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1. UVOD

Regulacija genske ekspresije od presudne je vaznosti za rast i razvoj viSestani¢nih
eukariota te za uspjeSan odgovor organizma na promjenjive okolisne uvjete. Biljni organizmi
uspijevaju prezivjeti u uvjetima razlicitih abiotickih stresova kao $to su visoki salinitet, susa i
ekstremne temperature zahvaljujuéi preciznoj kontroli specifi¢nih transkripcijskih faktora koji
reguliraju ekspresiju stresom induciranih gena. Brojni takvi transkripcijski faktori negativno utjecu
na rast i reprodukcije biljke, stoga je biljkama potreban dobro regulirani sustav koji ¢e osigurati
postizanje optimalnog kompromisa izmedu preZivljavanja i rasta u stalno promjenjivom okolisu.
U tu svrhu biljke koriste razlicite razine regulacije koje ukljucuju regulaciju transkripcije gena,
posttranskripcijsku regulaciju procesiranja mMRNA (eng. messenger RNA) te posttranslacijsku

regulaciju stabilnosti proteina (Haak i sur., 2017).

1.1 Posttranskripcijska regulacija genske ekspresije

Posttranskripcijska regulacija ekspresije gena od iznimne je vaznosti kod biljnih organizama
koji su sesilni, a samim time i podlozniji okolisnim promjenama. Posttranskripcijsko (ko-
transkripcijsko) procesiranje pre-mRNA (eng. precursor mRNA) je proces kojim se iz molekule
pre-mRNA izrezuju introni te dodaje 7-metilgvanozin na 5' kraj i poli (A) rep na 3' kraj molekula
MRNA (Szakonyi i Duque, 2018). Skoro 90% protein-kodirajucih gena u biljkama sadrzi introne
koji se moraju izrezati iz transkripata pre-mRNA kako bi se osigurala to¢na translacija proteina
(Shang 1 sur., 2017). Mehanizam izrezivanja introna slican je kod svih eukariota (Lorkovi¢ i sur.,
2000). Izrezivanje se vr$i pomocu kompleksa za prekrajanje gradenog od pet RNA-proteinskih
kompleksa snRNP (eng. small nuclear ribonucleoprotein) bogatih uridinom (U1, U2, U4, U5 i U6
snRNP) i velikog broja ostalih faktora prekrajanja kao $to su proteini SR (eng. Serine/Arginine-
rich proteins) (Shang i sur., 2017). Ribonukleoproteinski kompleks prepoznaje specifiéne signale
u pre-mRNA, sastavlja se blizu mjesta izrezivanja (Shang i sur., 2017; Szakonyi i Duque, 2018)
te kroz dvije transesterifikacijske reakcije uklanja intron i spaja susjedne egzone (Shang i sur.,
2017). Signali izrezivanja kod animalnih organizama ukljucuju 5' mjesto izrezivanja na pocetku

introna (nukleotidi GU), 3' mjesto izrezivanja na kraju introna (slijed AG), to¢ku grananja



(konsenzus sekvencu s adenozinom) uzvodno od 3' mjesta izrezivanja i polipirimidinski slijed
bogat citidinom i uridinom (Meyer i sur., 2015; Shang i sur., 2017; Szakonyi i Duque, 2018) (Slika
1).

Visoko konzervirani signali za izrezivanje introna prisutni su i kod biljaka (Slika 1), s time
da su introni biljaka relativno mali u odnosu na animalne introne (~ 160 pb) (Reddy i sur., 2013),
a njihov polipirimidinski slijed bogat je uridinom (Brown i Simpson, 1998). Efikasnost prekrajanja
kod biljaka odredena je i faktorima poput minimalne veli¢ine introna (70 - 73 nt) (Goodall i
Filipowich, 1990) i minimalnog postotka obogacenja nukleotidima AU u intronskim sekvencama
(~ 60%) (Brown i Simpson, 1998). Specifi¢nost biljaka u odnosu na animalne organizme je da
introni biljaka pokazuju obogacenje nukleotidima AU i U, a egzoni obogacenje nukleotidima
GCI/AG (Brown i Simpson, 1998; Reddy, 2007). Lokalni AU/GC prijelazi na mjestima izrezivanja
vazni su za efikasno prekrajanje i definiciju granice introna (Lorkovi¢ i sur., 2000; Reddy, 2007),
a moguce je da djeluju kao vezna mjesta biljnih ekvivalenata hnRNP-a (eng. heterogeneous

nuclear ribonucleoproteins) koji asistiraju u izrezivanju introna (Brown i Simpson, 1998).

tocka grananja

Egzon 1 Egzon 2
1 1
5 AGGU "Al v, — caclE 3
5'mjesto polipirimidinska 3' mjesto
izrezivanja sekvenca izrezivanja

Slika 1. Konzervirani signali za prekrajanje molekule pre-mRNA u biljnim i zivotinjskim organizmima.
Intron zapoc€inje s nukleotidima GU (mjesto izrezivanja na 5' kraju), a zavrSava sa slijedom AG (mjesto
izrezivanja na 3' kraju). ToCka grananja sadrzi konzervirani adenozin (A), a polipirimidinski slijed (Y ()

sadrzi pirimidine (citidin, uridin). Slika je izradena u programu Biorender (https://biorender.com/).

Slaganje kompleksa za prekrajanje 1 njegovo djelovanje dobro je prouceno kod animalnih
organizama (Slika 2), a zapocinje djelovanjem regulatora prekrajanja koji regrutiraju U1 snRNP
na 5' mjesto izrezivanja u intronu (Reddy, 2007). Heterodimerni faktor U2AF (eng. U2 auxiliary
factor) potom stupa u interakciju s 3' mjestom izrezivanja, na na¢in da jednom podjedinicom veze

granicu egzon - intron, a drugom polipirimidinski slijed, te dolazi do stvaranja kompleksa E



(Meyer i sur., 2015). Vezanjem U2 snRNP-a na tocku grananja dolazi do ispupcenja i aktivacije
specifi¢nog adenozina u to¢ki grananja (Will i Lithrman, 2011; Nelson i Cox, 2013) te nastaje pre-
spliceosomski kompleks A (Meyer i sur., 2015). Potom U4, U5 i U6 snRNP-ovi stupaju u
interakciju s kompleksom A i nastaje inaktivni pre-kataliticki kompleks B, a nakon unutarnjih
promjena, otpustanja Ul i U4 snRNP-a i sparivanja U6 snRNP-a s 5' mjestom izrezivanja i U2
SNRNP-om vezanim na to¢ku grananja, nastaje aktivni kompleks B (Will i Lihrman, 2011; Nelson
i Cox, 2013; Meyer i sur., 2015). Aktivni kompleks B katalizira prvu transesterifikacijsku reakciju,
u kojoj dolazi do cijepanja 5' mjesta izrezivanja te formiranja 2'-5'-fosfodiesterske veze izmedu 5'
kraja introna i adenozina u tocki grananja i nastanka strukture omée (Will i Lihrman, 2011; Nelson
i Cox, 2013). To dovodi do stvaranja kompleksa C koji katalizira drugi korak reakcije prekrajanja,
u kojoj dolazi do cijepanja 3' mjesta izrezivanja, spajanja dvaju egzona i oslobadanja introna
izmedu njih u obliku omce. Struktura omce se potom razgraduje, a U2, U5 i U6 snRNP-ovi se

recikliraju u novoj reakciji prekrajanja (Meyer i sur., 2015).

E—JGU AmAG— pre-mRNA Q intron  o— |
f\ U1 MRNA
U1 U2
kompleksE E=—"_=
;o @ Us U2/_
/ » ©
pre-spliceosomski [:_mfaz —_— o
kompleks A m U2/
o Us
e
K post-spliceosomski
kompleks
U1
pre-kataliticki [:us 'im — U1 M\ / 2. transesteri‘ﬂkacijska
kompleks B us | U2 reakcija
US —
Us
%v /C kompleks C
Us U2
E@ = 1. transesterifikacijska
reakcija

aktivni kompleks B

Slika 2. Ciklus prekrajanja molekule pre-mRNA kod animalnih organizama. Vezanjem Ul na 5' mjesto

izrezivanja nastaje kompleks E, a vezanjem U2 na tofku grananja dolazi do ispupCenja i aktivacije
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adenozina te nastaje pre-spliceosomski kompleks A. Potom se vezu U4, U5 i U6 i nastaje pre-kataliticki
kompleks B, koji nakon otpustanja U1 i U4 te sparivanja U6 s 5' mjestom izrezivanja i U2, prelazi u aktivni
kompleks B. U prvoj transesterifikacijskoj reakciji, 5' mjesto izrezivanja se cijepa i na intronu se formira
struktura om¢e te nastaje kompleks C koji katalizira drugu reakciju, u kojoj se cijepa 3' mjesto izrezivanja
I nastaje post-spliceosomski kompleks. Oslobada se prekrojena mRNA i intron u obliku omce koji se
razgraduje, a U2, U5 1 U6 se recikliraju. U1, U2, U4, U5 i U6 — SNnRNP-ovi. Preuzeto i prilagodeno prema:
Will i Ldhrman, 2011.

Ovakav nacin izrezivanja putem definicije introna karakteristican je za animalne introne
manje od 200 — 250 nt (Will i Ldhrman, 2011) te za biljne introne koji su generalno kraéi i
posjeduju obogacenja uridinom (Lorkovi¢ 1 sur., 2000; Reddy, 2007). Animalni introni dulji od
250 nt izrezuju se u procesu definicije egzona, gdje se faktori prekrajanja vezu na 5' mjesto
prekrajanja nizvodno od egzona i 3' mjesto prekrajanja uzvodno od egzona (Will i Lihrman, 2011,
Lorkovi¢ i sur., 2000). Bioinformaticke analize potvrdile su postojanje homologa komponenti
kompleksa za prekrajanje kod biljnih organizama, ukljucuju¢i konzervirane strukture snRNA i
njihovih elemenata potrebnih za sastavljanje i aktivnost kompleksa, te konzervirane strukture i
funkcije snRNP-ova, faktora U2AF i ostalih proteina koji sudjeluju u prekrajanju (Lorkovi¢ i sur.,
2000). Pretpostavlja se da je sastav biljnog kompleksa sli¢an onome u animalnim organizmima, s
time da je kod biljaka zabiljeZena veca brojnost 1 kompleksnost regulatora prekrajanja (Reddy 1

sur., 2013).

