podlozi za odabir
transformiranih klonova, koja ovisno o biljegu za odabir sadrzi antibiotik ili neku drugu

karakteristicnu kemikaliju.

Protokol priprave stanica za elektroporaciju
e svjeza nocna kultura bakterije E. coli BL21 nasadena je na hranjivu podlogu LB i
uzgajana pri 37°C do Ago = 0.5
e stanice su zatim ohladene na ledu 30 minuta i centrifugirane 15 minuta na 4000 g
kod temperature od 4°C
e talog stanica je dva puta ispran hladnom redestiliranom vodom, a stanice su
izdvojene centrifugiranjem pri gore navedenim uvjetima

e talog je otopljen u 10%-tnom glicerolu i ponovno centrifugiran

e supernatant je odbacen, a talog stanica otopljen u 1/50 poCetnog volumena 10%-

tnog glicerola i pohranjen u alikvotima od 40 pL na -70°C
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Protokol za elektroporaciju bakterijskih stanica
- koriSten je uredaj Gene-Pulser (Biorad)
e Kkivete za elektroporaciju su ohladene na -20°C
e kompetentne stanice su otopljene i inkubirane u ledu
e U 40 pL kompetentnih stanica dodano je 3 pL taloga ligacijske smjese prethodno
otopljene u 20 pL vode
e stanice su prenesene u ohladenu kivetu koja je pomoc¢u hladnog nosaCa umetnuta u
uredaj za elektroporaciju
e primijenjen je puls 2,5 kV/cm u trajanju 4,5 ms
e stanice su resuspendirane u 1 mL teku¢eg medija LB i inkubirane 40 minuta na
37°C

e stanice su nasadene na selektivnu podlogu s ampicilinom

Uspjesnost transformacije bakterija plazmidom analizirana je pomocu kolonijskog PCR-a,
nakon kojeg je slijedilo sekvenciranje. Svi koraci i potrebne kemikalije za kolonijski PCR
navedeni su u prirucniku od proizvodaca pET15b vektora, Novagen (pET System Manual,
11" Edition).

3.2.8. lzolacija plazmidne DNA

KlasiCna metoda za izolaciju manje koliCine plazmidne DNA je metoda alkalne lize.
DeterdZent (SDS) razara membranske strukture i denaturira proteine, dok natrijeva luzina
denaturira genomsku i plazmidnu DNA. Dodatkom natrijevog ili kalijevog acetata
renaturira se u potpunosti plazmidna DNA, dok se SDS, proteini i membranske strukture
obore i istaloze. Fenol-kloroformom se nadalje plazmidna DNA izdvoji u supernatantu te

istaloZi natrijevim acetatom i etanolom.

U radu je plazmidna DNA izolirana pomocu komercijalnog paketa QlAprep Spin Miniprep
kojim je moguce izdvojiti do 20 pg plazmidne DNA iz 1-5 mL kulture E. coli uzgojene u
tekucoj podlozi LB. Fenolna ekstrakcija i precipitacija etanolom ovdje su nepotrebne,

visoko kvalitetna plazmidna DNA eluira se u malom volumenu Tris pufera. Procedura se
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temelji na alkalnoj lizi bakterijskih stanica te kasnijoj neutralizaciji otopine i podeSavanju
visoke koncentracije soli kod koje onda dolazi do vezanja plazmidne DNA na silikagel
membranu. NecCistoce se ispiru, a zatim se eluira i plazmidna DNA s kolone. Tako
proCiscenu DNA moZe se odmah koristiti u razne svrhe, nema potrebe za taloZenjem,
koncentriranjem ili odsoljavanjem.

Kolicina plazmida koji Ce se vezati na membranu ovisi i o faktorima koji utjeCu na rast
bakterijske staniCne kulture, stoga je za uzgoj prekonocne kulture koristen LB medij

sastava koji je preporucen u protokolu proizvodaca.

e Dbakterijske kolonije transformirane plazmidom pET15b s ukloniranim genom
rad51D nasadene su u 5 mL tekuce podloge LB s dodatkom ampicilina i inkubirane
na 37°C tijekom 16-18 sati uz vrtnju od 250 okretaja po minuti

e tekuca stani¢na kultura je centrifugirana na 4000g

e talog je obraden po uputama iz komercijalnog paketa QIAprep Spin Miniprep

3.2.9. Indukcija ekspresije gena

U bakterijskom ekspresijskom sustavu pET klonirani gen je pod kontrolom promotora T7
RNA-polimeraze, Cija je ekspresija u stanicama domacina E. coli regulirana lac operonom.
Vezanjem IPTG-a za represor inducira se ekspresija T7 RNA-polimeraze u stanicama
domacina i omoguduje se transkripcija kloniranog gena. lzuzetno visoka aktivnost ove

polimeraze rezultira visokom razinom ekspresije Zeljenog proteina.

Protokol za indukciju ekspresije gena
e Dbakterijske stanice E. coli, soj BL21, transformirane plazmidom pET15b s
ukloniranim genom za protein Rad51D inokulirane su u 20 mL tekuce podloge LB
s 100 pyg/mL ampicilina
e inkubacija preko noci na 37°C uz vrtnju od 250 okretaja po minuti
e dobivena zasiCena kultura je razrijedena inkubacijom u 250 mL podloge LB
e nakon Sto je optiCka gustoca mjerena pri 600 nm (ODggo) dosegla vrijednost 0.7

inducirana je ekspresija proteina dodatkom 0,8 M IPTG-a
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e indukcija je provedena na 37°C, na 250 okretaja u minuti, a zaustavljena nakon 2
sata stavljanjem na led

e kultura je centrifugirana 20 minuta pri 4500 g na 4°C

e talozi su resuspendirani u puferu koji je sadrzavao: 50 mM HEPES pH 7.2 i 100
mM KCI

e slijedilo je centrifugiranje 12 minuta pri 5000 g na 4°C

e talozi su pohranjeni na -20°C

3.2.10. ProciScavanje proteina

Cilj procCiscavanja je izdvojiti Zeljeni protein, koji je zadrzao svoju strukturu i funkciju, iz
lizata stanica. Prije nego Sto se kre¢e u postupak potrebno je odrediti €istocu i koli€inu
proteina kojeg zelimo dobiti.

Postoji nekoliko razliCitih naCina pripreme bakterijskog stani¢nog lizata, postupci

uklju€uju enzimsku ili mehanicku razgradnju bakterijske stjenke i membrane.

3.2.10.1. Sonikacija

Tretiranje stanica u suspenziji ultrazvukom (jaCim od 18 kHz) rezultira njihovom
inaktivacijom i raspadom. Postupak se primjenjuje za liziranje bakterijske biomase u
rasponu od 100-tinjak mg do nekoliko kilograma.

Postupak se provodi na ledu kako ne bi doslo do denaturacije proteina, a razaranje se vrsi

primjenom uzastopne izmjene ultrazvucnog titraja i pauze.

Protokol za pripravu lizata bakterijskih stanica
e Dbakterijska masa je resuspendirana u puferu za lizu (Img:1ml) i inkubirana 20
minuta (dolazi do razgradnje stanicne stjenke)
e Dbakterije su razbijene ultrazvukom

8 ciklusa od po 30 sekundi titraja, 30 sekundi pauze
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e Dbakterijski lizat je centrifugiran 15 min u ohladenoj centrifugi pri 10000 g, kako bi
se netopljivi dijelovi stanica, u obliku taloga, odvojili od topivih stanicnih proteina
koji ostaju u supernatantu

e supernatant s topivim stani¢nim proteinima je centrifugiran pri 16000 g na 4°C kroz

jedan sat

Sastav pufera za lizu: 50 mM Tris-HCI (pH 8.0)
300 mM NacCl

10 mM imidazol

3.2.10.2. Afinitetna kromatografija

ProciSCavanje proteina zasniva se na razlicitim fizikalno-kemijskim svojstvima proteina,
poput topivosti, veliCine, polarnosti, naboja i vezanja za specificne ligande. Afinitetna
kromatografija je mocna i rasprostranjena metoda za izolaciju mnogih proteina, posebice
enzima, a temelji se na velikom afinitetu proteina prema pojedinim malim molekulama.
Jedan od oblika afinitetne kromatografije je i afinitetna kromatografija na nosaCu s
imobiliziranim metalom (IMAC). Metalni ioni imobilizirani su na koloni i reverzibilno
vezu aminokiseline, primarno histidin, ali i triptofan, tirozin, fenilalanin i cistein, ako su
izloZeni na povrsini strukture. Uglavnom se za vezanje koriste ioni Cu®*, Ni**, ali zn*,
Co?*, AI**. Metoda ima najve¢u ulogu u progi$éavanju rekombinantnih proteina koji na N-
ili C-kraju imaju fuzioniranih Sest histidina (engl. 6-His tag). Imidazolski prsten histidina
veZe se za Ni** imobiliziran tetradentatnim nitril-trioctenim grupama na agarozi. Za svaki
ion nikla mogu se vezati po dva histidina. Histidinski nastavak je malen i nenabijen te ne
utjeCe na strukturu i funkciju proteina.

Proteini fuzionirani sa Sest histidina vezu se na metalne ione dok ostali proteini silaze s
kolone. Zeljeni protein se eluira pomocéu imidazola, EDTA, protonacijom histidina tako da

se pH spusti ispod 4,5 ili kombinacijom navedenih metoda.
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Slika 12. Shematski prikaz afinitetne kromatografije na
nosacu s imobiliziranim metalom. Preuzeto od Drew D. i sur.
2008.

Protokol za procis¢avanje Rad51D proteina iz lizata bakterijskih stanica
e kolona za prociS¢avanje proteina puni se s 0.75 mL Ni-NTA agaroze, a zatim ispire
s 10 mL pufera za lizu
e 15 mL supernatanta izdvojenog centrifugiranjem nanosi se na kolonu
e uzorak koji je prosao kroz stupac se ponovno nanosi na kolonu
e kolona se ispire s dodatnih 10 mL pufera za lizu
e nespecifitno vezani proteini se ispiru s 10 mL pufera za ispiranje
e vezani protein se ispire s 5 mL pufera za ispiranje, a eluat se skuplja u frakcijama
od1mL
Sastav pufera koriStenih za pro€iS¢avanje proteina IMAC metodom
- pufer za lizu:
50 mM Tris-HCI pH 8.0
300 mM NacCl
10 mM imidazol
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- pufer za ispiranje nespecificno vezanih proteina:
50 mM Tris-HCI pH 8.0
300 mM NacCl
30 mM imidazol

- pufer za ispiranje specificno vezanih proteina:
50 mM Tris-HCI pH 8.0
300 mM NacCl
500 mM imidazol

3.2.10.3. Odredivanje koncentracije proteina Bradford metodom

Bradford metoda (Coomasie dye binding) je kolorimetrijska metoda koja se Cesto koristi
zbog svoje jednostavnosti i visoke osjetljivosti na gotovo sve proteine. Rezultati se
dobivaju vrlo brzo. Coomasie boja (Brilliant Blue G-250) veze se na proteine pri kiselom
pH i dolazi do promjene boje otopine od crveno-smede do plave. Apsorpcija se oCitava kod
595 nm. Smatra se da su za vezanje boje na proteine vazne elektrostatske sile izmedu
sulfatnih aminokiselinskih ostataka u proteinima, te hidrofobne interakcije s ostacima
aromatskih aminokiselina. Da bi se odredila koncentracija proteina radi se standardna
krivulja s poznatim koncentracijama proteina.
U radu je metoda koriStena samo za vizualno pracenje promjene boje, kako bi smo frakcije
s najvisom koncentracijom proteina (najintenzivnije obojene) analizirali elektroforetski.
Da bi doSlo do reakcije pomijeSali smo 20 pL purificiranog proteina s 80 yL Bradford
otopine i inkubirali 30 minuta na sobnoj temperaturi.
Sastav Bradford otopine :

2,375% etanol

4,4% H3PO,

0,07% Coomassie Brilliant Blue
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3.2.10.4. Elektroforeza u SDS-poliakrilamidnom gelu

Molekulska masa veCine proteina moZe se odrediti mjerenjem pokretljivosti u
poliakrilamidnom gelu koji sadrZi deterdZent natrij-dodecilsulfat (SDS). Uz dodatak 2-
merkaptoetanola gubi se sekundarna struktura, te kompleksi koji se sastoje od
polipeptidnog lanca i molekula SDS zauzimaju konformaciju nasumicnog klupka. Proteini
obradeni na ovaj nacin ponaSaju se kao da svi imaju isti oblik i jednak omjer naboja i mase.
To je zbog toga Sto je koliCina SDS vezana po jedinici mase proteina konstantna.
Poliakrilamidni gel nastaje ko-polimerizacijom akrilamida i N,N’-metilenbisakrilamida.
VeliCina pora odredena je ukupnim sadrzajem krutih tvari u gelu i stupnjem umrezenja. Da
bi doSlo do polimerizacije gela najceSce se koristi APS kao inicijator reakcije i TEMED
kao katalizator. Vertikalni gelovi se izlijevaju izmedu para staklenih predloZaka koji sluze
kao potpora i zaStita od Kisika. PredloSci se razdvajaju pomocu para razmaknica i

omogucuju izbor debljine gela, izmedu 0,5 i 2 mm.