1.2 Alternativno prekrajanje gena

Alternativno prekrajanje gena vazan je posttranskripcijski proces koji omogucuje sintezu
viSe razlicitih varijanti mRNA iz istog gena, ¢ime se znafajno povecava kapacitet kodiranja
genoma te raznovrsnost transkriptoma i proteoma u visih eukariota (Shang i sur., 2017).
Alternativno prekrajanje prvi je puta opisano 1977. g u okviru rearanZzmana mRNA adenovirusa
tipa 2 (Marquez i sur., 2012). U biljaka, proces alternativnog prekrajanja ukljucen je u regulaciju
razvojnih procesa te sudjeluje u odgovoru na promijenjene okolisne faktore, ukljucujuéi bioticke i
abioticke stresove (Szakonyi i Duque, 2018). Koriste¢i alternativna mjesta izrezivanja, omogucuje

se sinteza razliitih izoformi proteina koji se mogu razlikovati S obzirom na sastav, stabilnost,



fizioloske i kemijske karakteristike, funkciju i lokaciju unutar stanice (Shang i sur., 2017).
Procesom alternativnog prekrajanja moze se regulirati koli¢ina transkripata u stanici tako da se
uvode preuranjeni stop kodoni u kodirajuée sekvence i osigurava degradacija takvih nestabilnih
mRNA pomocu signalnog puta NMD (eng. Nonsense-mediated mRNA decay) (Szakonyi i Duque,
2018; Shang i sur., 2017), ali i modificirati genska ekspresija kroz modulaciju transkripcijske
elongacije i efikasnosti translacije proteina, ili utjecati na stabilnost mRNA djelovanjem molekula
miRNA (eng. microRNA) (Reddy i sur., 2013),

1.2.1 Mehanizam i regulacija alternativnog prekrajanja

Dosad je poznato nekoliko osnovnih mehanizama alternativnog prekrajanja koji ukljucuju
preskakanje egzona (kazete egzoni), zadrzavanje introna, medusobno iskljuc¢ivanje egzona i odabir
alternativnih 5' ili 3' mjesta izrezivanja (Matlin i sur., 2005; Szakonyi i Duque, 2018) (Slika 3).
Preskakanje egzona je najc¢es$¢i mehanizam alternativnog prekrajanja kod animalnih organizama
(Reddy i sur., 2012), u kojem kazete egzoni mogu biti ukljuceni ili iskljuCeni iz konacnog
transkripta, §to dovodi do sinteze produljenih ili skraé¢enih proteina. Kod biljaka, naj¢escée koristeni
mehanizam je zadrzavanje introna (Reddy i sur., 2012), gdje aminokiseline kodirane intronom
moraju biti u okviru Citanja susjednih egzona, inace ¢e do¢i do sinteze nefunkcionalnog proteina.
Medusobno iskljucivanje egzona se odnosi na one egzone koji ne mogu biti na istom transkriptu i
rezultira zadrZavanjem samo jednog od njih. Ostali mehanizmi alternativnog prekrajanja ukljuc¢uju
koristenje alternativnih promotora i alternativnih mjesta poliadenilacije, koji nisu nuzno regulirani

na razini procesiranja pre-mRNA (Matlin i sur., 2005), a moguce su i kombinacije viSe navedenih

mehanizama.
a Preskakanje egzona b Zadrzavanje introna ¢ Medusobno iskljucivanje egzona
d Alternativna 5' mjesta izrezivanja e Alternativna 3' mjesta izrezivanja




Slika 3. Tipovi mehanizama alternativnog prekrajanja. Osnovni mehanizmi prekrajanja ukljucuju: a)
preskakanje egzona (kazete egzoni), b) zadrzavanje introna, c) medusobno isklju¢ivanje egzona, d) i )
koriStenje alternativnih 5’ ili 3° mjesta izrezivanja (modifikacije egzona). Preuzeto i prilagodeno prema:

Matlin i sur., 2005.

Regulacija alternativnog prekrajanja i odabir specificnih mjesta izrezivanja kod animalnih
organizama odvija se paralelno sa sastavljanjem kompleksa za prekrajanje i procesiranjem pre-
MRNA (Meyer i sur., 2015), a ovisi 0 cis-djeluju¢im regulatornim elementima u molekuli pre-
MRNA (pojacivad¢ima i utiSavacima) i odgovarajué¢im trans-djeluju¢im regulatornim proteinima
(aktivatorima i represorima) (Matlin i sur., 2005). Utisavaci su elementi za koje se vezu represori
prekrajanja i1 na taj nacin umanjuju mogucénost prekrajanja na mjestu izrezivanja u blizini, a mogu
se nalaziti u intronu (eng. Intronic Splicing Silencers, ISS) ili u samom egzonu (eng. Exonic
Splicing Silencers, ESS) (Matlin i sur., 2015). Vecina represora prekrajanja pripada skupini
ribonukleoproteina hnRNP, ¢iji proteini sadrze N-terminalni RNA-prepoznavajuc¢i motiv RRM
(eng. RNA recognition motif) i ¢esto C-terminalnu domenu inhibicije prekrajanja s motivom
bogatim glicinom (Meyer i sur., 2015; Wang i Burge, 2008). Proteini hnRNP mogu djelovati i kao
represori i aktivatori prekrajanja (Meyer i sur., 2015) te su originalno identificirani kao faktori
potrebni za efikasno prekrajanje i stabilnost MRNA, a njihovo prisustvo potvrdeno je i u biljnim
organizmima (Lorkovi¢ i sur., 2000). Pojacivac¢i se mogu nalaziti u intronu (eng. Intronic Splicing
Enhancers, ISE) ili egzonu (eng. Exonic Splicing Enhancers, ESE) (Matlin i sur., 2005), a djeluju
kao mjesta vezanja aktivatora prekrajanja koji povec¢avaju mogucnost prekrajanja (Will i Lihrman,
2011). Aktivatori prekrajanja ve¢inom pripadaju obitelji proteina SR koji sadrze N-terminalnu
domenu s motivom RRM i C-terminalnu domenu RS (eng. Arginine/Serine-rich domain) koja
ostvaruje protein-protein interakcije (Meyer i sur., 2015; Wang i Burge, 2008), a njihovo vezanje
za elemente pojacivaca regrutira faktore prekrajanja na odgovaraju¢e mjesto izrezivanja (Reddy,
2007). Svi ti elementi zajedno ¢ine kod koji odreduje na koji nacin ¢e se prekrajanje odvijati u
pojedinim stani¢nim uvjetima (Wang i Burge, 2008; Barash i sur., 2010; Matlin i sur., 2015).
Djelovanje pojedinog regulatora ¢esto je aditivno i ovisi o poziciji Cis-djelujucih elemenata u
molekuli pre-mRNA, tj. aktivator koji se veZe na pojaciva¢ u intronu moze djelovati kao represor
kad se veze na isti taj element u egzonu (Wang i Burge, 2008). Odluka o alternativnom izrezivanju

ne ovisi isklju¢ivo o prisustvu Cis- i trans-djelujucih elemenata, ve¢ i o kontekstu (Barash i sur.,



2010), odnosno o prisutnosti ostalih elemenata u sekvenci pre-mRNA te o trenutnim uvjetima u
stanici koji diktiraju sastav proteina. U biljaka, regulacija alternativnog prekrajanja generalno ovisi
0 sekundarnoj strukturi pre-mRNA, stani¢noj lokalizaciji i dinamici trans-djeluju¢ih proteina te
epigenetickoj informaciji, dok se malo zna o cis-djeluju¢im elementima i njihovim sekvencama
(Reddy i sur., 2013). Biljke pokazuju ekspanziju u broju homologa proteina SR i faktora hnRNP
u odnosu na animalne organizme, a neki od tih proteina (atRSp31, atRSp35, atRSp41 kod roda
Arabidopsis, RZ-1 kod duhana, UBP1 kod Nicotiana plumbaginifolia) su karakteristi¢ni samo za
biljne organizme i sadrze domene koje nisu uocene u animalnim proteinima, $to sugerira da biljke
posjeduju specificne mehanizme prepoznavanja mjesta izrezivanja i regulacije alternativnog

prekrajanja (Lorkovi¢ i sur., 2000; Reddy, 2007).

1.2.2 Uloga alternativnog prekrajanja kod biljaka

Procjenjuje se da oko 61% gena s multiplim egzonima kod biljke Arabidopsis thaliana
prolazi kroz proces alternativnog prekrajanja u normalnim uvjetima rasta, iako se pretpostavlja da
je stvarna brojka jo$ i veca, uzevsi u obzir promjene u ekspresiji specificne za pojedine organe
biljke, razvojne stadije i okoli$ne stresove. Opéenito, 42% svih alternativnih prekrajanja u biljkama
nastaje kao posljedica kombinacije razli¢itth mehanizama, dok mehanizam zadrzavanja introna
prednjaci nad ostalim zasebnim mehanizmima s 40% ucestalosti (Marquez 1 sur., 2012). Proces
alternativnog prekrajanja i kod biljaka je povezan s transkripcijom, $to je potvrdeno utjecajem
svjetlosti na prekrajanje proteina AtRS31 (proteina SR) potrebnog za pravilan rast biljke A.
thaliana kroz kontrolu transkripcijske elongacije (Petrillo i sur., 2014). Svjetlost regulira oko 20%
transkriptoma uro¢njaka (Petrillo 1 sur., 2014), Sto ukazuje na vaznu bioloSku funkciju
alternativnog prekrajanja kod biljaka, osobito u sluaju odgovora na promijenjene bioticke 1
abioticke stresove (Meyer i sur., 2015). Alternativno prekrajanje regulira stresni odgovor biljke na
abioticke stimulanse poput promjene temperature, izlaganja solnom stresu i UV zracenju, sus$nih
uvjeta te odgovora na apscizinsku kiselinu (ABA) (Shang i sur., 2017). Primjer jedne takve
regulacije je alternativna ekspresija varijanti transkripcijskog faktora toplinskog Soka HsfA2 (eng.
Heat stress transcription factor A-2) u vrsti A. thaliana koja je inducirana temperaturom. Na
temperaturi od 22 °C nastaje potpuni transkript HsfA2, na umjerenoj temperaturi (37 °C) se
sintetizira varijanta HsfA2-11 s preuranjenim stop kodonom koja se degradira preko puta NMD, a

na povis$enoj temperaturi (42 °C) nastaje varijanta HsfA2-111 iz koje se sintetizira krnji protein koji
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veze elemente HS u promotoru gena HsfA2, stvarajuéi pritom pozitivnu povratnu spregu kojom se
kontrolira vlastita ekspresija kroz alternativno prekrajanje (Shang i sur., 2017). Takoder je vazno
napomenuti da kod proteina DREB2B (eng. Dehydration-Responsive Element-Binding protein
2B) koji se sintetizira u uvjetima povisene temperature i suSe u rizi Oryza sativa, pri normalnim
uvjetima nastaje transkript koji sadrzi dodatni egzon 2, §to dovodi do pomaka okvira ¢itanja i
pojave preuranjenog stop kodona te stvaranja nefunkcionalne izoforme proteina (Staiger i Brown,
2013). Alternativno izrezivanje bitno je i u regulaciji odgovora biljke na bioticke stresove,
odnosno, u obrambenim mehanizmima biljaka protiv patogena, koji su regulirani djelovanjem
proteina R (eng. Resistance), ¢iji se transkripti alternativno prekrajaju. Osim toga, gen N u duhanu
Nicotiana tabacum omogucuje rezistenciju biljke na virus mozaika duhana (TMV), ali je za
uspjesnu borbu protiv infekcije bitna i sinteza alternativnog dugog transkripta Ni, koji sadrzi
alternativni egzon unutar regije tre¢eg introna i kodira za krnji protein (Shang i sur., 2017). Vaznost
alternativnog prekrajanja vidljiva je i u to¢noj realizaciji geneticke informacije tijekom razvoja
biljke te je potvrdena diferencijalnom ekspresijom faktora prekrajanja SR u razli¢itim organima
tijekom razvoja, $to ukazuje na organ-specifi¢nu regulaciju alternativnog prekrajanja kod biljaka
(Reddy i sur., 2013). Mutanti A. thaliana s defektivnim proteinom AtSR45 pokazuju razlicite
razvojne 1 morfoloSke abnormalnosti, poput uskih listova i latica, promijenjenog broja latica 1
prasnika te kratkog korijena (Staiger i Brown, 2013). Alternativno prekrajanje utjece i na duljinu
cirkadijanog sata kod vrste A. thaliana, jer mutacije u proteinu AtPRMTS5 (eng. Protein arginine
methyltransferase 5) koji metilira razli¢ite komponente kompleksa za prekrajanje uzrokuju defekte
prilikom alternativnog prekrajanja gena koji sudjeluju u regulaciji cirkadijanog sata, §to uzrokuje
njegovo produljenje (Shang i sur., 2017). Alternativno prekrajanje gena utjece na veliki broj ostalih
molekularnih mehanizama koji ovdje nisu navedeni, a reguliraju ve¢ spomenute, ali i brojne druge

procese u biljkama (Staiger i Brown, 2013; Meyer i sur., 2015; Shang i sur., 2017).

1.3 U¢inak sekundarnih struktura mRNA na translaciju proteina

Posttranskripcijska regulacija genske ekspresije u viSim eukariotima ne ovisi samo o
procesiranju pre-mRNA i alternativnom prekrajanju, ve¢ i o sekundarnim strukturama molekula
MRNA. Tijekom procesiranja pre-mRNA i njenog sazrijevanja, molekule mRNA se smataju i

stvaraju sekundarne strukture poput ukosnica i pseudoc¢vorova, koje blokiraju translaciju proteina
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u slucaju da ribosom ne moze razrijesiti te strukture (Merchante i sur., 2017). To objasnjava zasSto
u nekim slucajevima u stanici istovremeno postoji mala koli¢ina odredenog proteina, a velika
koli¢ina njegovog mRNA transkripta. Sekundarne strukture mRNA kod biljaka omogucuju

regulaciju homeostaze proteina u odgovoru na promjenjive okolis$ne uvjete (Remy i sur., 2014).

Utjecaj sekundarne strukture na translaciju kod eukariota ovisi o njenoj stabilnosti i polozaju.
Sekundarne strukture u podrucju izmedu 7-metilgvanozina na 5' kraju i start kodona AUG
suprimiraju translaciju, na nacin da sprjecavaju vezanje ribosoma, skeniranje mRNA ili migraciju
ribosoma, dok sekundarne strukture nizvodno od kodona AUG mogu pojacati vjernost translacije
tako da reguliraju brzinu skeniranja 40S ribosoma, omogucujuéi vise vremena za prepoznavanje
kodona AUG (Kozak, 1991). Sekundarne strukture mRNA mogu se stvarati unutar 5' i 3' UTR
regija te utjecati na djelovanje molekula miRNA koje reguliraju ekspresiju gena, ili na vezanje
proteina RBP (eng. RNA-Binding Proteins) koji moduliraju posttranskripcijsku gensku ekspresiju
i translaciju (Steri 1 sur., 2018). Zabiljezeni su i slucajevi u kojima je alternativno prekrajanje
povezano sa stvaranjem sekundarnih struktura koje promicu translaciju, kao Sto je to slucaj sa
cinkom induciranim zadrzavanjem introna u 5' UTR regiji gena ZIF2 (eng. Zinc-Induced
Facilitator 2) u biljci A. thaliana, $to dovodi do stvaranja sekundarne strukture koja pojacava
translaciju i omogucuje rezistenciju biljke na cink (Remy i sur., 2014). Razrjesenje sekundarnih
struktura mRNA odvija se u poCetnom dijelu translacije, kada biljni kompleks eIF4F (eng.
eukaryotic initiation factor 4F) prepoznaje 7-metilgvanozinsku kapu na 5' kraju, te uz pomo¢
ostalih faktora inicijacije translacije cirkularizira mRNA. Jedan od tih faktora je i helikaza elF4A,
koja pomocu ko-faktora elF4B, odmata sekundarne strukture mRNA i omogucuje regrutaciju
kompleksa 43S PIC (eng. 43S pre-initiation complex), ¢ime zapocinje skeniranje 5' UTR regije u
potrazi za kodonom AUG. IstraZivanja na uro¢njaku su pokazala da UTR regije generalno stvaraju
manje sekundarnih struktura od kodiraju¢ih regija te da su visoko translatiraju¢e mRNA manje
strukturirane u podru¢ju kodona AUG, S$to dokazuje ocitu povezanost strukture mRNA i

uspjesnosti translacije kod biljaka (Merchante 1 sur., 2017).



1.4 Proteini MATH-BTB

Funkcionalna analiza domena ¢lanova proteinske porodice MATH-BTB pokazala je da one
sudjeluju u brojnim stani¢nim procesima ostvarajuci protein-protein interakcije s raznim faktorima
(Stogois i sur., 2005; Zapata i sur., 2007). Ova proteinska porodica $iroko je rasprostranjena u
eukariotima, ukljucujuci nize eukariote poput skupina Alveolata i Euglenozoa te vise eukariote
poput monokotiledona (Liliopsida) i dikotiledona (Magnoliopsida) u biljaka te Zzivotinja
(Metazoa). Proteini MATH-BTB sadrze N-terminalnu domenu MATH i C-terminalnu domenu
BTB/POZ, iako su kod nekih proteina pozicije ovih dvaju domena zamijenjene ili se domene
uzastopno ponavljaju (Zapata i sur., 2007). U rodu Arabidopsis, zabiljeZeno je ukupno 80 proteina
koji sadrze domenu BTB/POZ, dok je samo dio njih poznat kao proteini BTB/POZ-MATH (BPM)
(Gingerich i sur., 2007). Sest gena AtBPM1-6 u vrsti A. thaliana kodira za najmanje 16 razli¢itih
proteina AtBPM (Skiljaica i sur., 2019) koji nastaju u procesu alternativnog prekrajanja gena.
Molekularne mase proteina AtBPM krecu se izmedu 40 i 50 kDa, a interakcijske studije pokazale
su da domena BTB/POZ omogucuje formiranje homo- i heterodimera svih proteina AtBPM u in
vitro uvjetima (Weber i sur., 2005). Svi ¢lanovi porodice BPM u uro¢njaku su strukturno
konzervirani (Weber i sur., 2005), a u rizi se ta porodica zna¢ajno prosirila na 74 ¢lana, vjerojatno
kao posljedica djelovanja pozitivne selekcije tijekom evolucije (Gingerich i sur., 2007). Proteini
MATH-BTB detektirani su i u drugim biljnim i zivotinjskim vrstama s razli¢itom zastupljenoscu,
ukljucujuéi 31 ¢lan kod kukuruza Zea mays (Juranié i sur., 2012; Skiljaica, 2016), 46 ¢lana kod
Caenorhabditis elegans (Stogois i sur., 2005) i 2 ¢lana kod ¢ovjeka (Jurani¢ i sur., 2012).
Ekspresija svih gena AtBPM detektirana je u korijenu, stabljici, cvjetovima te listovima rozete i
stabljike (eng. cauline leaves) uro¢njaka (Weber i Hellmann, 2009). Svi geni pokazuju sli¢an
organ-specifi¢ni uzorak ekspresije, a najjaca ekspresija detektirana je u cvjetnim pupovima i
otvorenim cvjetovima, dok geni AtBPM1-3 pokazuju i znatnu ekspresiju u peludnim zrncima
(Lechner i sur., 2011). Proteini AtBPM1 i AtBPM2 primarno su lokalizirani u jezgri, dok su svi
ostali proteini osim AtBPM4 koji je lokaliziran isklju¢ivo u citoplazmi, detektirani u citoplazmi 1

u jezgri (Weber i Hellmann, 2009).
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1.4.1 Struktura proteina MATH-BTB

Domena BTB/POZ nalazi se na C-terminalnom kraju proteina MATH-BTB, a naziv je
dobila po konzerviranom motivu BTB (eng. Bric-a-brac, Tramtrack and Broad Complex) u
transkripcijskim faktorima kod vinske musice (Drosophila melanogaster) (Zollman i sur., 1994)
te u mnogim proteinima poxvirusa koji sadrze cinkove prste (eng. Pox Virus, and Zinc finger,
POZ) (Koonin i sur., 1992). Proteini s domenom BTB/POZ imaju razli¢ite funkcije, ukljucujuéi
transkripcijsku represiju, regulaciju citoskeleta, tetramerizaciju, zatvaranje ionskih kanala i
sudjelovanje u degradaciji proteina (Stogois i sur., 2005; Weber i sur., 2005). Domena BTB/POZ
gradena je od oko 100 aminokiselina, a osnovna struktura ukljucuje pet a-zavojnica i trolananu
B-naboranu plo¢u. Obicno je prisutna u jednoj ili dvije kopije na N-terminalnom dijelu proteina
BTB/POZ u kombinaciji s ostalim domenama, stvarajuci proteinske porodice: BTB/POZ-ZF (eng.
Zinc Finger), BBK (BTB/POZ-BACK-Kelch), BPM (MATH-BTB/POZ), Rho-BTB/POZ (eng.
Ras homology), BTB/POZ-ANK (eng. Ankirin). Domena BTB/POZ izrazito je konzervirana na
razini tercijarne strukture, ali pokazuje malu slicnost unutar sekvenci domena iz razli¢itih
proteinskih obitelji, §to znaci da proteini s domenom BTB/POZ ostvaruju razne tipove protein-
protein interakcija s brojnim proteinima u stanici, a ¢esto djeluju i kao transkripcijski regulatori.
Evolucijski se domena BTB/POZ javlja u poxvirusima i eukariotima, a nema je u bakterijama i

arhebakterijama, osim u endosimbiontu povezanim s rodom Parachlamydia (Stogois i sur., 2005).