Protokol za razdvajanje proteina u poliakrilamidnom gelu

e 10 mL 12%-tnog gela za razdvajanje, pomocu pipete, uliti izmedu stakala

e narub nepolimeriziranog gela nanijeti tanki sloj izopropanola

e ostaviti gel da polimerizira (jedan sat)

e izliti izopropanol kojim je gel bio nadsvoden, Strcaljkom isprati gornju povrsinu
gela s deH,O i odstraniti visak tekucine filtar papirom

e nanijeti 5 mL 4% gela za sabijanje i umetnuti CeSalj za formiranje jazica, ostaviti da
polimerizira

e proteinske uzorke pomijesati s puferom za nanoSenje uzoraka u omjeru
(1 V uzorka:1/4 V pufera)

e uzorke s puferom kratko izmijesati i denaturirati 5 minuta na 95°C

e nakon hladenja istaloZiti neotopljene proteine 2 minute na 10000 g pri sobnoj
temperaturi

e izvaditi CeSalj iz polimeriziranog gela, te jazice isprati deH,O
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e gel smjestiti u aparaturu za elektroforezu (koriSten uredaj Mini-Protean Il (Biorad))
*ako se koristi samo jedan gel potrebno je s druge strane elektrode ucvrstiti stakleni
predlozak, da bi se sprije¢io moguci kratki spoj

e uliti pufer za elektroforezu u komoru kadice i u prostor izmedu gela i elektrode

e nanijeti uzorke, 5 puL uzorka po jazici; u jednu jaZicu nanijeti biljeg (koristen je
proteinski biljeg Sirokog raspona)

e dodati pufer za elektroforezu u gornji spremnik, poklopiti poklopcem i prikljuciti
elektrode

Uvjeti elektroforeze:
- sabijanje u gornjem dijelu gela 7,5 V/cm
- razdvajanje u donjem dijelu gela 12 VV/cm

e kada boja dode do donjeg ruba iskljuciti napajanje

v Recept za pripravu 10 mL 12%-tnog gela za razdvajanje

diH,0O 3,05 mL
1 mM Tris-HCI (pH 8,8) 2,5mL
10 % SDS 100 yL
30% otopina akrilamid-bisakrilamid

(maseni omjeru 29:1) 4,0 mL
10% APS 50 uL
TEMED 10 yL

v Recept za pripravu 5,0 mL 4% gela za razdvajanje

diH,0 2,87 mL
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 mL
10% SDS 50 uL
30% otopina akrilamid-bisakrilamid

(maseni omjeru 29:1) 0,83 mL
10% APS 25 UL
TEMED 5L
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v Recept za pripravu 10x pufera za elektroforezu (pH 8.3)

Tris 249
glicin 114 g
SDS 109

do 1 L dopuniti reH,O
prije upotrebe pufer razrijediti 10 puta

v Pufer za nanoSenje uzoraka

1 M Tris (pH 6.8) 0,5mL
glicerol 1mL
bromfenol plavilo 5mg

Nadodati deH,O do 10 mL

3.2.10.5. Bojanje proteina u gelovima

Postupak se koristi za detekciju proteinskih pruga u gelu.
Najcesce se koriste Coomassie briljant plavo R-250 ili G-250, boje koje se u kiseloj sredini
elektrostatskim silama vezu za amino skupine proteina.

Prag osjetljivosti za Coomassie briljant plavo R-250 je 50 ng po pruzi proteina.

e boja (Coomassie briljant plavo R-250) se otopi u smjesi metanola, deH,O i octene
kiseline u omjeru (5V:4V:1V) do 0,1% koncentracije
-poliakrilamidni gel se stavi u plastiCnu posudu, prelije otopinom za bojanje i stavi
na lagano mijeSanje
-vrijeme potrebno za bojanje je oko sat vremena, nakon Cega se gel oboji
intenzivno plavom bojom

e otopina za bojanje se ukloni, a gel se ispere deH,O kako bi se uklonio visak boje

e U posudu s poliakrilamidnim gelom doda se otopina za odbojavanje i polagano se

mijesa
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-priprema otopine za odbojavanje:
metanol, deH,O i octene kiseline u omjeru (5V:8V:1V)
* kako bi se proces odbojavanja ubrzao moze se mijenjati otopina za odbojavanje
e odbojavanje je zavrseno kada je pozadina gela gotovo prozirna, a intenzivno su

obojene samo proteinske pruge

3.2.10.6. Western-analiza proteina

Western blot je analiticka metoda koja omogucuje prijenos

i

proteina razdvojenih elektroforezom s poliakrilamidnog gela na sy
nitrocelulozu ili najlon, podloge na koje se proteini Cvrsto vezu, R Bhokiraiie
i njihovu detekciju. Na gel se stavlja membrana, a zatim filtar l R
papir. Sve zajedno se zatim prenosi u pufersku otopinu koja se -J:J,f
djelovanjem kapilarne sile pomice po filter papiru prema gore i j e
prenosi proteine na membranu. Druga metoda prijenosa proteina -
je elektrobloting (engl.) gdje se za prijenos proteina koristi o=
protok struje. Proteini se prenose na membranu zadrzavajuéi | et st
raspored koji su imali na gelu. Tako vezani proteini pogodni su {-

za analizu protein-ligand interakcija. NajCeSCe se koriste i
antitijela za detekciju odredenih, specificnih antigena. Takva l it
proba mozZe biti obiljezena i omogucavati detekciju, ali ¢eSce se 2 ‘/

biljezi stavljaju na sekundarno antitijelo. Kao biljezi mogu se . )
Slika 13. Shematski

Koristiti radioaktivni spojevi, fluorokromi ili enzimi. Prednost  prikaz detekcije

antigena vezenih na
membranu. Preuzeto s

osjetljivosti metode te u injenici da se takvo sekundarno antitijelo www.tata-box.com.

stavljanja biljega na sekundarno antitijelo je u povecanju

moze koristiti za detekciju razliCitih proba. Kako su membrane od ovih materijala izabrane
bas zbog svojeg svojstva da vezu proteina, a i antitijela su proteini potrebno je takvu
interakciju onemoguciti. Blokiranje takvog nespecificnog vezanja postiZze se izlaganjem
membrane razrijedenoj otopini proteina. Za to se koriste BSA (Bovine serum albumin) ili

nemasno mlijeko uz dodatak male koli€ine deterdZenta. Proteini iz otopine prihvaéaju se

43



Materijal i metode

na membranu na svim mjestima gdje se nisu vezali proteini preneseni s membrane.

Antitijela se tako nece moci vezati nespecific¢no.

Protokol za prijenos proteina s gela na membranu
e prijenos proteina s gela na membranu se odvija u uredaju Mini Trans-Blot
(Bio Rad)
sastav pufera za prijenos:

25 mM Tris
129 mM glicin
20% metanol

« struktura za prijenos se slaZze po uputama proizvodaca uredaja (BioRad) kako je

prikazano na slici 13.

PLASTICHI MNOSAS
f.-—.-— FILTER PAPIR

— = yod

P - d PUDF MEMBRAMA
a P/ GEL

. - I

r ' FILTER P&FIR

{ PLASTICHI MOSAS

Slika 14. Prijenos proteina s gela na membranu. Preuzeto s www.matcmadison.edu.

e membrana se inkubira 60 minuta u puferu za blokiranje (TBS i 5% BSA)
e inkubacija s primarnim antitijelima (Anti-His) u TBS puferu 90 minuta
e ispiranje nevezanih antitijela u TBS puferu

e inkubacija sa sekundarnim antitijelima u TBS puferu 45 minuta

e ispiranje membrane u TBS puferu

e inkubiranje membrane u otopini luminola i pojacivaca (1:1)

e izlaganje membrane rendgenskom filmu
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3.2.11. Bioinformaticka obrada

Blast (Basic Local Alignment Search Tool) omogucéuje usporedbu aminokiselinskih
sekvenci razliCitih proteina ili nukleotidnih sekvenci sa sekvencama pohranjenim u genskoj
banci podataka, te identifikaciju sekvence koja sliCi traZzenoj sekvenci.

Program se temelji na algoritmima koji prednost daju brzini a ne osjetljivosti, Sto je vrlo
prakti¢no s obzirom na ogromnu koliCinu podataka koja je danas dostupna.

Program je dostupan na Internetu na stranici http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Koristili smo ga za prikupljanje proteinskih sekvenci Rad51 i Rad51D kod razli€itih
organizama, za odredivanje poloZaja introna, te za odredivanje aminokiselina koje
sudjeluju u gradi vaznih motiva.

Za usporedbu proteinskih sekvenci Rad51 i Rad51D iz vrste Suberites domuncula sa
sekvencama ovih proteina kod drugih vrsta koristen je program Clustal X. Program se
koristi u molekularnoj biologiji za viSestruka poravnavanje nukleotidnih i proteinskih
sekvenci i za izradu filogenetskih stabala (Larkin i sur. 2007; http://www.clustal.org/).
Sekvence poravnate u Clustal X programu obradene su u programu GeneDoc (Nicholas i
sur. 1997) gdje su prilagodene za prijenos u Word dokument i printanje. Pomoc¢u ovog
programa je utvrdena i slicnost, odnosno broj identi¢nih baza u proucavanim sekvencama.
Program i njegov detaljan opis mogu se naci na Internet stranici:

http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html.

ExPASy (Expert Protein Analysis System) je server Svicarskog instituta za bioinformatiku
(SIB) koji je specijaliziran za analizu proteinskih sekvenci i struktura. Preko servera je
omogucen pristup brojnim bazama podataka povezanim s istraZzivanjem proteina

(Gasteiger i sur. 2003). Internet adresa ovog servera je http://www.expasy.org. U ovom

radu server je koriSten za prevodenje nukleotidnih sekvenci u proteinske i analize proteina.
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4. REZULTATI

4.1. Pretrazivanje cDNA biblioteke

U Laboratoriju za molekularnu genetiku na Institutu Ruder BoSkovi¢ pretragom cDNA
biblioteke izradene na morskoj spuzvi Suberites domuncula izdvojene su cDNA za C-kraj
proteina Rad51 i kompletna cDNA za protein Rad51D. Njihova nukleotidna sekvenca je
odredena na uredaju Abi-Prism 3100-Avant Genetic Analyzer.

Radi proucCavanja strukture gena rad51 i njegove daljnje manipulacije, na osnovi poznatog
dijela nukleotidne sekvence osmisljene su i naruCene pocetnice Ciji slijed je naveden u
poglavlju 3.1.4. Nukleotidi, oligonukleotidi i nukleinske kiseline. U kombinaciji s
pocCetnicama T3 i T7, karakteristicnim za pBK-CMV plazmid u kojem se nalazi cDNA
biblioteka, Cije su karakteristike takoder opisane u prethodno navedenom poglavlju,
provedene su PCR reakcije na biblioteci. Uvjeti u kojima su se reakcije provodile
naznaCeni su u poglavlju 3.2.2. UmnoZavanje DNA lanCanom reakcijom polimeraze

(PCR), u Tablici 2. Rezultati PCR reakcija provjereni su u jedan postotnom agaroznom

gelu.
| I 2 3 4
Slika 15. UmnaZanje gena Rad51 iz
cDNA biblioteke napravljene na
genomu vrste Suberites domuncula. U
10 Lt liniji M je marker veli¢ine 0,1 do 10 kb, u
Pt liniji 1 je PCR produkt umnoZen s
pocetnicama T3 i rd1, u liniji 2 je pozitivna
PCR kontrola, plazmid s ugradenim
ik poznatim dijelom gena Rad51 umnozen

pocetnicama T3 i rdl, u liniji 3 je PCR
produkt umnozen pocetnicama T3 i rd2, u
liniji 4 je PCR kontrola umnozena
pocetnicama T3 i rd2.