Domena MATH je konzervirana domena koja se nalazi na N-terminalnom kraju proteina
MATH-BTB, a ime je dobila na osnovi homologije s domenom TRAF-C faktora TRAF (eng.
TNF-Receptor Associated Factor) i C-terminalnom domenom meprina A i B. Meprini pripadaju
ekstracelularnim metaloproteazama koji sudjeluju u hidrolizi proteina, a proteini TRAF stupaju u
interakciju s ¢lanovima obitelji TNFR (eng. Tumor Necrosis Factor Receptor; TNF Receptor) i
reguliraju signalizaciju stani¢nog rasta. Stoga, s obzirom na njihovu visoku homologiju, domena
TRAF-C naziva se jo§ i domena MATH (eng. Maprin and TRAF Homology). Domena MATH
sastoji se od oko 180 aminokiselina, a gradena je od 7 - 8 antiparalelnih f-naboranih ploca. Proteini
s domenom MATH asociraju s drugim proteinskim domenama, ukljucujuc¢i peptidaze, filamin,
domenu RIuA i domenu BTB/POZ, motiv TRIM (eng. Tripartite Motif), domenu astacin i domenu
RING (eng. Cullin-Really Interesting New Gene) i ZF (Zapata i sur., 2007). Svi proteini s
domenom MATH sudjeluju u regulaciji procesiranja proteina (Zapata i sur., 2007), ukljuéujuéi i
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proteine MATH-BTB/POZ koji funkcioniraju kao ubikvitin ligaze E3 i sudjeluju u degradaciji
proteina putem ubikvitin proteasom sustava (Xu i sur., 2003; Pintard i sur., 2003; Zapata i sur.,
2007.). Proteini s domenom MATH identificirani su u eukariotima, ukljuujuci nize eukariote
poput prazivotinja i jednostani¢nih gljiva, te virusima iz skupine Iridoviridae, a nisu pronadeni kod
bakterija i arhebakterija, $to sugerira da se domena pojavila rano u evoluciji eukariota (Zapata i
sur., 2007).

1.4.2 Uloga proteina BPM u degradaciji proteina ovisnoj o ubikvitinu

Proteinska degradacija od posebne je vaznosti kod biljaka zbog njihovog sesilnog na¢ina
zivota, jer omogucuje regulaciju razlicitih razvojnih i fizioloskih procesa u stanicama kao odgovor
na promijenjene okoli$ne uvjete. Osteceni ili krivo smotani proteini moraju se ukloniti iz stanice,
a to se najcesce odvija putem degradacije proteina ovisne 0 ubikvitinu u 26S proteasomima. Ovaj
put degradacije je visoko konzerviran u eukariotima (Hua i Vierstra, 2011), a ukljucuje
oznacavanje ciljanog proteina pomocu signala poliubukvitina (Pintard i sur., 2004; Willems i sur.,
2004). Tri enzima sudjeluju u ovom procesu. Aktivirajuéi enzim E1 i ubikvitin konjugiraju¢i enzim
E2 sudjeluju u aktivaciji i konsekutivnom prijenosu ubikvitina kroz stvaranje tioesterske veze, a
ubikvitin ligaze E3 imaju ulogu u prepoznavanju supstrata i omogucuju degradaciju (Pintard i sur.,
2004; Willems i sur., 2004). Potom 26S proteasom prepoznaje poliubikvitinirani signal na
supstratu, linearizira protein i uvodi ga u kataliticko mjesto, unutar kojega se dogada proteoliza
ovisna o ATP-u (Willems i sur., 2004; Smalle i Vierstra, 2004). Postoje dva osnovna tipa ubikvitin
E3 ligaza: ligaze s domenom HECT (eng. Homologous to E6-AP C-terminus) koje posjeduju
unutrasnju katalitiCku aktivnost te ligaze s domenom RING (eng. Cullin-RING ligases, CRLS),
koje djeluju na nacin da usmjeravaju enzim E2 prema specifiénom supstratu kojeg cesto
prepoznaju adapterski proteini, i omogucuju degradaciju (Willems i sur., 2004; Pintard i sur.,
2004). Ligaze s domenom RING uklju¢uju APC/C (eng. Anaphase promoting
Complex/Cyclosome), SCF (eng. Skp1/Cullin/F-box) i CUL3-ligaze povezane s proteinima Kkoji
sadrze domenu BTB/POZ (CUL3-BTB) (Pintard i sur., 2004). Sva tri tipa ligaza pokazuju sli¢nost
u gradi: sredi$nji protein kulin povezuje kataliticki dio kompleksa (protein s RING domenom i
enzim E2) s adaptorskim dijelom koji prepoznaje supstrat. U slu¢aju ligaza CUL3-BTB, protein
CUL3 s C-terminalnom regijom veze protein RBX1 (eng. RING-Box protein 1) vezan na enzim
E2 (Chen i Hellmann, 2013), a s N-terminalnom regijom prepoznaje proteine s domenom
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BTB/POZ (Pintard i sur., 2003; Chen i Hellmann, 2013). Dok domena BTB/POZ omogucuje
interakciju s CUL3, sekundarne domene ovih proteina omoguc¢uju vezanje specifiénog supstrata
te njegovo pozicioniranje u blizinu enzima E2 za ubikvitinaciju (Chen i Hellmann, 2013).
Interakcijska studija provedena na biljci A. thaliana u in vitro uvjetima potvrdila je da proteini
AtBPM1 i AtBPM3 uspostavljaju interakciju s AtCUL3a i AtCUL3b pomoc¢u C-terminalne
domene BTB/POZ (Weber i sur., 2005), dok N-terminalna domena MATH vjerojatno obavlja
funkciju prepoznavanja i pozicioniranja supstrata (Weber i sur., 2005; Weber i Hellmann, 2009;
Lechner i sur., 2011; Morimoto i sur., 2017). Ovakav tip interakcija dokazan je u slucaju
BTP/POZ-MATH proteina CeMel-26 kod vrste C. elegans, koji u kompleksu s CUL3 sudjeluje u
degradaciji proteina CeMEI-1 u ranim embrijima, kako bi se omogucilo formiranje diobenog
vretena na prijelazu iz mejoti¢ke u mitoticku diobu (Xu i sur., 2003; Pintard i sur., 2003). U prilog
Cinjenici da proteini AtBPM djeluju kao adaptori supstrata ligaze E3 u uro¢njaku ide i potvrda
postojanja preklapajucih ekspresijskih uzoraka proteina AtCUL3, AtBPM1 i AtBPM3 u vecini
organa biljke (Weber i sur., 2005). Iako su prvotna istrazivanja pokazala da AtCUL3 moze
interagirati s proteinima AtBPM u jezgri i citoplazmi (Weber i Hellmann, 2009), novija
istrazivanja pokazuju da postoji razlika u sub-celularnoj lokalizaciji tih dvaju proteina, tj.
dokazano je da kulin 3 i protein AtBPM1 ne kolokaliziraju u jezgrici (Leljak Levani¢ i sur., 2012).
Zajednicka lokalizacija tih dvaju proteina u citoplazmi vjerojatno omogucuje degradaciju proteina
ovisnu o0 ubikvitinu putem 26S proteasoma, dok nedostatak proteina CUL3 u jezgrici upucuje da

protein AtBPM1 ima funkcije neovisne o kulinu 3 (Leljak Levani¢ i sur., 2012).

1.4.3 Proteini BPM kao adaptori supstrata ligaze CUL3 u uro¢njaku

Funkcionalne analize proteina BPM u uro¢njaku pokazale su da oni djeluju kao supstrat-

3BPM ¢&iji su supstrati transkripcijski faktori iz minimalno triju

specifiéni adaptori ligaza CUL
proteinskih obitelji: ERF/AP2 (eng. Ethylene Response Factor/Apetala 2), klase | transkripcijskih
faktora HD-ZIP i R2R3-MYB, zbog ¢ega proteini BPM imaju vaznu ulogu u regulaciji razvoja
sjemena i odrasle biljke, cvjetanju te odgovorima biljke na abioti¢ke stresove (Weber i Hellmann,
2009; Lechner i sur., 2011; Chen i sur., 2013; 2015; Morimoto i sur., 2017; Julian i sur., 2019).
Proteini BPM mogu vezati specifi¢ne faktore na razini DNA (Chen i sur., 2013; 2015) ili dok su
faktori slobodni u jezgri (Morimoto i sur., 2017), $to dovodi do nastanka CUL3B"M kompleksa te

posljedi¢no omogucuje degradaciju faktora u 26S proteasomu i negativno utjeCe na njihovu
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transkripcijsku aktivnost. Vazno je napomenuti da novi dokazi ukazuju kako interakcija proteina
BPM s transkripcijskim faktorima u jezgri ne mora nuzno voditi njihovoj proteasomalnoj
degradaciji, ve¢ moze interferirati s afinitetom vezanja DNA i na taj nacin regulirati transkripciju
nizvodnih gena tih faktora (Weber i Hellmann, 2009; Leljak Levani¢ i sur., 2012). Pojednostavljen
prikaz sastavljanja i funkcionalne vaznosti CUL3®"™ kompleksa u degradaciji transkripcijskih

faktora prikazan je na Slici 4.

SUPSTRAT

2 SUPSTRAT
% DNA 5
\ “‘c@ 26S PROTEASOM
l —
(up)

SUPSTRAT
/ CUL3

Slika 4. Funkcionalna vaznost kompleksa CUL38"Mu degradaciji specifi¢nih transkripcijskih faktora (TF).

Preko N-terminalne domene MATH, proteini BPM vezu ciljane TF-ove dok su oni vezani na DNA ili
slobodni u jezgri te interferiraju s njihovim djelovanjem. Proteini BPM djeluju kao adaptori supstrata
CUL3BM Jigaza: CU3a ili CUL3b ostvaruje interakciju s C-terminalnom domenom BTB/POZ proteina
BPM Kkoji je vezan na supstrat, a s druge strane veZe protein RBX1 koji usmjerava enzim E2 prema supstratu
te omogucuje ubikvitinaciju i posljedi¢no degradaciju supstrata. Slika je izradena u programu Biorender

(https://biorender.com/).