LEDL

U biblioteci nije pronaden N-kraj Rad51 proteina, dobiveni fragmenti veliCinom
odgovaraju ve¢ poznatom slijedu koji je posluzio kao kontrola.
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4.2. 1zolacija genomske DNA

Nakon homogenizacije tkiva u teku¢em dusiku talog, koji sadrzava stanice, je obraden po
naputcima iz paketa Qiagen Genomic DNA, Qiagen Blood and cell culture DNA. Rezultat
izolacije je provjeren elektroforezom u agaroznom gelu. Na gel je stavljeno po 5 pL
svakog od Cetiri uzorka.

U dva uzorka (uzorak 3 i 4) je dobivena visokomolekularna DNA s fragmentima ve¢im od
10 kb. Procijenjena koncentracija DNA u tim uzorcima je 100 ng/5 pL, odnosno 20 ng/uL.

Ti uzorci su koristeni u daljnjem istrazivanju.

b
s
ki

M 1

Slika 16. 1zolacija genomske DNA iz morske
spuzve Suberites domuncula. U liniji M nalazi
se marker raspona od 0,1 do 10 kb, a u linijama 1-
4 izolirana genomska DNA.
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4.3. Analiza nukleotidnih sljedova cDNA koje kodiraju za proteine Rad51 i
Rad51D

4.3.1. Rad51

Iz cDNA biblioteke izoliran je fragment duljine 669 pb koji kodira za C-kraj proteina
Rad51. Pretragom cDNA biblioteke nije nadena cDNA koja kodira za cjeloviti Rad51
protein. Stoga smo pretragom genomske biblioteke iz morske spuzve S. domuncula
pokusali izvuci 5-kraj gena koji nedostaje. Nukleotidni slijed cjelovite cDNA odreden je
analizom nukleotidnih sekvenci fragmenata nastalih umnazanjem genomske DNA pomodu
specificnih pocetnica rdl, rd2, rd3, rd4, rdrv. Na osnovu tih nukleotidnih sekvenci
pronadenih pomocu algoritma BLAST u bankama podataka na internetu, i njihovom
usporedbom sa sekvencama kod drugih organizama, utvrdene su visoko oCuvane regije za
koje je zatim odreden okvir Citanja. Promjena okvira Citanja i1 nepostojanje sliCnosti sa
sekvencama u banci podataka pretrazenoj algoritmom BLAST bila su osnova za
odredivanje polozZaja nekodirajuce, odnosno kodirajuce DNA.

Ukupna cDNA za protein Rad51 duga je 1017 pb. cDNA fragment izoliran iz cDNA
biblioteke zapoCinje s citozinom i nedostaje mu 481 nukleotid na 5'-kraju cjelovite
kodirajuée DNA. Izolirana cDNA iz biblioteke ima dodatnih 133 pb nakon stop kodona.
Nukleotidna sekvenca je u programu ExPasy prevedena u proteinsku. Protein Rad51 ima
338 aminokiselina, pocinje aminokiselinom metionin Ciji kodon je AUG, a zavrSava stop
kodonom koji je kodiran tripletom UAA. Pomocu algoritma BLAST, preko dobivene
aminokiselinske sekvence, utvrdeni su oCuvani motivi karakteristicni za Rad51 porodicu
gena, njihov poloZaj i primarna struktura. Prisutna su Cetiri motiva: Walker A i Walker B
motivi koji sudjeluju u vezanju i hidrolizi ATP-a, ATP i BRC motiv. Walker A motiv
stupa u kontakt s fosfatnim dijelom ATP molekule, a Walker B motiv ima ulogu
koordinacije Mg®*. Opéenita primarna struktura Walker A motiva sastoji se od osam
aminokiselina i ima slijed (Gly/Ala)XXXXGIlyLys(Thr/Ser), gdje X oznaCava bilo koju
aminokiselinu. Kod proteina Rad51 iz morske spuzve Suberites domuncula prva
aminokiselina ovog motiva, glicin, nalazi se na 126. mjestu proteinske sekvence a

cjelokupni slijed glasi Gly-Glu-Phe-Arg-Thr-Gly-Lys-Thr. Odredena je i struktura Walker

B motiva, koja se sastoji od pet aminokiselina. Prva aminokiselina, leucin, nalazi se na
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217. mjestu proteinske sekvence, a posljednja aspartat nalazi se na 221. mjestu. Cjelokupna

sekvenca glasi: Leu-Leu-lle-Val-Asp.

agat at gt acgt ggagt cgt gagt ct ct caaaagt aaact t aact act gat at ggct at g
M A M

caagcagaagt acagcat acagaagagcaagt t gacgacgaacaat tt ggt ccacagct t
QAEVQHTTETEG QQVDDTETG QFGPAO QL

gt caacaaat t agaaggacagggt at cagt accaat gat gt aaagaaact aagt gat gca

V NK L E G Q GI S T NDVIK KL S DA
ggct accacact at agagt cagt ggcct at gcccccaagaaggct ct cat act cat ct ct
G Y HTI E SV AYAPIKIKA AL I L I S
ggaat aagt gaagct aaagt agacaagat acagaat gaagct gccaagctt gt gcctatg
G I S E A KV DI KI QNZEAAKULVPM
ggatt caccacagcaacggagttt cat caacgt cgct cagagat t at ccaact cacaaca
G F TTATUEUFHOQRRSEI I QL TT
ggct caaaagagct cgat aaact t t t agggggt ggt at agagacgggat ccat t acagaa
G S K EL DIKUWLLGGGI ETGS S I TE

at gtt cggagaat t t agaact ggaaagact caacttt gt cacacacttgctgttacttgt
M F GE F RTGKT QL CHTLAVTC
cagt t accaat agat ggaggaggt ggt gagggaaagt gt ct gt acat t gacafi@llagggc
QLPI DGGGGETGKT CHEIYMNMDTZESG
acatt cagaccagagagact gct agct gt agct gaaaggt at ggt t t gt ct ggat cagat
T FRJPIERIIL AV AERYGLSGSD
gt gt t ggat aat gt agcat at gct cgagcct acaacact gaccat caaggt cagct actg
VEND NVAI YRR A Y N T D H Q G Q jumE
tt gcaagcgt cagccat gat ggcagaat caagat at gct ct act cat cgt cgacagt gcc
AIMEM A E S R Y A HINNENED S A
acggcat t at at cgcacagact act ct ggcagaggt gagct gagt gcgagacaat gcact
T AL YRTWDYSGRGETLSAROQZCT
t ggcaagaat at ct cagaact tt gct cct act ggcagacgagt t t ggggt t gccgt ggt g
WQE VY L RESL LJS ADJEBEIG V A V V
at aact aat caggt agt ggcacaagt ggat ggggcat caat gt t t gct act gaccccaag
I T NQ V V A QVDGASMFA AT D P K
aaaccaatt ggagggaacatt att gcacat gcgt ct act acaagat t at at ct caaaaag
K P11 GGNI I A HASTTWRLY L KK
gacgagggggagaccagaat at gt aagat at at gatt ct ccct gt t t gcct gaagcagag
DEGETWRI CKI Y DSUPTCLPEAE
gcaat gttt gct at caat gct gat ggt at t ggagact ccaaggact aact gt at gt gt gc
A MF A1l NADUGI G D S K D
aagtattttcattcatctcagattttgtgtacaatagttcatctgcctaacttgtccttg
ctttgtgtaaagcaacatgtatgtcattgttttgtttgcacagttgcaccaat aagacatt

Slika 17. Usporedan prikaz nukleotidne i proteinske sekvence proteina Rad51.
Zeleno-Walker A motiv, roza-Walker B motiv, ljubi¢asto-BRC domena, podcrtano-aminokiselinski ostatci u

izravnoj vezi s ATP molekulom. Sivo oznaCeni kodoni za pocetak i kraj proteina Rad51, crveno pocetni
kodon pronaden u cDNA biblioteci.

ATP motiv saCinjava sedam aminokiselina koje su u izravhom kontaktu s molekulom ATP
vezanom u aktivnom mjestu. Aminokiseline nisu, kao u slucaju Walker A i B motiva, u

uzastopnom slijedu, one dolaze u neposrednu blizinu stvaranjem nativne strukture proteina.
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Cetiri aminokiseline ove domene su sastavni dio Walker motiva: Phe-128, Lys-132, Thr-
133 su sastavni dio Walker A motiva, a Asp-221 je dio Walker B motiva. Ostale tri
aminokiseline, Tyr-158, Asp-160 i Glu-162, nalaze se u primarnoj strukturi izmedu ova
dva motiva.

BRC motiv koji ima ulogu u polimerizaciji Rad51 monomera na DNA molekulu graden je
od dvadeset aminokiselina: Leu-157, 1le-159, Pro-167, Leu-170, Leu-185, Val-188, Ala-
189, Ala-190, Leu-202, Leu-203, Leu-204, GIn-205, Ala-206, Ser-207, Met-209, Thr-250,
Leu-253, Leu-254, Glu-257, Phe-258.

Sekvenca za protein Rad51 spuzve Suberites domuncula i sekvence 13 razliCitih
eukariotskih organizama, koje su preuzete s interneta pomocu algoritma BLAST,
poravnate su pomocu programa Clustal X i obradene programom GeneDoc. Organizmi su
birani tako da obuhvate sve razine u razvoju eukariota: niZi beskraljeznjaci, visi
beskraljeznjaci, kraljeznjaci i biljke. Odabrane su slijedeCe vrste: Homo sapiens (HS),
Rattus norvegicus (RN), Mus musculus (MM), Bos taurus (BT), Gallus gallus (GG),
Xenopus laevis (XL), Danio rerio (DR), Ciona intestinalis (CI), Strongylocentrotus
purpuratus (SP), Drosophila melanogaster (DM), Caenorhabditis elegans (CE),
Dyctiostelium discoideum (DD), Arabidopsis thaliana (AT).

Sekvenca za protein Rad51 kod spuzve Suberites domuncula vrlo je slicnha sekvencama
kod kraljeznjaka, vece razlike su vidljive samo na N-kraju. Razlike su neSto vece ako
usporedujemo sekvencu sa sekvencama kod beskraljeznjaka i biljaka. Pa tako vrste
Caenorhabditis elegans i Dyctiostelium discoideum imaju 15 odnosno 9 aminokiselina vise

na samom pocetku sekvence za ovaj protein.
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Slika 18. Usporedba primarne strukture proteina Rad51 iz vrste Suberites domuncula sa strukturom
ortologa kod 13 razli€itih eukariota. Crno su oznacene ak sacuvane kod svih organizama, tamno sivo ak
o€uvane kod veéine odabranih vrsta, svijetlo sivo ak o¢uvane kod manjeg broja vrsti. Zvjezdicama su oznacene
ak iz Walker A i B motiva, ak u izravnom kontaktu s ATP molekulom, ak iz BRC motiva.
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Uz pomoc programa GeneDoc sli¢nost sekvenci je iskazana u postotcima.