Transkripcijski faktori iz skupine ERF/AP2 vezani uz odgovor na razinu etilena u stanici
prvi su otkriveni interakcijski partneri proteina BPM u uro¢njaku (Weber i Hellmann, 2009; Chen
i sur., 2013). Clanovi porodice ERF/AP2 vazni su u regulaciji kljuénih razvojnih procesa u biljci
(Lin i sur., 2008), ali i kao medijatori odgovora na promijenjene abioti¢ke i bioti¢ke stresove (Lin
1 sur., 2008; Chen 1 sur., 2013). Tako primjerice faktor RAP2.4 iz ove skupine biljci omogucuje
toleranciju na susne uvjete, povecani salinitet (Lin i sur., 2008) 1 osmotski stres (Weber 1 Hellman,

2009). Predlozeni mehanizam djelovanja proteina BPM pretpostavlja da oni veZzu faktore
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ERF/AP2 pomoc¢u domene MATH te interferiraju s njihovim afinitetom vezanja DNA, da bi ih u
konacnici usmjerili u proteasomalnu degradaciju (Weber i Hellmann, 2009). Proteini BPM vazni
su 1 u regulaciji odgovora biljke na apscizinsku kiselinu, ¢ime sudjeluju u odgovoru biljke na
bioticke i abioticke stresove, ali i utjeCu na rast i razvoj biljke te njenu reprodukciju (Lechner i
sur., 2011). Stresni uvjeti poput hladnoce, suse 1 saliniteta poticu sintezu ABA-e u biljci, Sto utjeCe
na klijanje sjemena i dormanciju, dovodi do zatvaranja puci i sprjeCava transpiraciju te omogucuje
prilagodbu genske ekspresije u tim uvjetima (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006).
Transkripcijski faktor HB6 (eng. Homeobox protein 6) iz klase | transkripcijskih faktora HD-ZIP
djeluje kao negativni regulator odgovora biljke na ABA-u, §to dovodi do smanjene osjetljivosti na
hormon tijekom klijanja sjemena i zatvaranja puéi. Dokazano je da domena MATH proteina BPM
direktno interagira s domenom leucinskog zatvaraca faktora HB6, ¢ime se faktor oznacCava za
degradaciju 1 na taj nacin se kontrolira njegova stabilnost u stanici te utjece na odgovor biljke na
hormon ABA-u (Lechner i sur., 2011). Proteini BPM imaju i direktnu pozitivnu ulogu u regulaciji
susnog i osmotskog stresa. Weber i Hellman (2009) utvrdili su da se ekspresija gena BPM1 i BPM4
inducira prilikom izlaganja susnom i osmotskom stresu, dok je istrazivanje Skiljaica i sur. (2019)
pokazalo da overekspresija BPM1 omogucuje povecanu rezistenciju na apscizinsku kiselinu i

toleranciju osmotskog stresa.

1.5 Uloga proteina BPM u odgovoru na temperaturni stres u

uro¢njaku

Nova istrazivanja pokazala su da temperaturni stres kod uro€njaka ima ulogu u regulaciji
stabilnosti proteina BPM1 (Skiljaica i sur., 2018), §to je potvrdeno i induciranom ekspresijom gena
BPM1-3 u uvjetima povisene temperature (Skiljaica i sur., 2019). To je posebno bitno u okviru
otkrica da su proteini BPM bitni u regulaciji temperaturnog stresa kroz interakciju s
transkripcijskim faktorom DREB2A (Dehydration-Responsive Element-Binding protein 2A) iz
obitelji ERF/AP2 (Morimoto i sur., 2017). Ekspresija DREB2A inducirana je u stresnim uvjetima
(Sakuma i sur., 2006; Morimoto i sur., 2017). DREB2A je glavni faktor koji, vezanjem na
promotorske cis-djelujuce elemente DRE/CRT (eng. DRE/C Repeat), kontrolira ekspresiju gena
koji sudjeluju u odgovoru na temperaturne i susne stresove (Nakashima i sur., 2009). Analiza

domena DREB2A koristenjem protoplasta biljke A. thaliana otkrila je da u sredi$njoj regiji
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DREB2A postoji 30-aminokiselina duga negativna regulatorna domena (NRD) te da delecija ove
regije dovodi do nastanka stabilne i konstitutivno aktivne forme DREB2A CA. Overekspresija
DREB2A CA u transgeni¢nim biljkama dovodi do inducirane ekspresije ciljanih gena i potice
otpornost biljaka na susne uvjete, ali istovremeno negativno utjece na biljke uzrokujuci patuljasti
rast i smanjenu reprodukciju (Sakuma i sur., 2006). Degradacija faktora DREB2A pomoc¢u 26S
proteasoma posredovana je proteinima DRIP1/2 (eng. DREB2A-Interacting proteins 1/2) te
proteinima BPM koji vezu DREB2A u jezgri, na nacin da domena MATH proteina BPM
prepoznaje N-terminalni dio domene NRD faktora DREB2A s motivom SBC (eng. SPOP-Binding
Consensus) (Morimoto i sur., 2017). Motiv SBC prisutan je u svim supstratima koje prepoznaje
domena MATH, a njegovo postojanje u skladu je s visokom sli¢nosti izmedu sekvenci domena
MATH u BPM proteinima uroénjaka (84 — 100%) (Skiljaica i sur., 2019). U uvjetima
temperaturnog stresa, DREB2A se aktivira te djeluje na ekspresiju nizvodnih gena, a prekomjerno
nakupljanje faktora sprjecava se kroz negativnu regulaciju stabilnosti DREB2A s proteinima BPM,
koji time moduliraju odgovor biljke na temperaturni stres i sprjecavaju Stetan utjecaj akumulacije
DREB2A na biljni rast (Morimoto i sur., 2017). DREB2A pozitivno utjece i na toleranciju susnog
stresa, $to je u suprotnosti s djelovanjem faktora HB6 koji je isto pod kontrolom proteina BPM
(Lechner i sur., 2011). Stabilizacija proteina BPM u uvjetima povisene temperature (Skiljaica i
sur., 2018) vjerojatno objasnjava znacajan pad razine DREB2A unutar nekoliko sati od izlaganja
stresu (Morimoto i sur., 2017), sto znaci da se DREB2A kontinuirano degradira tijekom stresnog
odgovora. Dokazano je da proteini BPM posreduju u degradaciji DREB2A i u normalnim
uvjetima, Sto dodatno potvrduje kontinuirani 1 brzi kataliti¢ki obrt ovih proteina, ¢ija se razina u

stanici mora precizno modulirati ovisno o okoli$nim uvjetima (Morimoto 1 sur., 2017).
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1.6 Cilj rada

Prema novom istrazivanju Skiljaica i sur. (2019), u uvjetima temperaturnog stresa u
uro¢njaku je uoceno diferencijalno umnazanje varijanti gena BPM1, s time da se varijanta gena
BPML1.2 preferencijalno umnaza u odnosu na varijantu BPM1.1. Ovi rezultati ukazuju da je
regulacija ekspresije, ili ¢ak alternativnog prekrajanja gena BPM1, ovisna o temperaturi (Skiljaica
I sur., 2019). S obzirom na vaznu ulogu posttranskripcijske regulacije u uspjesnoj prilagodbi
biljaka na promjenjivi okoli$, vazno je istraziti da li promjene okoliSne temperature utjeCu na
alternativno prekrajanje ostalih gena BPM, ¢ija je ekspresija inducirana temperaturom (BPM1-3).
Shodno tome, cilj ovog rada bio je pokazati u¢inak temperature na prisutnost ekspresijskih
varijanti gena BPM1-3 u klijancima uro¢njaka divljeg tipa te istraZiti postojanje novih varijanti

koje nastaju pod utjecajem temperaturnih varijacija.

U tu svrhu koristile su se molekule cDNA (eng. complementary DNA) dobivene iz
klijanaca uro¢njaka izloZenih razli¢itim temperaturama, koje su posluzile kao kalup za umnaZzanje
pojedinih ekspresijskih varijanti gena BPM1-3 u lan¢anoj reakciji polimerazom s gen specifi¢nim
pocetnicama. S obzirom na to da se ekspresija pojedinih varijanti gena BPM1-3 dosad nije
proucavala u uvjetima temperaturnog stresa, dio eksperimenta je ukljuc¢ivao dizajn i optimizaciju
gen specifi¢nih pocetnica za umnazanje. Glavni cilj ovog rada bio je ispitati postoje li u koristenim
testnim uvjetima varijante gena BPM1-3 koje dosada jo$ nisu otkrivene. S time u vezi, drugi dio
ovog eksperimenta ukljucivao je TA kloniranje 1 sekvenciranje nepoznatih fragmenata koji su se
umnozili na pojedinim temperaturama, kako bi se ispitala njihova slicnost s postojecim

varijantama gena BPM1-3.
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2. MATERIJALI | METODE

2.1 Materijali

2.1.1 Biljni materijal

U svrhu istrazivanja alternativnog prekrajanja gena BPM1, BPM2 i BPM3 u uvjetima
temperaturnog stresa koristeni su klijanci divljeg tipa uro¢njaka (Arabidopsis thaliana), ekotip
Columbia (Col-0).

2.1.2 Bakterijski soj

Zakloniranje PCR fragmenata koristene su kompetentne bakterije Escherichia coli soj XL-
10 Gold. Bakterije su uzgajane na 37 °C u krutom ili tekuéem mediju Luria Bertani (LB) s

dodatkom antibiotika ampicilina (Amp).

2.1.3 Mediji za rast

Za uzgoj klijanaca A. thaliana koristen je kruti hranjivi medij MSO (pH 5,7 — 5,8), ¢iji je

sastav prikazan u Tablici 1.

Za uzgoj bakterija E. coli koristeni su kruti i teku¢i mediji LB (pH 7) koji sadrze 10 g/l
bakto triptona, 5 g/l ekstrakta kvasca i 10 g/l NaCl (s dodatkom 15 g/l agara za kruti medij LB).
Nakon transformacije bakterija toplinskim Sokom, medij SOC je koriSten za oporavak bakterija te
s ciljem postizanja maksimalne ucinkovitosti transformacije. Medij SOC (eng. Super Optimal
broth with Catabolite repression) sadrzi 20 g/l bakto triptona, 5 g/l ekstrakta kvasca, 10 mM NacCl,
10 mM MgCly, 2,5 mM KCI, 10 mM MgSOa i 20 mM glukoze.
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Tablica 1. Sastav krutog hranjivog medija MSO0 za uzgoj klijanaca A. thaliana (pH 5,7 — 5,8).

Sastojci medija Koncentracija (mg/l)
Makronutrijenti
KNOs 1900
NHsNO3 1650
CaCl; x H20 755
KH2PO4 170
MgSO4 x 7 H20 370
Mikronutrijenti
H3sBOs3 6,2
CoClz x 6 H20 0,025
Kl 0,83
Na;MoO4 x 2 H,0O 0,25
CuSOg4 x 5H20 0,025
MnSO4 x 4H,0 16,9
ZnS04 x 7 H20 8,6
FeSO4 x 7 H20 27,8
Na:EDTA 37,3
Vitamini i organski dodaci
Saharoza 20000
m-inozitol 100
nikotinska kiselina 0,5
piridoksin-HCI 0,5
tiamin-HCI 0,1
glicin 2
agar 8000
2.1.4 Puferi
2.1.41TAE

Za elektroforezu i pripremu agaroznih gelova koristen je pufer 1 x TAE (eng. Tris-HCI
Acetate Ethylenediaminetetraacetic acid) (40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0).