Tablica 6. Udio identicnih i sli¢nih aminokiselinskih ostataka u proteinu Rad51 iz vrste Suberites

domuncula usporedbom s 13 razli€itih eukariotskih organizama. Plavo osjencani postotci

oznacCavaju udio identi¢nih aminokiselina, a postotci bez ispune oznatavaju broj sli¢nih

aminokiselina.
SD HS RN MM BT GG XL DR CI 'SP DM CE DD AT
SD B2% B3% B3% B2% B2% B83% B0% [77% 9% 63% B54% 64% 64%
90% | 89% |89% 89% 89% 88% |88% |88% 87% 78% 72% 76% 80%
HS 99% 98% 99% 95% 94% 89% 81% 83% 64% 55% 67% |67%
99% 99% 99% 98% 97% 95% 92% 90% 79% 73% 78% |83%
RN 99% 99% 96% 94% 89% 81% 83% 64% 55% 67% |67%
99% [99% 99% 96% 94% 91% 90% 78% 73% 78% |83%
MM 99% 96% 93% 89% 81% 83% 65% 55% 67% 67%
100% 98% |96% 95% 91% 90% 79% 73% 77% 83%
BT 95% 94% 89% 81% 83% 65% 55% 67% 67%
98% 96% 95% 91% 90% 79% 73% 78% 83%
GG 93% 88% 79% 83% 65% 56% 67% 67%
97% 94% 91% 90% 79% |74% 78% 83%
XL 90% 80% 83% 65% 56% 67% |67%
94% 90% 91% 78% 73% 78% 83%
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73% 70%
DD 57%
7%
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Sekvenca proteina Rad51 najslicnija je sa sekvencama kod organizama Rattus norvegicus
(RT), Mus musculus (MM) i Xenopus laevis (XL) s kojima ima 83% identiCnih
aminokiselina. Udio sli¢nih aminokiselina koje se pojavljuju na istom poloZaju je najveci
za Covjeka Homo sapiens (HS) i iznosi 90%. Proteinska sekvenca ovog proteina je u
visokom postotku sli¢na sa sekvencama kod svih odabranih kraljeznjaka. Slicnost je nesto
manja ako se usporeduje sekvenca ovog proteina sa sekvencama beskraljeznjaka kao Sto
su: Drosophila melanogaster (DM), Caenorhabditis elegans (CE) i Dyctiostelium
discoideum (DD). Udio identi¢nih, odnosno slicnih aminokiselina s Arabidopsis thaliana
(AT), jedinim predstavnikom biljaka iznosi 64 i 80%.

Proteinska sekvenca proteina Rad51 iz Suberites domuncula usporedena je s proteinskom
sekvencom Homo sapiens kako bi se proucila oCuvanost aminokiselinskih ostataka koji
Cine motive vazne za funkciju ovog proteina. Vrsta Homo sapiens je odabrana kao
predstavnik kraljeznjaka s kojim je utvrdena visoka homologija ove proteinske sekvence.
Podrucja Walker A i Walker B motiva dijele sve aminokiseline, imaju 100% homologiju.
Aminokiseline na tim poloZajima su identicne. Sedam aminokiselina koje su u direktnom
doticaju s ATP- molekulom kad se ona nalazi u aktivnom mjestu takoder su identi¢ne u
proteinima kod oba organizma. Razlike se javljaju samo kod BRC motiva koji sudjeluje u
povezivanju monomera ovog proteina. Prvih 11 aminokiselina je identicno, a zatim je Leu-
204, aminokiselina s nepolarnim bo¢nim ogrankom kod spuzve, kod Covjeka zamijenjena
polarnom aminokiselinom tirozinom. Slijedece Cetiri aminokiseline su opet identiCne, a
zatim se na mjestu Thr-250 kod Covjeka nalazi metionin, a na mjestu Leu-253 arginin. Tri
posljednje aminokiseline koje ¢ine BRC motiv su zatim ponovno identiCne u proteinima

Rad51 iz oba organizma.
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Slika 19. Poravnate proteinske sekvence Rad51D iz morske spuzve Suberites domuncula i Covjeka
Homo sapiens. Crno su osjen¢ane identicne i slicne aminokiseline. Zeleni pravokutnik se nalazi iznad
aminokiselina koje sacinjavaju Walker A motiv, a roza pravokutnik iznad Walker B motiva. Zutim strelicama su
oznacene aminokiseline koje su u izravnom kontaktu s molekulom ATP-a, a ljubiCastim aminokiseline koje su
dio BRC motiva (Sest uzastopnih aminokiselina oznaceno je debljom strelicom i dodatno oznaceno crnom
crtom).
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4.3.2. Rad51D

Izolirana cDNA za gen rad51D duga je 960 pb. Njena nukleotidna sekvenca je pomocu
programa ExPasy prevedena u proteinsku sekvencu. Na N-kraju te sekvence nalaze se dva
AUG kodona koji kodiraju za metionin i oznaCavaju potencijalni poCetak kodirajuce regije,
odnosno kodiraju za start. Prvi start kodon poCinje nukleotidom na desetom mjestu, a drugi
nukleotidom na Cetrdesetom mjestu. Stop kodon UGA nalazi se na 883. mjestu nukleotidne
sekvence. Usporedbom s proteinskim sekvencama Rad51D kod drugih organizama
pretpostavljamo da sinteza Rad51D proteina kod morske spuzve Suberites domuncula pocinje
od prvog metionina na N-kraju te stoga protein ima 291 aminokiselinski ostatak, a ne 281
koliko bi bilo u slucaju da translacija kreCe od drugog metionina. Kodirajuéa DNA je duga
885 nukleotida. Odredeni sljedovi nukleotida analizirani su putem www-servisa izravno na
internetu pomoc¢u programa BLAST, koji trazi moguée homologije s proteinima pohranjenim u
bankama podataka. Usporedbom dobivene proteinske sekvence za protein Rad51D kod spuzve
Suberites domuncula s homolognim proteinskim sekvencama kod drugih vrsta, utvrden je
polozaj visoko oCuvanih domena. Domena kljuCna za vezanje i hidrolizu ATP-a sastoji se od
dva prostorno odvojena motiva: Walker A motiv koji stupa u kontakt s fosfatnim dijelom ATP
molekule i Walker B motiv u Cijem sastavu je vazna aminokiselina aspartat koja ima ulogu
koordinacije Mg?*. Walker A motiv ima slijed (Gly/Ala)XXXXGlyLys(Thr/Ser), gdje X
oznacava bilo koju aminokiselinu, u ovom slucaju Walker A motiv poCinje Gly na 108 mjestu i
ima slijedecu primarnu strukturu: Gly-Pro-Pro-Gly-Ala-Gly-Lys-Tre. Walker B motiv graden
je od pet aminokiselina Leu-Val-lle-1le-Asp, a prva aminokiselina Leu nalazi se na 205 mjestu
proteinske sekvence.

Sedam aminokiselina je u izravnom kontaktu s vezanom molekulom ATP-a, Cetiri su sastavni
dio Walker motiva (Pro-109, Lys-114, Tre-115, Asp-209), a tri aminokiselinska ostatka (Tyr-
136, Asp-138, Ala-140) nalaze se izmedu ta dva motiva. Na N-terminalnom kraju proteina
nalazi se domena vazna za povezivanje Rad51D s drugim paralozima koji sudjeluju u BCDX2
kompleksu, domena je gradena od dvadeset aminokiselina: Ala-135, lle-137, Ala-145, Val-
148, Leu-170, lle-173, Arg-174, Phe-176, lle-192, Val-193, Asn-194, GIn-195, Val-196, Asp-
197, Tyr-199, Ala-236, Val-239, Leu-240, Asp-243, His-244.
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Slika 20. Usporedan prikaz nukleotidne i proteinske sekvence proteina Rad51D
Zeleno-Walker A motiv, roza-Walker B motiv, plavo-domena za povezivanje podjedinica
u kompleksu, podcrtano-aminokiselinski ostatci u izravnoj vezi s ATP molekulom.

obradene u programu GeneDoc.

Rezultati

Sekvenca za protein Rad51D spuzve Suberites domuncula usporedena je sa sekvencama 13
razlicitih eukariotskih organizama. Odabrani organizmi su isti kao i za protein Rad51: Homo
sapiens (HS), Rattus norvegicus (RN), Mus musculus (MM), Bos taurus (BT), Gallus gallus
(GG), Xenopus laevis (XL), Danio rerio (DR), Ciona intestinalis (Cl), Strongylocentrotus
purpuratus (SP), Drosophila melanogaster (DM), Caenorhabditis elegans (CE), Dyctiostelium
discoideum (DD), Arabidopsis thaliana (AT). Proteinske sekvence su preuzete iz banke

podataka s interneta pomocu algoritma BLAST , poravnate su pomocu programa Clustal X i
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Slika 21. Usporedba primarne strukture proteina Rad51D iz vrste Suberites domuncula sa strukturom
njegovih ortologa kod 13razlicitih eukariota. Crno su oznacene ak sacuvane kod svih organizama, tamno sivo
ak ocuvane kod vecine odabranih vrsta, svijetlo sivo ak o€uvane kod manjeg broja vrsti. Zvjezdicama su oznacene
ak iz Walker A i B motiva, ak u izravnom kontaktu s ATP molekulom i ak iz domene za povezivanje u BCDX2
kompleks.
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Rezultati

Sli¢nost proteinskih sekvenci broj¢ano je iskazana u Tablici 7. Prikazan je udio
aminokiselina koje su identiCne za dvije vrste, te udio slicnih aminokiselina koje se

pojavljuju na istom polozaju kod dvije razliCite vrste.

Tablica 7. Udio sli¢nih i identi¢nih aminokiselinskih ostataka u proteinu Rad51D iz vrste Suberites
domuncula usporedbom s 13 razli€itih eukariotskih organizama. Plavo osjencani postotci oznacavaju
udio identi¢nih aminokiselina, a postotci bez ispune oznacavaju broj sli¢nih aminokiselina.

SO HS RN MM BT GG XL DR CI SP DM CE DD AT
SD 8506 B3% 83% [6% B4% B82% 83% B3% 23% 0% 15% 21% 26%
53% 52% 51% 53% 53% 51% 53% 48% 39% 22% 26% 38% 42%
HS 83% 83% 81% 65% 54% 53% 37% 26% 10% 16% 20% 26%
91% 89% 89% 80% 75% 74% 57% 42% 25% 31% 45% 44%
RN 94% 78% 62% 55% 51% 37% 27% 10% 16% 21% 27%
96% 88% 79% 75% 73% 57% 43% 25% 31% 45% 44%
MM 79% 63% 56% 52% 38% 27% 9% 16% 21% 26%
88% 79% 75% 73% S57% 42% 25% 31% 45% 44%
BT 64% 55% 52% 38% 26% 10% 16% 22% 29%
80% 74% 73% 59% 42% 25% 32% 45% 44%
GG 55% 53% 38% 25% 10% 14% 21% 25%
79% 75% 57% 40% 24% 32% 43% 45%
XL 49% 36% 25% 10% 16% 20% 25%
73% 58% 39% 24% 32% 43% 46%
DR 33% 24% 10% 16% 21% 24%
53% 40% 24% 31% 42% 44%
Cl 27% 10% 13% 22% 25%
41% 21% 28% 40% 42%
SP 9% 11% 15% 18%
21% 25% 30% 32%
DM 6% 7% 10%
14% 20% 19%
CE 11% 14%
26% 31%
DD 22%
41%

AT
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Rezultati

Vidimo kako protein Rad51D kod spuzve ima vecu slicnost sa sekvencama odabranih
kraljeZnjaka nego beskraljeZnjaka. Udio identi¢nih aminokiselina najveci je izmedu spuzve
I goveda Bos taurus (BT), a iznosi 36% aminokiselina, zatim slijedi Covjek Homo sapiens
(HS) koji dijeli 35% identi¢nih aminokiselina s ovom spuzvom. Udio sli¢nih aminokiselina
je u oba sluCaja jednak i iznosi 53% od ukupnog broja aminokiselina. Najmanja
podudarnost sekvenci uoCena je s vinskom muSicom Drosophila melanogaster (DM) i
oblicem Caenorhabditis elegans (CE). U slu€aju vinske musice udio identi¢nih
aminokiselinskih ostataka je 9%, a udio slicnih 22%, kod C. elegans ti udjeli iznose 15%

odnosno 26%.

Promatrajuci usporedni prikaz proteinske sekvence Rad51D kod spuzve i sekvenci ovog
proteina kod razlicitih kraljeznjaka, s kojima ona pokazuje najvecu sli¢nost, uocava se da
je oCuvanost slijeda aminokiselina na N-terminalnom kraju i u srediSnjem dijelu vec¢a nego
na C-terminalnom kraju. C-terminalni kraj kod spuzvi je i kraCi za nekih 25-30
aminokiselina u odnosu na slijed kod kraljeznjaka.

Proteinska sekvenca za protein Rad51D morske spuZzve Suberites domuncula usporedena je
samo s proteinskom sekvencom kod Covjeka da bi utvrdili koliko su oCuvani polozaji
aminokiselina koje su vazne za funkciju samog proteina. U Walker B motivu svih pet
aminokiselina je identi¢no i kod spuzve i Covjeka. Od osam aminokiselinskih ostataka koji
su dio Walker A motiva razlikuju se aminokiselina na polozaju 108, prolin kod spuzve je
kod Covjeka zamijenjen aminokiselinom drukcijeg karaktera, glicinom, i alanin na polozaju
112 je zamijenjen serinom. Ostali aminokiselinski ostatci su identiCne aminokiseline.
Izmijenjena aminokiselina na polozaju 108 sudjeluje i u domeni za vezanje ATP-a. To je u
ovom slucaju jedina izmijenjena aminokiselina, ostalih Sest je identicno u oba organizma.
Kod domene koja sudjeluje u povezivanju proteina Rad51D u BCDX2 kompleks od
dvadeset aminokiselina devet je zamijenjeno aminokiselinom drugacijeg karaktera: Ala-
135 zamijenjen je s Leu, Arg-174 s Gln, Val-193 s Ala, Asn-194 s GIn, Asp-197 s Thr,
Tyr-199 sa Ser, Ala-236 s Glu, Val-239 s lle, His-244 s Leu.

59



Rezultati

<

Rl K i i R Th e R

- i IR g e g sy AR o oo fer L ocgs sl 170

CoEeENs AT vigeaYy=] Viecixe SENIO YN CVIANYZIHG QONYL [BSNeGL TRSREL CHEQARTQDEEZQAEA- [ICR]: 167
I
v

L =

»

o | BANSECIGel [ HT R TG TL TDEREP- - - - - - - oo oo oo © 291
© RBRESERIGReRSIEF V! oyl ECAEGERRVACL AKSSRQPTGFQEMVDI GTWGTSEQSATLQEDQT : 328

Slika 22. Poravnate proteinske sekvence Rad51D iz morske spuzve Suberites domuncula i Covjeka
Homo sapiens. Crno su osjencane identi¢ne i sli¢ne aminokiseline. Zeleni pravokutnik se nalazi iznad
aminokiselina koje satinjavaju Walker A motiv, a roza pravokutnik iznad Walker B motiva. Zutim strelicama su
oznacene aminokiseline koje su u izravnom kontaktu s molekulom ATP-a. Plavim strelicama su oznacene
aminokiseline koje su dio motiva za povezivanje Rad51D u BCDX kompleks (Sest uzastopnih aminokiselina
oznacene su debljom strelicom i dodatno oznaCene crnom crtom).
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Rezultati

4.4. Odredivanje nukleotidnog slijeda i poloZaja introna u genima rad51 i
rad51D

Za utvrdivanje slijeda i poloZaja introna u poznatom dijelu gena rad51 i rad51D
napravljene su PCR reakcije gdje je kao kalup posluzila ukupno izolirana genomska DNA.
PocCetnice potrebne za reakciju su osmisljene na osnovu poznatog slijeda cDNA u
programu NetPrimer, a njihove karakteristike su navedene u poglavlju 3.1.4. Nukleotidi,
oligonukleotidi i nukleinske kiseline, uvjeti PCR reakcija tablicno su prikazani u poglavlju
3.2.2. UmnoZavanje DNA lanCanom reakcijom polimeraze (PCR).

Dobiveni fragmenti razdvojeni su u jedan postotnom agaroznom gelu.

Gen rad51 je umnoZen pomocu pocetnica rd2, rd3, rd4 i rdrv.

Uzorci u jazicama jedan, dva, tri i Cetiri (Slika 22) su fragmenti nastali umnaZanjem
pomocu pocCetnica rd3 i rdrv koje su specifi¢ne za slijed na 5'- kraju. Nastali fragmenti su
duljine oko 1 kb. Fragmenti nastali na genomskoj DNA pomocu pocCetnica rd2 i rd4,

specificnim za 3’ odnosno sredidnji dio sekvence, duljine su 300 pb.

Slika 23. UmnaZanje Rad51 na
genomskoj DNA. U liniji M je marker u
rasponu 0,1 do 10 kb. U linijama 1, 2,3 i 4
su fragmenti nastali umnazanjem s
pocetnicama rd3 i rdrv, u linijama 5,6 7
su fragmenti nastali umnazanjem s
pocetnicama rd2 i rd4.

5 kb —

1,65 kb ——m

0,5 kis —»
0,3 kb —
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Uzorci u jaZzicama dva i tri nastali su umnazanjem genomske DNA pomocu pocetnica fwl i
rv i dobiveni su fragmenti veliCine 1500 pb. U uzorcima pet i Sest za umnazanje gena
rad51D u genomskoj DNA koristene su pocetnice fw2 i rv. Dobiveni fragmenti umnozeni

tim pocetnicama su nesto kraci, veli€ine su oko 1300 pb.

Th
2 -
| Skh -
Slika 24. UmnaZanje rad51D na genomskoj
DNA. U liniji M je marker u rasponu 0,1 do 10
kb. U liniji 2 i 3 su fragmenti nastali umnazanjem
s pocetnicama fwl i rv, u linijama 5i 6 su
fragmenti nastali umnaZanjem s poCetnicama fw2
irv.

Vrpce su pod transluminatorom izrezane skalpelom a zatim je DNA izdvojena iz
agaroznog gela pomocu komercijalno dostupnog paketa QIAquick Gel Exstraction Kit
(Poglavlje 3.2.4. lzolacija DNA iz agaroznog gela). Slijed nukleotida u dobivenim
fragmentima DNA odreden je Sangerovom metodom na uredaju Abi-Prism 3100-Avant
Genetic Analyzer, uzorci su pripremljeni koriste¢i komplet ABI-PRISM Big Dye
Terminator Version 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit (Poglavlje 3.2.5.
Odredivanje slijeda nukleotida u molekuli DNA Sangerovom dideoksi metodom).
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e Genrad5l
Nukleotidna sekvenca gena rad51 odredena je sekvenciranjem fragmenata dobivenih PCR
reakcijama. Za sekvenciranje cjelovitog gena koristeno je pet razlicitih pocetnica: rd1, rd2,
rd3, rd4 i rdrv. Ove specificne pocCetnice su osmisljavane u nekoliko navrata nakon Sto bi

sekvenciranjem otkrili novi segment ovog gena.

<< >
rdl
<+«
rd2
rd3
rd4
_>
) rdrv

Slika 25. Shematski prikaz pretraZivanja gena rad51. Bojama su oznaceni dijelovi gena sekvencirani
odredenom pocCetnicom. Pocetnica, njen pocetak i smjer su oznaCeni strelicom iznad sekvencirane regije.

e Genrad51D
Uz pomo¢ tri poCetnice, fwl, fw2 i rv, odredena je cijela nukleotidna sekvenca gena

rad51D.

< >

fwl IV

fw2
—

Slika 26. Shematski prikaz pretraZivanja gena rad51D. Plavo je oznacen dio gena sekvenciran pomocu
pocetnice fwl, zeleno dio gena sekvenciran po€etnicom fw2, a crveno pocethicom rv.
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e Polozaj i faza introna kod gena rad51

S obzirom da u cDNA biblioteci nije pronaden 5 kraj gena rad51, usporedba genomske
DNA i translatirane regije koja je pohranjena u biblioteci nije bila dovoljna za otkrivanje
poloZaja i faze svih introna. Introni na 5 kraju su odredeni usporedbom nukleotidne
sekvence dobivene sekvenciranjem, sa sekvencama koje su pohranjene u bankama
podataka na internetu. Na taj naCin uoCene su regije koje nemaju homologiju sa
sekvencama proteina Rad51 iz drugih raznih organizama i regije koje pokazuju visok
stupanj homologije, za koje je onda zakljueno da su kodirajuéa DNA. rad51 ima pet
introna, prvi intron je duljine 67 pb i to je najkraci intron u ovom genu. Drugi ima 166 pb,
treCi 140 pb, a Cetvrti 103 pb. Posljednji peti intron je najduzi i ima 316 pb.

ATGGCTATGCAAGCAGAAGT ACAGCAT ACAGAAGAGCAAGT TGACGACGAACAAT TTGGT
CCACAGCTTGTCAACAAATTA

GTGTATCCTAACTAATTCCTCTTCCATTCAGGGACAGGGT ATCAGT ACCAATGATGTAAA
GAAACT AAGT GATGCAGGCT ACCACACTATAGAGT CAGT GBCCTAT GOCOCCAAGAAGEC
TCTCATACTCATCAAAGGAATAAGT GAAGCT AAAGTAGACAAGATACAGAAT GAAGCTGC
CAAGCTTGTGOCTATGGGAT TCACCACAGCAACGGAGT TTCATCAACGT CGCTCAGAGAT
TATCCAACT CACAACAGGCT CAAAAGAGCT CGATAAACT TTTAGGGGGT GGTATAGAGAC
GGGATCCATTACAGAAAT GTTCGGAGAAT TAAGAACT GGGAAAAGACT CAACTTTGTCAC

CACACTTGCTGT TACT TGT CAGGTGAGCTCATCTTTGAAAAATTGATCTATCCAATCTCTG
GCTAAATTAGGT CAATGGT GT GTATTTCAGAATGATAGT AAAATCGTAGTAGTATGECTAG

AGTGTTCTAATCAAGCAAGCCT TCAAT GGT GACTAAGAT GTACCAAGGTCTTGTGT TGTGT
CTCAGT TACCAATAGAT GGAGGAGGT GGT GAGGGAAAGT GTCTGTACATTGACACAGAGEG
CACATT CAGACCAGAGAGACT GCTAGCT GTAGCT GAAAGGTAGGEECCATTATTTCGITTGC
TGAGAATTTTCAGT GTAGI TATCTTTTACAGTACTGTATATCAT GT GAGCTGTACTCAGT T
CTATGACAGCTAGGT CAACT GOCT GTGCGT CAAGGTACTATACT CTGT TACACATAGGTAT
GGTTTGTCTGGATCAGATGT GT TGGATAATGTAGCATATGCT CGAGCCTACAACACT GACC
ATCAAGGT CAGCTACT GTTGCAAGCGT CAGOCAT GAT GGCAGAAT CAAGATATGCTCTACT
CATCGT CGACAGAGACACGGCAT TATATCGCACAGACTACT CTGGCAGAGGT GAGCT GAGT
GOGAGAACAAT GCACT TGGCAAGAATAT CTCAGAACT TTGCT CCTACT GGCAGACGAGETT]

GITTATGGTATTAGTATATACCCTCTATCTATTGTATAGT TTGGGGT TGCOGTGGTGATAA
CTAATCAGGT AGT GGCACAAGT GGATGGGGCAT CAATGT TTGCTACT GACCCCAAGAAACC
AATTGGAGGGAACATTATTGCACAT GCGT CTACTACAAGETTGETATTACATTGATTGEAA

TTAGTACAATACATGT TACAT GT GTAGAAACCT CAAT AGT GACAGT GGTATTGT CTTACAA
GTGTTGITTGTTTACTTGI TGTGT TAT TTCATGT GAGOCGAAAT AGCT CAGT TGGGAGAGC
GTTAGACT GAAGAT CTAAAGGT COCTGGT TOGATCOCGGGT TTCGECAAGT TTTTTTGT TA
TTTTTTTCCTCTCCATTTTATTAGAAT GAGAT TTCAATACAAAGATTCCACCTCTTTTCCA

TTATATCTCA

ATATTTGAAAGT TGCTCATTTAGTTATTTTTGGGT AAATTGT ACCT CCAGA
AAAAGGACGAGGGEGGAGACCAGAATAT GTAAGATATATGATTCTCCCTGT TTGOCTGAAGC
AGAGGCAATGTTTGCTATCAATGCT GATGGTATTGGAGACT CCAAGGACTAA

Slika 27. Gen rad51. Introni su oznaceni plavom bojom.
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Osim polozaja, introni su definirani i fazom u kojoj se nalaze s obzirom na kodon.
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Slika 28. Usporedba pozicije i faze introna gena rad51. Polozaj introna oznacen je rombovima. Boja
oznaCava fazu. Zeleno-faza 0, plavo —faza 1, Zuto-faza 2. Tockaste linije povezuju introne s identi¢nim
poloZzajem i fazom.