2.1.42 TBE

Za razliku od uobicajeno koristenog pufera TAE, pufer TBE (eng. Tris Borate
Ethylenediaminetetraacetic acid) omogucuje bolju razlu¢ivost i brzu migraciju manjih fragmenata

DNA na agaroznom gelu (Miura i sur., 1999). S ciljem boljeg razdvajanja kra¢ih fragmenata na
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gelu s ve¢im postotkom agaroze (2%) koristen je 0,5 x TBE pufer (45 mM Tris-borat, 1 mM
EDTA, pH 8,0).

2.1.5 Pocéetnice za PCR

Pocetnice koje su koristene u istrazivanju i njihove temperature taljenja Tm (eng. melting
temperature) navedene su u Tablici 2. Pocetnice Akt3 fw i Akt3 rev koriStene su za potvrdu
uspjesnosti reverzne transkripcije molekula RNA izoliranih iz klijanaca te za provjeru kvalitete
izolirane genomske DNA. Ostale pocetnice navedene u Tablici 2 koriStene su za analizu ekspresije
varijanti gena BPM1-3 te u svrhu pronalaska novih varijanti tih gena. U Tablici 3 navedene su
kombinacije pocetnica koje sam koristila za umnazanje varijanti gena BPM1-3. Mati¢ne otopine
pocetnica pripremljene su u redestiliranoj vodi (Mili-Q®) u koncentraciji od 100 uM te su prema
potrebi razrijedene na koncentraciju od 10 uM prije koriStenja. Radne i mati¢ne otopine pocetnica

skladiStene su na -20 °C. Postupak dizajniranja pocCetnica opisan je u poglavlju 3.2.1.

Tablica 2. Sekvence i temperature taljenja po¢etnica koristenih u reakcijama PCR.

Naziv gena Naziv pocetnice Nukleotidna sekvenca 5’ — 3’ Tm (°C)
Aktin 3 Akt3 fw GGCATCATACTTTCTACAATG 66,1
Akt3 rev CACCACTGAGCACAAT 65,6
FW BPML1.2 GCCCAAACTCTGTTTTACAAAATC 60,1
FW BPM1.123 GATCGCTTTCGTTATATTCATTCTC 60,9
BPM1 REV BPM1.123 GCACAAATCTTTCTTCTTTCTCTC 60,1
REV BPM1.3 ACGTGAAGACATGACTGTCTAC 60,3
REV BPML1.1 CTTACAGATCCTGTCATGTAATTTG 60,9
FW BPM2.12345 AAACCGATCTATCAAGCAAGTGG 61,1
FWm BPM2.1345 ATAATCATAGAAGACGTACAAGCC 60,1
REV BPM2.3 GAAATCGAGACAATCATGCAATCC 61,8
BPM2 REV BPM2.5 GCAAGGAGTGATCTTCTGTACC 62,1
REV BPM2.13 GACTTAAATAGTTGTCCTATTGGAC 60,9
REV BPM2.2 AGCTTTCAGCCTCAACTTCTAAAG 61,8
REV BPM2.134 GGGACCTCAAATAAGAAAGCTTAG 61,8
FW BPM3.1234 ACAAACAACCTCTCGTCTTCTAG 61,1
FW BPM3.34 AGACTCGATGCTTGATTAGACG 60,3
BPM3 FWm BPM3.1234 CATCTCCAGCAAACTTGGGAG 61,3
REV BPM3.2 CTGAAACTATATGCAACCCGTAC 61,1
REV BPM3.4 CAAAACAACTAATTATCGCACCTAG 60,9
REV BPM3.13 TCAATTCTCACAGCTCTTTGTGG 61,1
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Tablica 3. Kombinacije pocetnica za umnazanje varijanti gena BPM1-3 i ocekivane veli¢ine fragmenata
nakon reakcija PCR, u kojima su kao kalup koristene molekule cDNA i genomska DNA. Za pojedine

ekspresijske varijante nije bilo moguce napraviti specifi¢éne pocetnice, pa su osmisljeni setovi pocetnica

koji umnazaju viSe varijanti, ali daju produkte razli¢itih veli¢ina.

Velicina Veli¢ina
i i i <ot fragmenta  fragmenta
Naziv gena Naziv varijante Set poCetnica el na kalupu
cDNA (pb)  gDNA (pb)
BPML.1 FW BPM1.123
(AT5G19000.1) REV BPM1.1 1810 2665
BPM1 BPM1.2 FW BPM1.2
(AT5G19000)  (AT5G19000.2) REV BPM1.123 1700 2450
BPM1.3 FW BPM1.123 a1 _
(AT5G19000.3) REV BPML.3
FW BPM2.12345
BPM2.1 REV BPM2.13 1949 2727
(AT3G06190.1) FWm BPM2.1345
REV BPM2.134 840 1457
BPM2.2 FW BPM2.12345 )
(AT3G06190.2) REV BPM2.2 1086 1355
FW BPM2.12345
BPM2 REV BPM2.3 1231 1581
(AT3G06190) BPM2.3 FW BPM?2.12345
(AT3G06190.3) REV BPM2.13 2280 2727
FWm BPM2.1345
REV BPM2.134 1171 1457
BPM2.4 FWm BPM2.1345
(AT3G06190.4) REV BPM2.134 923 1457
BPM2.5 FW BPM2.12345
(AT3G06190.5) REV BPM2.5 1398 2079
BPM3.1 FWm BPM3.1234
(AT2G39760.1) REV BPM3.13 433 1406
BPM3.2 FW BPM3.1234
(AT2G39760.2) REV BPM3.2 1139 1710
BPM3 FW BPM3.34 460 -
(AT2G39760) BPM3.3 REV BPM3.13
(AT2G39760.3) FWm BPM3.1234
REV BPM3.13 482 1406
BPM3.4 FW BPM3.1234
(AT2G39760.4) REV BPM3.4 1186 2316

* Pocetnica REV BPM2.2 veze se na nacin da je 18 (0d 24) pb na njenom 3' kraju komplementarno sekvenci

u genomskoj DNA, sto bi moglo umanjiti mogucénost umnazanja genomske DNA ovim setom pocetnica.
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2.1.6 Plazmid

Plazmid pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega) koristen je za ugradnju fragmenata
dobivenih u reakciji PCR tehnikom TA kloniranja. Vektor pGEM®-T Easy je u lineariziranom
obliku, pocijepan restrikcijskim enzimom EcoRV koji stvara tupe krajeve. Pomoc¢u enzima
terminalne transferaze, dideoksitimidin trifosfat (ddTTP) dodan je na 3' krajeve prilikom
proizvodnje lineariziranog plazmida kako bi se osigurala ugradnja jednog terminalnog timidina na
oba 3' tupa kraja (Holton i Graham, 1991). PCR produkti koriSteni u ovom istrazivanju umnozeni
su termostabilnom Taq DNA polimerazom koja dodaje jedan adenin na 3' kraj umnozenog
fragmenta. Na taj nacin povecava se ucinkovitost ligacije fragmenata sprjecavaju¢i ponovnu

cirkularizaciju vektora.

Vektorska mapa plazmida pGEM®-T Easy prikazana je na Slici 5. Odabrani fragmenti
ugradeni su u MCS (eng. Multiple Cloning Site), unutar restrikcijskog mjesta enzima EcoRV.
Mjesto MCS nalazi se unutar regije gena lacZa koji kodira za a-peptid enzima [-galaktozidaza.
Insercijskom inaktivacijom gena lacZa omogucuje se identifikacija rekombinanata pomocu plavo-

bijele selekcije.

T7 promoter

M13 fwd

EcoRI (52)
EcoRV (60)
_EcoRI (70)

\| 1 e

pGEM®-T Easy
3015 bp



Slika 5. Prikaz vektorske mape plazmida pGEM®-T Easy (3015 pb) s restrikcijskim mjestima enzima
EcoRV i EcoRlI napravljen u programu SnapGene Viewer. Mjesto MCS omedeno je promotorima T7 i SP6
RNA polimeraze. M13 fw i M13 rev su uzvodne i nizvodne pocetnice koristene za sekvenciranje. Plazmid
sadrzi i dva ishodista replikacije (ori i f1 ori) te gen AmpR za rezistenciju na ampicilin radi selekcije
transformanata. Sekvenca  je  preuzeta s https://www.snapgene.com/resources/plasmid-
files/?set=basic_cloning_vectors&plasmid=pGEM-T_Easy.

2.1.7 DNA molekularni standard

Za analizu fragmenata DNA u agaroznoj gel elektroforezi koristen je molekularni biljeg
GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific) prikazan na Slici 6.

bp ng/0.5ug %

10000 30 6
8000 30 6
6000 70 14
5000 30 6
4000 30 6
3500 30 6
—3000 70 14
el — 2500 25 5
il — 2000 25 5
S— 1500 25 5
ed — 1000 60 12
—750 25 5
—500 25 )
—250 25 5

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Slika 6. Molekularni biljeg GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific) za provjeru veli¢ine molekula
DNA. Veli¢ine fragmenata molekule DNA oznaCene su brojevima (pb). Preuzeto s:
https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/MANO0013004_GeneRuler_1kb_DNALadder_250ug_UG.pdf.
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2.2 Metode

2.2.1 Sterilizacija sjemenki i uzgoj klijanaca

Sterilizacija sjemenki podrazumijeva postupak uklanjanja kontaminacija uzrokovanih
mikroorganizmima kako one kasnije ne bi utjecale na vjerodostojnost rezultata i daljnji tijek
istrazivanja. Sterilizaciju sam provodila koristeéi sterilizacijsku otopinu Izosana G (Pliva®) i
mukazola na sljede¢i na¢in. Sjemenke biljke A. thaliana prebacila sam u mikroepruvetu od 1,5 ml
te dodala 1 ml 70% etanola. Nakon inkubacije u trajanju od 1 min, paZljivo sam odstranila etanol
i dodala 1 ml vodene otopine 1% lzosana G (100% natrij dikloroizocijanurat dihidrat) i 0,1%
mukazola. Sjemenke sam inkubirala 10 min na sobnoj temperaturi (eng. Room Temperature, RT),
uz mijesanje na rotoru (DYNAL Sample mixer, model MXICI, Bidspotter). Potom sam odstranila
sterilizacijsku otopinu i isprala sjemenke pet puta sa 1 ml sterilne H2O u sterilnim uvjetima
laminara. Sjemenke sam ostavila u 500 pl sterilne H2O te pomo¢u mikropipete nasadila na krute
hranjive podloge MSO0. Na jednu petrijevu zdjelicu promjera 6 cm nasadila sam oko 15 sjemenki.
Ploc¢e sam potom zatvorila parafilmom te pohranila 48 h na temperaturi 4 °C radi vernalizacije.
Nakon toga plo¢e sam vertikalno inkubirala u klima komori s uvjetima dugog dana (16 h svijetlo/8

h mrak) na 24 °C i intenzitetom svjetla od 3993 Ix, u trajanju od 12 dana.

2.2.2 Tretman klijanaca temperaturnim stresom

U svrhu analize utjecaja temperaturnih varijacija na ekspresiju varijanti gena BPM1-3 i
pronalaska novih varijanti, klijance A. thaliana izlozila sam uvjetima temperaturnog stresa.
Tretman sam provela nakon 12 dana, kada su klijanci dovoljno narasli. Klijanci su uzorkovani
neposredno prije izlaganja razli¢itim temperaturama te 3 sata nakon izlaganja temperaturama od 4
°C (inkubacija petrijevki s klijancima na povrsini leda), 24 °C i 37 °C. Prilikom temperaturnih

tretmana klijanci su bili osvjetljeni fluorescentnim svjetlom intenziteta 3000 - 4000 Ix.

2.2.3 Izolacija ukupne RNA iz klijanaca

Ukupnu RNA izolirala sam iz klijanaca pomocu Direct-zol™ RNA MiniPrep Plus Kit
(Zymo Research). Uzorak za RNA izolaciju sadrzavao je 5 klijanaca koje sam pomocu pincete

oprezno, paze¢i da im pritom ne oStetim Korijen, prenijela na filter papir te je uzorku nakon

24



uklanjanja vodenih kapljica izmjerena masa. Klijance sam prebacila u mikroepruvete od 1,5 ml u
koje sam prethodno dodala staklene kuglice i lizirala tkivo tako Sto sam ga dva puta izmjenic¢no
smrznula u teku¢em dusiku i samljela 8 s u silamatu (Silver Mix, C.M.F. Srl.). Na tkiva sam potom
dodala 600 pl TRI Reagenta® (Ambion) koji inhibira aktivnost RNaza, a smjese sam centrifugirala
10 min na 16 100 g pri 4 °C (Eppendorf 5145 R). lako ovaj korak nije naveden u protokolu
proizvodaca, po 450 ul supernatanta sam prebacila u nove mikroepruvete i ponovno centrifugirala
2 min pri istim uvjetima, jer su nakon prethodnog centrifugiranja supernatanti ostali mutni.
Postupak izolacije provela sam prema protokolu, uz izmjenu u opcionalnom koraku digestije
DNazom na koloni, gdje sam koristila reagense drugog proizvodaca. Uzorke na kolonama sam
tretirala prethodno priredenom otopinom: 0,5 ul DNase | Amplification Grade (Invitrogen), 7,5 pl
10 x DNase | Reaction Buffer (Invitrogen) i 67 ul DEPC H20. U svrhu eliminacije genomske

DNA, tretman DNazom je u nekim uzorcima raden nakon elucije s kolone.

Izoliranu ukupnu RNA sam procistila pomo¢u OneStep™ PCR Inhibitor Removal Kit
(Zymo Research) kako bih uklonila kontaminacije u obliku polifenola i ostalih sekundarnih
metabolita, koje mogu inhibirati reverznu transkripciju i reakciju PCR. Pro¢is¢avanje sam provela
prema protokolu, uz iznimku kod centrifugiranja, koje sam provela na 4 °C. Izoliranu RNA

spremila sam na -20 °C do koristenja.

2.2.4 Reverzna transkripcija

U svrhu dobivanja molekule cDNA iz uzoraka izolirane RNA, Koristila sam reverznu
transkripciju. Koncentraciju i ¢istocu izolirane RNA izmjerila sam spektrofotometrijski na uredaju
NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) kako bih koristila odgovarajuci
volumen RNA za reverznu transkripciju. Reverznu transkripciju sam provela pomocu enzima
RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) po protokolu za dobivanje
jednolan¢ane ¢cDNA i s odgovaraju¢im kemikalijama, ukljucujuéi i opcionalnu inkubaciju na
povisenoj temperaturi. Protokol je dostupan na: https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/yMANO0012886_RevertAid_H_Minus_Reverse_Transcript_ep0451 UG.pdf.
U reakciji sam koristila pocetnicu Oligo(dT)18 Primer (Thermo Scientific) koja je omogucila
specificno umnazanje mRNA iz uzoraka. Dobivenu cDNA spremila sam na -20 °C do koriStenja

u reakciji PCR sa specificnim pocetnicama za varijante gena BPM1-3.
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2.2.5 lzolacija ukupne genomske DNA

Izolaciju genomske DNA iz klijanaca uro¢njaka provela sam koriste¢i DNeasy® Plant Mini
Kit (Qiagen). Po pet klijanaca sam osusila na papirnatom ru¢niku, prebacila ih u mikroepruvete od
1,5 ml sa staklenim kuglicama, smrznula u teku¢em dusiku te spremila na -80 °C do izolacije.
Tkiva sa staklenim kuglicama sam samljela u silamatu na nacin koji je opisan u poglavlju 2.2.3.
Postupak izolacije provela sam prema protokolu, ukljucujuci i opcionalan korak centrifugiranja
lizata, medutim, eluciju nisam izvrSila dodajuci 2 x 100 pl pufera AE, nego 2 x 50 ul kako bih
dobila koncentriraniju otopinu. Izoliranu DNA spremila sam na -20 °C.

2.2.6 Standardna PCR reakcija

Lanc¢ana reakcija polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda koja
omogucuje in vitro eksponencijalno umnazanje fragmenata od interesa. Metodu PCR sam koristila
za umnazanje gena Aktin 3 u molekuli cDNA kako bih potvrdila uspje$nost reverzne transkripcije
te za provjeru kvalitete izolirane genomske DNA. Ovu metodu koristila sam i u svrhu provjere
efikasnosti pocetnica za umnazanje varijanti BPM1-3, a ve¢inu reakcija PCR provodila sam s
ciljem umnazanja pojedinih varijanti gena BPM1-3 te pronalaska novih varijanti, koriste¢i cDNA

dobivenu reverznom transkripcijom.

Uspjesnost transformacije plazmidnom DNA takoder sam provjeravala pomoc¢u metode
PCR, u kojoj sam kao kalup koristila prekono¢ne bakterijske kulture. Kalup sam pripremila na
naéin da sam 100 ul prekonoéne suspenzije centrifugirala 2 min na 16 000 g pri RT (Eppendorf
5415 C), uklonila teku¢i medij LB, resuspendirala bakterije u 100 ul dH20 i denaturirala 5 min na
95 °C. Volumen od 2 pl te otopine sam koristila kao kalup u reakciji PCR.

Sastav reakcija PCR ovisio je o vrsti koriStene DNA polimeraze i volumenu kalupa koji
sam Kkoristila. Program reakcija je ovisio o temperaturi prianjanja pocetnica Ta (eng. annealing
temperature) koja ovisi o sastavu i temperaturi taljenja koristenih pocetnica Tm (Tablica 2), te 0
vremenu elongacije koje ovisi o duljini umnozenog produkta. Enzim GoTag® DNA Polymerase
(Promega) koristila sam za umnazanje gena Aktin 3 kod provjere kvalitete izolirane genomske
DNA i provjere cDNA dobivene reverznom transkripcijom (Tablica 4), dok sam EmeraldAmp®
GT PCR Master Mix (Takara Bio Inc.) koristila u svim ostalim reakcijama PCR (Tablica 5). Sve
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reakcije PCR sam provodila na uredaju GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems). PCR

uzorke spremala sam na -20 °C.

Tablica 4. Sastav jedne reakcijske smjese PCR (25 pl) i program pripremljene reakcije za GoTaq® DNA
Polymerase (Promega).

Volumen reagensa

Reagensi 0o uzorku (ul) Program reakcije
sterilna H,0O 13,9
5 x Green GoTaqg® Reaction Buffer 5 o .
25 mM MgCl, 25 ggg goms'”
10 mM dNTP mix 0,5 o
. 58°C 30s 40 x
uzvodna pocetnica (10 uM) 0,5 o .

. . 72°C 1min
nizvodna pocetnica (10 uM) 0,5 79°C 5 min
GoTag® polimeraza (5U/uL) 0,1 5

4°C o
kalup 2
25

Tablica 5. Sastav jedne reakcijske smjese PCR (25 pl) i program pripremljene reakcije za EmeraldAmp®
GT PCR Master Mix (Takara Bio Inc.).

. Sastav jedne ..
Reagensi » . Program reakcije
reakcijske smjese
EmeraldAmp GT PCR Master Mix (2 x Premix) 12,5 ul 98°C 2 min
kalup 100 - 400 ng 98°C 10s
uzvodna pocetnica (10 uM) 0,5 ul 56°C 30s } 40 x
nizvodna pocetnica (10 uM) 0,5 ul 72°C  2-3min
sterilna dH.0 do 25 ul 72°C 5 min
25 ul 4°C o

2.2.7 Agarozna gel elektroforeza

Agaroznu gel elektroforezu koristila sam za analizu uzoraka DNA te za izrezivanje
zeljenog fragmenta iz gela prilikom kloniranja. Sve elektroforeze sam provodila u kadici
RunOne™ Electrophoresis Unit (Embi Tec), napunjenoj 1 x TAE ili 0,5 x TBE puferom, u kojima
sam pripremala i agarozne gelove koriStene u ovom istrazivanju (1%, 1,5% i 2%). PCR uzorke,
kao 1 restrikcijske smjese, nisam trebala mijeSati s bojom za nanosenje jer se ona ve¢ nalazi u
puferu. Uz uzorke sam na svaki gel nanosila i 3 pul molekularnog biljega GeneRuler 1 kb DNA

ladder (Thermo Scientific). Sve elektroforeze sam provodila pri pocetnom naponu od 25 V u
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trajanju 5 - 10 min, a potom na naponu 50 - 100 V u trajanju 20 — 40 min. Za detekciju vrpci sam
koristila otopinu etidij bromida (EtBr) koncentracije 10 ng/l, a gel sam vizualizirala pomoc¢u UV
svijetla (Kodak EDAS 290, ekspozicija 1 s, 100% UV). Slike sam fotografirala digitalnom

kamerom koriste¢i program Kodak 1D.
2.2.8 TA kloniranje

2.2.8.1 Izrezivanje PCR produkata iz agaroznog gela i njihovo procis¢avanje

S ciljem ugradnje fragmenta od interesa u plazmid pGEM®-T Easy, trebala sam izdvojiti
taj fragment od ukupnog PCR produkta. U tu svrhu fragmente sam razdvojila na tankom 1,5%
agaroznom gelu. Kako bih umanjila moguénost nastanka kontaminacija zeljenog fragmenta,
pripremila sam svjezi 1 X TAE pufer i svjezu otopinu etidij bromida. Za izrezivanje Zeljenog
fragmenta iz gela, gel sam prvo izlozila kratkom djelovanju UV svijetla (Kodak EDAS 290,
ekspozicija 1 s, 70% UV) kako bih utvrdila tocan polozaj fragmenta. Fragment sam izrezala
koriste¢i Cisti skalpel 1 pincetu, a izrezani komad gela sam ubacila u prethodno izvaganu
mikroepruvetu od 1,5 ml. Izrezani DNA fragment sam pro¢istila pomo¢u NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel). Odredila sam masu gela s fragmentom te na svakih 100 mg
agaroznog gela dodala 200 pl pufera NTI. Postupak proc¢is¢avanja provela sam prema protokolu,
ukljucujuéi 1 opcionalne korake navedene u njemu. U svrhu dobivanja Sto vece koncentracije
fragmenata od interesa duljih od 1000 pb, eluciju sa kolone sam radila dva puta, izmjeni¢no
dodajuci 15 pl pufera NE na kolonu 1 inkubiraju¢i kolonu 5 min na 70 °C. Koncentraciju i ¢isto¢u
prociS¢enog fragmenta izmjerila sam spektrofotometrijski na uredaju NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) kako bih odredila koji volumen fragmenta trebam

koristiti u ligacijskoj reakciji. Pro€iS¢ene fragmente iz gela spremala sam na -20 °C do koristenja.