Polozaj i faza introna u genu rad51 iz Suberites domuncula usporedeni su s njihovim

polozajem i fazom u kojoj se nalaze kod vrsta koje su nam posluzile za utvrdivanje
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slicnosti proteinske sekvence. Spuzve su s obzirom na ove navedene karakteristike slicnije
kraljeznjacima nego beskraljeZnjacima. Svih pet introna koje nalazimo kod vrste Suberites
domuncula su na istom polozaju i u istoj fazi kao i introni kod kraljeznjaka. Od pet introna
tri se nalaze u fazi nula, a dva u fazi dva. PoloZaj i faza introna nisu odredeni za vrste Bos

taurus (BT) i Xenopus laevis (XL) jer potrebni podaci nisu bili dostupni na www.servisu.

e Polozaj i faza introna kod gena rad51D
Broj, polozaj introna i njihova duljina odredeni su usporedbom nukleotidne sekvence
cDNA i nukleotidne sekvence fragmenata dobivenih umnaZanjem genomske DNA
pocetnicama specificnim za gen rad51D.

ATGCAAACGCAT GTGAACGCAT CATGCATAAT GAATAGT CTGT CTGAGGAGGT CCGTAGCAAGCT
GAAGGT GECAGGT ATCAGAT CAGGTAGT TTATAGACT GAGAACT CTGAAGACAGACAT CAGAGGA

CATTGACCTTGGGAGACT ATGCATACGACT TAGACT AAAATCCCTTCOCCTCT CAGT TGTTGAT T
ACGTATCCTGCCCT CCT GAAAGAATAGCCT CAAAAACT GGAT TTCCATATAAGGAAGT CGTTGAA
ATACGCAGAAAGT TTCTACATCAGT TTGGAT GOCGCOCOGT TGCCGCT AGCAACCT GTGGAAAGA

GCTTTCGT CAACAT CAGCAAT CTTACCAACAGETAAAATTTCCACACAATTTTCGATGATGTCCT

AGITCGATGTACCCAGT TATAACACCTTTCCTATCTATTTTATTGCTCCTGTATAGT
GTTATTGGAT GGAGGGCT CT TGACCGGT GAGCT GACAGAGT TGT GT GGACCT CCAGGT GCTGGGA
AAACACAGGTAGAAGAAAT TTGGCAGAAATTTGCAATTTTTGT TAATTCTTTCTTCAGGTATGTC
TCTCCGT GGOGBGCCAT GT TGCCAT GACAACAAGCT CCACT GTAGCATATATAGACT GTGCTGGT
ACATTTGATGCTCAACT TGT TGAACGAAT CGT AACAT CACGT TTAGACGAAGGGCAAGAGGTAGT
GATGITACTTGTTATTATAGAACCATTTGATCTTCAATTATCCTCACAGAGT GTTGAGT GTTCAT
TGAGCAGGATTCGT GTGT TCAATGTGT TTTCAATATTTTATCTACTCTCTCTCTTATCATCTCTT
CAAGAT GACAT CGT AAAT CAGGCAGGT CAAAGGT CAAACACACGAACAAATGACT GATTATGTCT
AGGTGGATGOGTATTATAGCAACCT TCATCT TGT CATAATTGACCCT GTGACCTC

TCTCATATCTCCOCACCT TGGT GGACAT CAGACT CACGTCAGECTTCTGTACATAAAGT TAGEAT
ACTTGT TCATGAAATTAGGATACTTGTACATGAAGT TAGGATACT GT TAATTAGGGTAAATGATC
GAGAGT TTAGGATACT TGTACGT GAGGT TACAT TATGAGGT TAGGATAT TTGTACGT GAGATACC

GGGITCACAGT TTGATGGTCCAACTGGTCT

CGACAGATAACAACTTTAGTGATTTTTTTTTTGACA
TGGCTCTGAGAGT CCTGGCCAAT GATCATGCAATAGCT GTACT GGTGAGTAGAATAACACACEET

GTGTGTGTGT TTGATTGGATCAAACT CACATTAGTACACCACAT CATGGATTGCATGAGT TTGAA
CAACCTTTCACAAGTATTGCATAATTATGACATTACT CTGCAGTACACAAACAATATGGT GATAG
ATTTCAACAGT GGT GGT TTGAAACCAGCCCT GGGCCT CACAT GGT CACACACT CCCTCCACACGA
GTCACGCTTGGCACCACCCT CACAGAT GAGGCGAGOCCCTGA

Slika 29. Gen rad51D. Introni su oznageni zelenom bojom.

Gen za protein Rad51D ima 8 introna. Prvi intron je duljine 98 pb, drugi intron je nesto
kraci i ima 85 pb. Samo 10 pb nizvodno od kraja drugog introna nalazi se treci intron s 59

pb. Cetvrti i peti intron imaju 50 pb i to su najkraci introni u ovom genu, 3esti intron je
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samo za 4 pb dulji, odnosno ima 54 pb. Sedmi intron ima 191 pb i to je najdulji intron i

jedini intron veliCine preko 100 pb. Posljednji, osmi intron, ima 84 pb.
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Slika 30. Usporedba pozicije i faze introna gena rad51D. PoloZaj introna oznagen je rombovima. Boja
oznaCava fazu. Zeleno-faza 0, plavo-faza 1, Zuto-faza 2. Tockaste linije povezuju introne s identi¢nim
poloZajem.

Odredene su faze introna, odnosno njihov polozaj u odnosu na kodon. Nazalost za vrste

Xenopus laevis, Drosophila melanogaster i Dyctiostelium discoideum takvi podaci nisu
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dostupni. Pet introna u genu Rad51D iz vrste Suberites domuncula nalazi se u fazi nula,
dva introna se nalaze u fazi jedan, jedan intron je u fazi dva. Polozaj i faza introna su kod

.....

biljaka.

4.5. Stvaranje rekombinantne DNA i ekspresija gena za protein Rad51D

Pomocu specificno dizajniranih poCetnica s ugradenim restrikcijskim mjestima za enzime
Bam HI i Nde I, PCR reakcijom, je umnozZen gen rad51D. Plazmid pET15b i umnozZeni
fragment su zatim razgradeni prethodno navedenim enzimima. Osmisljavanje pocetnica i
sama metoda objasnjeni su u poglavlju 3.2.6.1. Razgradnja DNA restrikcijskim
endonukleazama. Produkte razgradnje smo razdvojili elektroforezom u jedan postotnom
gelu agaroze, a Zeljene fragmente izrezali iz gela i procCistili pomocu paketa QIAquick Gel
Exstraction Kit.

U reakcijskoj smjesi s DNA-ligazom faga T4 gen za protein Rad51D ugraden je u
ekspresijski vektor pET15b. Ligacijsku smjesu smo pomijeSali s kompetentnim E. coli
stanicama soja BL21 i transformirali elektroporacijom. Smjesa je zatim nasadena na

selektivne ploce s ampicilinom i ostavljena preko noéi na 37°C. Na plotama je naraslo

stotinjak kolonija.

Slika 31. Kolonijski
PCR na 12 kolonija E.
coli, soj BL21,
transformirane
plazmidom pET 15b s
ugradenom cDNA za
protein Rad51D. U liniji
M je marker raspona 0,1-1
kb. U linijama 1-12
fragmenti PCR reakcija na
12 razlicitih kolonija.
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Odabranih 12 klonova provijerili smo na dva nacina: pomocu kolonijskog PCR-a, a zatim i
izolacijom plazmidne DNA i odredivanjem njene sekvence. Rezultati su provjereni u
agaroznom gelu. U uzorcima 1-7 dobiveni su fragmenti duljine 700 pb a u uzorcima devet,
jedanaest i dvanaest su dobiveni neSto kracCi fragmenti, veliCine oko 600 pb. U uzorcima
osam i deset utvrdeno je da te kolonije sadrze plazmid u koji se nije ugradio Zeljena
sekvenca gena rad51D (Slika 30).

Kolonije jedan, dva, devet i dvanaest, kod kojih je uofen najveca koncentracija plazmida,
su odabrane za daljnju provjeru ugradnje gena rad51D u ekspresijski vektor pET15b.
Plazmidna DNA izolirana je pomocu komercijalnog paketa QIAprep Spin Miniprep.
Izolacija je provjerena na agaroznom gelu (Slika 31.), a kao kontrola je posluzio plazmid
bez ugradenog fragmenta (uzorak broj pet). Fragmenti iz uzoraka jedan i dva za koje je
vidljivo da imaju viSe parova baza od kontrole, uzorka pet, izrezani su iz gela i procCisceni

pomocu paketa QIAquick Gel Exstraction Kit.

Slika 32. Plazmidna DNA izolirana pomocu
komercijalnog paketa QlAprep Spin
Miniprep.U liniji M je marker raspona 0,1-1 kb, u
linijama 1-4 su rezultati izolacije iz Cetiri razlicita
soja, u liniji 5 je pozitivna kontrola-plazmid bez
ugradenog gena rad51D.

[PTRCN
=21

Tocnost sekvence rad51D klonirane u pET15b provjerena je odredivanjem primarnog
slijeda nukleotida na uredaju Abi-Prism 3100-Avant Genetic Analyzer. Rezultat
sekvenciranja pokazao je kako je slijed za protein Rad51D ugraden u ekspresijski vektor
tocan.

Za dobivanje vece koliCine proteina uzgojene su prekonocne kulture transformiranih BL21
stanica na 37°C. Prvo je provedena indukcija na 10 mL LB medija da bi provjerili da li

dolazi do ekspresije proteina. 100 puL prekonocne kulture razrijedeno je u 10 mL LB
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medija uz dodatak 10 pL ampicilina i inkubirano dva sata na 37°C. Kada se gustoca
bakterijske kulture povecala do OD=0,6-0,7 izdvojeno je 8 mL i dodano 8 yL 0,8 M IPTG-
a, te inkubirano dva sata na 37°C. Rezultati ekspresije su provjereni na SDS

poliakrilamidnom gelu.

- RdiID

Slika 33. Elektroforetska analiza u poliakrilamidnom gelu proteinskih ekstrakata gena
rad51D u stanicama E.coli BL21. U liniji M je proteinski biljeg irokog raspona, u liniji 1 i
2 su proteinski ekstrakti prije indukcije (1 pyL uzorka), u linijama 3 i 4 proteinski ekstrakti
nakon indukcije (1 pL uzorka), u linijma 5 i 6 su proteinski ekstrakti prije indukcije (10 pL
uzorka), u linijama 7 i 8 su proteinski ekstrakti nakon indukcije (10 yL uzorka).

Nakon §to je utvrdeno da dolazi do ekspresije Zeljenog proteina napravljena je indukcija u
250 mL LB da bi smo dobili $to vecu koli€inu proteina. 10 mL prekonocne kulture
uzgajane na 37°C pomijesano je s 250 mL LB i 250 pL ampicilina. Kada je dostignuta
gustoca koja je odgovarala apsorpciji ODgp=0,7 potaknuta je ekspresija rekombinantnog
proteina dodavanjem 0,8 M IPTG-a. Nakon dva sata sinteza je zaustavljena stavljanjem
stanica na led. Suspenzija je centrifugirana, a dobiveni talog liziran sonikacijom.

Supernatant u kojem se nalaze stanicni proteini je zatim procCiS¢en na afinitetnoj koloni
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agaroze Ni-NTA na kojoj se zadrZavaju rekombinantni proteini koji na N-kraju imaju Sest
histidina. Nakon ispiranja necisto¢a s kolone procis¢en je i rekombinantni protein s kolone
u frakcijama od 1 mL. 20 pL purificiranog proteina iz svake frakcije pomijeSano je s 80 pL
Bradford otopine i inkubirano 30 minuta na sobnoj temperaturi. Od 8 skupljenih frakcija
dvije su se obojile intenzivno plavo Sto je pokazatelj prisutnosti proteina u tim frakcijama.
Da bi provjerili da li se radi o Rad51D proteinu frakcije su analizirane na SDS
poliakrilamidnom gelu.

Vrpca koja se nalazi malo iznad 25 kD, u uzorku Sest, odgovara pretpostavljenoj veli€ini
Rad51D. Koncentracija proteina je oko 50 ng Sto je premalo za bilo kakva daljnja

istrazivanja aktivnosti i funkcije.

M L 2 3 i 5 &

- Lad511

Slika 34. Elektroforetska analiza u poliakrilamidnom gelu
proteinskih ekstrakata nakon ekspresije gena rad51D, te nakon
proCiS¢avanja na koloni. U liniji M je proteinski bil'e? Sirokog raspona,
u liniji 1 je [i‘iroteinski ekstrakt prije pro€is¢avanja na koloni, u liniji 2 je
proteinski ekstrakt koji se nije vezao na kolonu, u liniji 3 je sadrzaj
nespecifi¢no vezanih proteina u puferu nakon ispiranja kolone, u liniji 4 je
sadrzaj proteina nakon drugog ispiranja, u linijama 5'i 6 je sadrzaj
specifi€no vezanih proteina.
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4.6. Western analiza proteina

Protein dobiven procis¢avanjem bakterijskog lizata na Ni-NTA koloni podvrgnut je
daljnjem ispitivanju imunokemijskom analitickom metodom da bi se potvrdilo kako se radi
o0 proteinu Rad51D. Proteini razdvojeni elektroforezom u poliakrilamidnom gelu preneseni
su s gela na poliviniliden fluoridnu membranu. Za detekciju su koriStena primarna
antitijela Anti-His iz miSa koja prepoznaju histidine na rekombinantnom proteinu Rad51D
I sekundarna antitijela Anti-mouse 1gG, na koje je kovalentno vezana peroksidaza.
Rezultati su vizualizirani izlaganjem rendgenskog filma membrani koja je prije toga
inkubirana u otopini luminola i pojacivaca.

Slika 35. Detekcija rekombinantnog proteina
Rad51D na poliviniliden fluoridnoj membrani
Eo_moéu primarnih antitijela Anti-His iz miSa_

oja prepoznaju histidine i sekundarnih antitijela
Anti-mouse 1gG, na koje je kovalentno vezana
peroksidaza.
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5. RASPRAVA

Pripadnici koljena Porifera predstavljaju odlicne modelne organizme za proucavanje
molekularne evolucije. Prvi oblici odvojili su se od zajednickog pretka prije 580 milijuna
godina, prije kambrijske eksplozije, stoga se spuzve smatraju zivim fosilima (Mduller
1995). Na prvi pogled djeluju kao jednostavni, "primitivni" organizmi, no istrazivanja
posljednjih godina pokazala su kako spuzve imaju ogroman repertoar gena te su visoko
organizirani i kompleksni organizmi (Breter i sur 2003; Mdller i sur. 2003). Posjeduju
vecinu proteina koji su bili prisutni kod pretka svih viSestani¢nih organizama. Razvojem
pojedinih linija organizama neki od tih proteina izgubili su se te nam mogu posluziti kao
markeri za bolje sistematiziranje Metazoa. Filogenetski oCuvani proteini kod spuzvi mogu
se koristiti i za odredivanje razlika u stopi evolucije kod razliCitih organizama (Gamulin i
sur. 2000).

Rekonstrukcija filogenetskih odnosa pomocu proteinske sekvence temelji se na
pretpostavci kako su geni koji kodiraju te proteine homolozi, odnosno kako su porijeklom
od zajednickog pretka. S obzirom da se nalaze u razli€itim organizmima, nazivaju se i
ortolozima. Geni koji potjeCu od zajednickog gena kod kojeg je doSlo do duplikacije
nazivaju se paralozii U svakom organizmu paralozi divergiraju neovisno

(http://encyclopedia2.thefreedictionary.com/). Protein Rad51 kojeg nalazimo kod eukariota

pravi je homolog proteina RecA iz prokariota, odnosno njegov ortolog. Proteini Rad51B,
Rad51C, Rad51D, XRCC2 i XRCC3 su paralozi proteina Rad51.

Za razliku od kraljeznjaka kod kojih obitelj Rad51 proteina saCinjavaju pravi homolog
proteina RecA i pet paraloga, kod spuzvi su nasumicnim pretrazivanjem cDNA biblioteke
identificirana samo dva proteina, Rad51 i Rad51D, Sto ne iskljuCuje postojanje drugih
proteina obitelji Rad51. Zanimljivo je kako su i kod Caenorhabditis elegans, nizeg
beskraljeznjaka Ciji je genom kompletno sekvenciran, takoder pronadena samo dva Clana
Rad51 porodice. Jedan od njih sudjeluje u mejozi dok je za drugi uoceno da ima ulogu u
odrZzavanju integriteta kromosoma (Alpi i sur. 2003; Rinaldo i sur. 1998). Sekvenciranjem

genoma vrste Drosophila melanogaster, viSeg beskraljeznjaka Cija je proteinska sekvenca
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takoder koriStena u ovom istrazivanju, pronadeni su protein Rad51 i njegovi paralozi
Rad51C, Rad51D, XRCC2 i

XRCC3 (Pellegrini i sur. 2002). Moguce je da spuzva posjeduje, osim Rad51 i Rad51D,
jo§ neke Clanove Rad51 porodice proteina, a mozda i sve Clanove koje kod drugih
beskraljeznjaka ne nalazimo. No, s obzirom na Cinjenicu da genom spuzve jo$ nije
sekvenciran, ne mozemo to tvrditi sa sigurnoS¢u. Takav slucaj ne bi bio iznimka.
Primjerice, u istrazivanjima na vrsti zarnjaka Nematostella vectensis utvrdeno je da taj nizi
beskraljeznjak dijeli neke osobine genoma sa sisavcima, a koje ne nalazimo kod C. elegans
i D. melanogaster. Tako od 12 Wnt gena pronadenih kod Covjeka, ovaj ih Zarnjak ima 11,
dok vinska musica samo Sest (Sullivan i Finnerty 2007).

Odredivanjem sekvence raznih proteina uoceno je kako proteini evoluiraju razlicitom
brzinom; kod nekih proteina promijenjen je manji broj aminokiselina nego kod drugih.
Kod proteina kao $to su imunoglobulini i albumini tijekom vremena doslo je do relativno
brojnih promjena. Njihova funkcija ne zahtijeva veliku specifiCnost pa je stoga tolerancija
na varijabilnost ve¢a. S druge strane imamo histone koji su se tijekom duzeg vremena
relativno malo mijenjali. Takva visoka oCuvanost sekvence smatra se posljedicom
Cinjenice da je za njihovu funkciju vazna kompletna struktura, a ne samo odredena domena
(http://encyclopedia2.thefreedictionary.com).

Slijed aminokiselina proteina Rad51 iz spuzve pokazuje veliku oCuvanost sa slijedom
aminokiselina kod ortologa u drugim organizmima. Veca se oCuvanost uoCava, kako je i
pretpostavljeno, sa sekvencama kod kraljeznjaka, a manja sa sekvencama kod
beskraljeznjaka. SaCuvanost ne postoji samo u domenama vaznim za funkciju ovog
proteina, nego u cjelovitoj sekvenci. Manja odstupanja prisutna su samo na N-kraju ovog
proteina. U usporedbi s odabranim predstavnicima kraljeznjaka, udio sli¢nih i identi¢nih
aminokiselina na istom je vrlo visok, u rasponu je od 88-90%, odnosno 80-83%. Kod
spuzvi i beskraljeznjaka udio je nesto manji, ali takoder visok, iznad 50%. Udio sli¢nih
aminokiselina je izmedu 76 i 87%, a udio identicnih aminokiselina 54-79%. Za biljke su ti
istrazivanjima Gamulin i sur. (2000) koji su takoder uocCili veCu homologiju proteina iz
spuzve s proteinima kod kraljeznjaka. U istrazivanjima filogenetskih odnosa, odnosno
oCuvanosti slijeda aminokiselina, viSe puta je pokazano kako kod vrste Drosophila dolazi
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do vrlo brze evolucije aminokiselinske sekvence (Yaeger Stassen i sur. 2007), Sto je u
skladu s podacima prikupljenim za proteine Rad51 i Rad51D iz Drosophile. lako je
Drosophila melanogaster na vremenskoj skali bliza spuzvama, proucavani proteini iz ove
dvije vrste pokazuju manju medusobnu slicnost nego proteini iz spuzve i ortolozi iz
kraljeznjaka. No, htjela bih napomenuti kako postoje i iznimke. Provedena su istraZzivanja
na proteinima gdje je stopa evolucije kod Drosophile niska kao i kod kraljeznjaka.
Drosophila i kraljeznjaci pokazuju nisku stopu evolucije za proteine a-tubulin i B-tubulin,
za razliku od pripadnika carstva Fungi kod kojih je ta stopa promjene brza (Baldauf i
Palmer 2003).

Proteinska sekvenca Rad51D iz spuzve Suberites domuncula takoder pokazuje vecu
slicnost s homolognim proteinima iz kraljeznjaka nego beskraljeznjaka, ali su udjeli
identicnih i slicnih aminokiselina vidljivo manji od onih uocenih za protein Rad51. Najveci
udio identicnih aminokiselina spuzva dijeli s vrstom Bos taurus 36%, a udjeli za ostale
kraljeZnjake sli¢ne su veli€ine (32-36%). Udjeli sli¢nih aminokiselina krecu se izmedu 51 i
53%. Kod vrste Drosophila udio identiCnih aminokiselina izrazito je nizak i iznosi samo
9%, ako se u obzir uzmu i slicne aminokiseline, taj udio iznosi 22%. Ovi udjeli su niski i za
ostale beskraljeznjake te iznose 21-23%, odnosno 26-39%.

Protein Rad51 ima sporiju stopu evolucije nego njegov paralog Rad51D. To je bilo
ocCekivano, s obzirom da je Rad51 pravi homolog prokariotskog RecA proteina i ujedno
evolucijski vrlo saCuvani protein u vecine eukariota, od kvasca do Covjeka. To se uoCava
ne samo u odnosu spuzve s drugim organizmima vec i promatrajuci odnose izmedu drugih
organizama. Za primjer navodim dva kraljeznjaka koji, kao 5to sam ve¢ spomenula, imaju
malu stopu promjene tijekom evolucije. Ako promatramo Rad51 protein, udio identicnih,
odnosno sli¢nih aminokiselina izmedu vrsta Mus musculus i Bos taurus iznosi 99 i 100%.
Kod proteina Rad51D ti su iznosi za 20%, odnosno 12% manji, te iznose 79 i 88%. Brzina
evolucije ortolognih proteina relativno je konstantna, a njena divergencija moze biti
pokazatelj divergencije u funkciji ortologa (Jordan i sur. 2001).

Promjene aminokiselinskih ostataka u ovisnosti o njihovom lokalnom okoliSu pokazuju
kako lokalni okoli$ ograniCava mutacije, te su prihvatljive one koje ne mijenjaju strukturu i
funkciju proteina (Overington 1 sur. 1991). Stoga smo posebnu paznju posvetili

aminokiselinskim ostacima koji se nalaze u domenama vaznim za funkciju ova dva
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proteina. Usporedeni su sljedovi aminokiselina proteina iz spuzvi sa sljedovima
aminokiselina ortologa iz kraljeznjaka Homo sapiens. Motivi Walker A i B Cine domenu
vaznu za vezanje i hidrolizu molekule ATP. Za protein Rad51 sve aminokiseline koje
saCinjavaju ove motive identicne su kod spuzve i Covjeka, dok je kod proteina Rad51D u
Walker A motivu doSlo do zamjene jedne aminokiseline drugom drugacijeg karaktera.
Naime, na mjestu Pro-108 kod Covjeka nalazimo glicin i na mjestu Ala-112 nalazimo serin.
Za funkciju proteina vrlo su vazne aminokiseline koje se nalaze u izravhom kontaktu s
molekulom ATP vezanom u aktivnom mjestu. Osim aminokiselina koje su sastavni dio
Walker A i B motiva, tu sudjeluju i tri dodatne aminokiseline. Kod proteina Rad51, spuzva
Suberites domuncula i Homo sapiens imaju identicne aminokiseline, a kod Rad51D
razlikuju se u jednoj aminokiselini, ve¢ spomenutoj zamjeni Pro-108 s Gly, koja je sastavni
dio Walker A motiva. Domene vaZzne za interakciju ova dva proteina s drugim molekulama
su: BRC domena kod proteina Rad51, koja sluzi za povezivanje monomera u filament na
mjestu oSteéenja DNA (Bianco i sur. 1998), te domena za povezivanje proteina Rad51D s
drugim gradevnim jedinicama kompleksa BCDX2, koji ima vaznu ulogu u homolognoj
rekombinaciji (Liu i sur. 2007). Osim vrlo sli¢ne funkcije ove domene povezuje i jednak
broj aminokiselina koje sudjeluju u njihovoj izgradnji, njih dvadeset. Kod proteina Rad51,
sekvence ovih dvaju organizma razlikuju se za tri aminokiseline, a kod Rad51D za devet
aminokiselina.

Homologija ortologa iz ova dva organizma, ako promotrimo samo ocuvanost
aminokiselinskih ostataka u domenama vaznim za funkciju, nesto je veca, a razlika je
ocCitija kod proteina Rad51D. Ako promotrimo cjelokupnu sekvencu proteina Rad51 iz S.
domuncula i H. sapiens, uocCit ¢emo kako imaju 90% sli¢nih aminokiselina, dok proteini
Rad51D pokazuju 53% slicnosti. Udio slicnih aminokiselina u domenama vaznim za
funkciju iznosi 92%, odnosno 67%. Najveca varijabilnost nalazi se u domenama koje sluze
za povezivanje. Ako njih zanemarimo, udio slicnih aminokiselina izmedu spuzve i Covjeka
za Rad51 iznosi 100%, a za Rad51D 81%.

Gen rad51 ima 1017 pb i dulji je od gena rad51D za 57 pb. lako nesto dulji, gen za protein
Rad51 ima tri introna manje od gena za protein Rad51D, odnosno ima pet introna, dok ih
gen rad51D ima osam. Prirodna selekcija preferira krae introne dok mutacije pridonose

njihovom produzivanju. Ravnoteza izmedu ova dva procesa odreduje njihovu konacnu
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duljinu (Kliman i Hey 2003). Prikupljanjem podataka dobivenih istrazivanjem gena kod
spuzvi uoceno je da one imaju izrazito kratke introne, duljine 0,1-2 kb (Muller W. E. G.
2003). Utvrdene duljine introna u ova dva gena slazu se s tim podacima. Introni u genu
rad51 i rad51D izrazito su kratki; najdulji intron ima samo 316 pb. Usporedbom ta dva
gena uoCava se da, iako gen rad51 ima manje introna, oni su dulji. Ako postavimo
proizvoljnu granicu od 100 pb, moze se utvrditi kako rad51D ima samo jedan intron dulji
od 100 pb, dok je kod rad51 samo jedan intron kra¢i od 100 pb.

Kod Covjeka, oblica i vinske muSice utvrdena je povezanost duljine introna s razinom
transkripcije tog gena. Ta su dva svojstva obrnuto proporcionalna; na taj nacin smanjuje se
energetski troSak kod prepisivanja ucestalih gena (Castillo-Davis i sur. 2002).

Kod vrste Suberites domuncula u nukleotidnoj sekvenci za gen rad51 utvrdeno je
postojanje pet introna. Po poloZaju i fazi ti su introni identi¢ni intronima kod kraljeznjaka i
biljke Arabidopsis thaliana. No kraljeznjaci i biljke imaju tri introna viSe: dva introna, koja
ne nalazimo kod ove spuzve, nalaze se na 5 kraju gena kod kraljeZnjaka, a treCi intron
nalazi se na 3' kraju. Vrsta Arabidopsis thaliana od kraljeznjaka se razlikuje samo u
poloZaju i fazi jednog introna. Gledano s 5’ kraja, to je drugi intron koji nedostaje kod
Suberites domuncula. Beskraljeznjaci Drosophila melanogaster i Dyctiostelium
discoideum te svitkovac Ciona intestinalis imaju samo jedan ili dva introna. Zanimljivo je
uociti kako se od dva prisutna introna kod Dyctiostelium discoideum ni jedan ne poklapa s
intronima kod spuzve, kao ni s intronima bilo koje druge ovdje proucavane vrste. Suberites
domuncula dijeli sve poloZzaje introna i s viSim beskraljeznjakom, vrstom
Strongylocentrotus purpuratus. Osim ovih pet introna, Strongylocentrotus purpuratus ima
jo$ dva koji su homologni s intronima kod kraljeznjaka.

ProuCavajuci poloZaj introna i fazu u kojoj se introni nalaze kod gena rad51D, uocCava se,
kao i kod broja identi¢nih i slicnih aminokiselina, veca slicnost s kraljeznjacima nego
beskraljeznjacima. Dva introna od njih osam jedinstvena su samo za spuzve, a to su introni
broj dva i tri. Premda i kod kraljeznjaka nalazimo intron koji po fazi odgovara intronu broj
tri i pomaknut je samo za jednu aminokiselinu (migracija introna) u odnosu na taj intron
kod spuzvi. Migracija introna vrlo je rijedak dogadaj, pravi evolucijski fenomen, a
predstavlja pomicanje granice intron-egzon za nekoliko baza (1-15 nukleotida). Cetiri

introna: intron broj jedan, Cetiri, Sest i osam, zajednicki su za spuzve i kraljeznjake. Intron
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broj Cetiri prisutan je kod svih proucavanih vrsta. Kod introna broj sedam doslo je do
pomaka u fazi, ali je polozaj ostao isti; kod spuzvi je taj intron u fazi jedan, dok je kod svih
kraljeznjaka u fazi nula. Intron broj pet prisutan je, osim kod spuzve, i kod jezinca. Osim
Cetvrtog introna, Suberites domuncula i biljka Arabidopsis thaliana dijele joS introne broj
Sest i osam.

Ako usporedimo gene rad51 i rad51D mozemo zakljuciti da, u oba slucaja, kod spuzve
Suberites domuncula ne nalazimo nekoliko introna Kkoji su ocCuvani i zajednicki
kraljeznjacima, viSim beskraljeznjacima (Strongylocentrotus purpuratus) i biljkama
(Arabidopsis thaliana). Zanimljivo je kako kod rad51D gena iz spuzve nalazimo i intron
koji je specifiCan samo za ovu vrstu (vrsno specifiCan intron), te jedan koji se javlja kod
spuzve i jezinca, ali ne i kod kraljeznjaka ili biljaka. Kod kracih evolucijskih udaljenosti
poloZaji introna Cesto se koriste kao filogenetski markeri, ali ne predstavljaju dobar izvor
informacija za prouCavanje filogenetskih odnosa izmedu udaljenih vrsta (Vanketesh i sur.
1999; Rogozin i sur. 2003).

Analizom vece koli¢ine podataka uoCeno je da introni nisu nasumicno rasporedeni s
obzirom na kodon, veC se pojavljuju u tri faze koje se definiraju s obzirom na njihov
poloZaj u odnosu na kodon. U svim analiziranim genomima prevladavaju introni faze 0
(Long i Rosenberg 2000). To je utvrdeno i kod gena rad51 i rad51D iz spuzve. rad51 ima
tri introna u fazi nula i dva introna u fazi dva. rad51D ima osam introna, pet ih je u fazi
nula, dva su u fazi jedan, a jedan intron je u fazi dva.

Za dobivanje vece koliCine proteina Rad51D njegov gen je ukloniran u pET15b
ekspresijski vektor kojim su transformirane E. coli stanice soja BL21. Bakterijski sustavi
se u velikoj mjeri koriste za ekspresiju proteina jer predstavljaju jednostavan i jeftin nacin
dobivanja visoke koncentracije proteina. No, u istraZzivanju eukariotskih proteina postoje i
brojna ogranicenja. U bakterijskim sustavima ne dolazi do modifikacija proteina nakon
translacije, Sto utjeCe na njihovu strukturu, funkciju, stabilnost i topljivost. Nadalje,
rekombinacijski proteini koji se u visokoj koncentraciji sintetiziraju u bakterijskim
stanicama Cesto precipitiraju i stvaraju netopljive agregate koji se nazivaju inkluzijskim
tijelima (Yinghua i sur. 2004). U radu s proteinom Rad51D, nakon procis¢avanja na koloni
punjenoj Ni-NTA agarozom, dobivene su vrlo male koncentracije rekombinantnog
proteina. Vecina proteina otiSla je u talog. S obzirom da su metode za izdvajanje proteina
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iz inkluzijskih tijela vrlo mukotrpne i ne daju uvijek rezultate, istrazivanja nisu dalje
nastavljena.

Istrazivanja na genu, a zatim i proteinu Rad51 bila su ograniCena iz razloga Sto iz cDNA
biblioteke nismo uspjeli izolirati i N-kraj proteina. To je, naZalost, Cest problem u radu s
cDNA bibliotekama. lako PCR metoda omogucava stvaranje cDNA biblioteka iz male
koliCine RNA, postoje i nedostaci ove metode, kao Sto su relativno visoke stope zamijene
baza (visoke stope mutacije) i nemogucnost umnozavanja dugih molekula DNA (Gou i
sur.2001). Jedan od problema koji se javlja u stvaranju cDNA biblioteke je i favoriziranje
jednih sekvenci nad drugima od strane DNA-polimeraze. cDNA koje se nalaze u niskoj
koncentraciji stoga mozda nece biti zastupljene u biblioteci (Adjaye i sur. 1997). To je jos
jedan od razloga zasto ne iskljuCujemo postojanje i drugih paraloga proteina Rad51 u vrsti
Suberites domuncula.

cDNA biblioteka kojom sam se koristila napravljena je konvencionalnim metodama koje
su veé zastarjele i za neka daljnja, detaljnija istrazivanja bilo bi potrebno izraditi novu
cDNA biblioteku. Danas se cDNA biblioteke izraduju pomocu dvije pocetnice. Uz
pocetnicu s 3’ kraja koja prepoznaje poliA rep koristi se i pocCetnica za 5' kraj. Takoder su
dostupne i DNA polimeraze koje umnazaju nukleotidni slijed s vrlo visokom to¢noSc¢u.
Osim utvrdivanja moguceg postojanja i drugih paraloga proteina Rad51, u daljnjim
istrazivanjima trebalo bi optimizirati metodu dobivanja vece koncentracije ovih proteina,
Sto bi omogucilo istraZzivanje i njihove funkcije. Zanimljivo bi bilo vidjeti da li ovi proteini,
prisutni u spuzvama koje su najjednostavniji mnogostani¢ni organizmi, vrSe iste zadacCe

kao i kod slozenih organizama poput Covjeka.

79



Zakljucci

6. ZAKLJUCCI

1. Nasumicnim sekvenciranjem cDNA biblioteke iz morske spuZzve Suberites
domuncula pronadene su dvije cDNA Cija kodirajuéa regija pokazuje najveci
homologiju s obitelji Rad51 proteina (Rad51 i Rad51D).

2. lzoliranoj cDNA veliine 669 pb odredena je primarna struktura za koju je
odredeno da pokazuje najvecu homologiju s dijelom gena za Rad51 protein.
Ukupna DNA za gen rad51 je duljine 1017 pb i odredena je uz pomo¢ genomske
biblioteke. Translacijom gena nastaje protein dug 338 ak koji pokazuje najvecu
slicnost (90%) s proteinom Rad51 iz Covjeka.

3. Odredena je primarna struktura cDNA veliCine 960 pb te je nadena kodirajuca
regija veliCine 885 pb, koja nosi informaciju za sintezu proteina duljine 291 ak.
Protein pokazuje najveéu sli¢nost s proteinom Rad51D. Najveéu sli¢nost (53%)
pokazuje s ortolozima iz vrsta: Homo sapiens, Bos taurus, Gallus gallus i Danio

rerio.

4. Metodom lanCane reakcije polimerazom na izoliranoj ukupnoj genomskoj DNA iz
morske spuzve S. domuncula pomocu specificno osmisljenih pocCetnica izolirani su
fragmenti DNA koji sadrze kodirajucu i nekodirajucu regiju gena rad51 i rad51D.
Utvrdeno je kako gen za protein Rad51 sadrzi pet introna prosjecne duljine 158 pb.
Najkraci intron ima 63, a najdulji 316 pb. Gen Rad51D dug je 1602 pb, a sadrZi

osam introna prosjecne duljine 84 pb. Najkraci intron ima 50, a najdulji 191 pb.

5. Promatrajuci poloZaj i fazu introna u genima rad51 i rad51D iz morske spuzve

.....

genima kod kraljeznjaka nego kod D. melanogaster i C. elegans.
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6. Protein Rad51, pravi homolog proteina RecA koji sudjeluje u procesu homologne
rekombinacije kod prokariota, pokazuje manju stopu promjene sekvence tijekom

evolucije u odnosu na proteinsku sekvencu njegova paraloga, proteina Rad51D.

7. Gen rad51D, umnoZen pomocu specificno dizajniranih pocetnica, uspjesno je
ukloniran u ekspresijski plazmid pET15b. Ovaj plazmid omoguéuje proizvodnju
velike koliCine proteina Rad51D koji se moze jednostavno procistiti metodom

afinitetne kromatografije.
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