2.2.8.2 Kloniranje fragmenata umnoZenih reakcijom PCR

Enzim T4 DNA ligazu koristila sam za ligaciju produkata PCR procisc¢enih iz gela i
plazmida pGEM®-T Easy. TA kloniranje pomoéu T4 DNA ligaze olak$ava ugradnju produkta
reakcije PCR, omogucujuéi ligaciju komplementarnog timidina i adenina na samom 3' Kraju
vektora, odnosno fragmenta od interesa. Ligacijsku reakciju sam pripremila prema protokolu za

ligaciju plazmida pGEM®-T Easy Vector Systems (Promega), dostupnom na:
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https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/pgem-t-and-
pgem-t-easy-vector-systems-protocol.pdf. Omjer vektora i inserta u reakciji bio je 1:4, a masu
procis¢enog PCR fragmenta koju sam koristila u ligaciji sam izracunala prema formuli dostupnoj

u protokolu:

masa vektora(ng) * veli¢ina inserta(kb)

P * omjer insert: vektor = masa inserta (n
velic¢ina vektora (kb) ] (ng)

Znaju¢i potrebnu masu inserta 1 koncentraciju koju sam prethodno izmjerila
spektrofotometrijski, mogla sam izracunati volumen fragmenta potreban za ligaciju. Reakcijsku
smjesu sam pripremila u mikroepruveti za PCR mijeSanjem: 5 ul 2 x Rapid Ligation Buffer, 0,5
ul plazmida pGEM®-T Easy (50 ng), 1 ul T4 DNA Ligase (3 Weiss units/ul), odgovarajuceg
volumena fragmenta i Nuclease-free Water (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) do
ukupnog volumena 10 ul. Sadrzaj sam promijesala mikropipetom, a reakciju sam inkubirala u
uredaju GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems) na 4 °C, ili u hladnjaku na 8 °C,
preko no¢i. Nakon inkubacije, ligazu sam denaturirala inkubacijom ligacijske reakcije na 70 °C u
trajanju od 10 min u istom uredaju. Ligacijsku reakciju (3 pl) sam Koristila za transformaciju
kompetentnih bakterija i umnazanje plazmida od interesa. Ostatak ligacijske reakcije ¢uvala sam

na -20 °C.

2.2.9 Transformacija kompetentnih bakterijskih stanica

Kemijsku transformaciju kompetentnog soja E. coli XL-10 Gold koji je bio dostupan u
laboratoriju radila sam pomocu toplinskog Soka. Kompetentne stanice koje su skladiStene na -80
°C sam otopila na ledu neposredno prije upotrebe. U 14-ml Falcon epruvetu prebacila sam 50 pl
kompetentnih stanica i 3 pl ligacijske smjese. Stanice sam inkubirala na ledu 30 min, nakon ¢ega
je uslijedio toplinski Sok u vodenoj kupelji na 42 °C u trajanju od 30 s, ¢ime je omogucen unos
DNA u bakterijske stanice. Uzorak sam inkubirala na ledu 2 min prije dodavanja 500 pl SOC
medija ugrijanog na 37 °C, a potom sam bakterije inkubirala 1 h na 37 °C uz tresnju kako bi se
bakterijske stanice oporavile od toplinskog Soka. Za selekciju transformanata sam koristila dvije
ploce s krutim medijem LB promjera 9 cm, u koji sam prethodno dodala antibiotik ampicilin u
konac¢noj koncentraciji od 0,1 mg/ml, IPTG (eng. Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) u
koncentraciji 0,5 mM i X-gal (eng. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galactopyranoside) u
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koncentraciji od 80 pg/ml u sterilnim uvjetima laminara. Odgovarajucu koli¢inu transformiranih
bakterijskih stanica nanijela sam na obje ploce te ih inkubirala na 37 °C, naopacke, preko no¢i, ne
dulje od 18 h, da ne dode do raspada termolabilnog ampicilina i rasta netransformiranih bakterija.

Ploc¢e sam ¢uvala na 4 °C.

2.2.10 Izrada prekono¢ne bakterijske kulture

Prekonoc¢ne bakterijske kulture pripremila sam nakon selekcije transformanata na krutom
mediju LB, s ciljem umnazanja plazmida od interesa. Zbog insercijske inaktivacije gena lacZa u
plazmidu, na krutom mediju LB razlikuju se bijele bakterijske kolonije koje su transformirane
plazmidom s odgovaraju¢im fragmentom te plave kolonije koje su transformirane plazmidom bez
inserta. S krutog medija sam pojedinacne bijele kolonije sterilnom ¢ackalicom prebacila u staklene
epruvete s 3 ml tekuceg sterilnog medija LB, u koji sam prethodno dodala ampicilin u konac¢noj
koncentraciji od 0,1 mg/ml. Bakterijske stanice sam inkubirala preko no¢i na 37 °C uz tresnju,
pazeci na termolabilnost ampicilina. Dio prekonoéne bakterijske suspenzije sam iskoristila za
provjeru uspjesnosti transformacije plazmidnom DNA koriste¢i metodu PCR na bakterijskim
kulturama koju sam opisala u poglavlju 2.2.6, dok sam ostatak iskoristila za izolaciju plazmidne
DNA.

2.2.11 l1zolacija plazmidne DNA

Centrifugirala sam 2 ml prekono¢ne bakterijske kulture 2 min na 16 000 g pri RT
(Eppendorf 5415 C) u mikroepruveti od 2 ml. Plazmidnu DNA izolirala sam iz bakterijskih taloga
pomoéu Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) prateéi protokol, uz
jednu izmjenu. Prilikom elucije, kolone sam inkubirala 15 min na 37 °C, a zatim centrifugirala na
zadanim uvjetima. Koncentraciju i ¢istocu izoliranih plazmida izmjerila sam spektrofotometrijski
na uredaju NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) kako bih znala koji
volumen plazmida trebam koristiti u restrikcijskoj digestiji. Plazmidnu DNA spremila sam na -20
°C. U svrhu provjere izoliranih plazmida koristila sam restrikcijsku analizu i sekvenciranje

(Macrogen Europa, Amsterdam, Nizozemska).

30



2.2.12 Restrikcijska analiza plazmidne DNA

Restrikcijsku digestiju koristila sam s ciljem provjere uspjesnosti ugradnje fragmenata od
interesa u plazmid prilikom ligacije. Restrikcijski enzim EcoRI (Fast Digest EcoRI, Thermo
Scientific) koristila sam kako bih jednostrukom restrikcijom oslobodila fragment koji je ugraden
u mjesto MCS. U mikroepruvetama za PCR sam pripremila reakcijsku smjesu koja je sadrzavala:
2 pul 10 x FastDigest Green Buffer (Thermo Scientific), 1 pl enzima, >300 ng plazmidne DNA i
Nuclease-free Water (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific) do ukupnog volumena 20
ul. Sadrzaj sam promijesala mikropipetom, a reakciju sam inkubirala u uredaju GeneAmp® PCR
System 2700 (Applied Biosystems) 30 min na 37 °C. Dobivene fragmente analizirala sam na 1%
agaroznom gelu 1 obojala s otopinom etidij bromida. Odgovarajuc¢i volumen restrikcijske smjese

poslala sam na sekvenciranje (Macrogen Europa, Amsterdam, Nizozemska).
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3. REZULTATI

3.1 lzolacija nukleinskih kiselina

S ciljem utvrdivanja ekspresije pojedinih varijanti gena BPM1-3 na poviSenoj i sniZenoj
temperaturi, klijance uro¢njaka sam tri sata inkubirala na temperaturama od 24 °C, 37 °Ci4 °C te
sam nakon smrzavanja u teku¢em dusiku izolirala ukupnu RNA. Potom je u nekoliko navrata
provedena reverzna transkripcija molekula mRNA te je prilikom svakog prevodenja mRNA u
cDNA kvaliteta kalupa ¢cDNA utvrdena umnazanjem dijela gena Aktin 3 (Akt3). Tako dobivenu
cDNA Koristila sam za umnaZanje s pocetnicama specifi¢nim za pojedine varijante gena BPM1-3.
U svrhu prou¢avanja ekspresije varijanti gena BPM, za pojedini uzorak u reverznoj transkripciji je
koriSteno 894 ng RNA, dok uzorci cDNA koji su koriSteni za proucavanje ekspresije varijanti gena
BPM1 i BPM3 nisu bili uskladeni po masi RNA (masa je varirala od 884 ng do 2,23 pg), §to znaci
da se produkti umnozeni na kalupu takvih, prema masi neujednacenih molekula cDNA, ne mogu

medusobno usporedivati prema intenzitetu vrpca.

Genomska DNA izolirana je kako bi posluZila kao pozitivna kontrola u PCR reakcijama u
kojima ¢e se proucavati ekspresija postoje¢ih i potencijalnih novih varijanti gena BPM na
pojedinim temperaturama te za provjeru nespecificnog vezanja pocetnica i detekciju zaostataka

genomske DNA u uzorcima cDNA.

3.2 Umnazanje gena Akt3 za potvrdu identiteta izolirane molekule

U svrhu potvrde uspjesnosti izolacije RNA i reverzne transkripcije, provedeno je
umnazanje gena Akt3 u uzorcima cDNA koriste¢i uvjete navedene u Tablici 4. Pocetnice Akt3 fw
i Akt3 rev (Tablica 2) omogucuju umnazanje produkta duljine 648 pb prema kalupu cDNA i
produkta duljine 731 pb prema kalupu genomske DNA. Kao $to je vidljivo na Slici 7, u nekim
uzorcima cDNA postoji mala koli¢ina genomske DNA, buduéi da su u PCR reakciji umnoZena
oba fragmenta (648 pb i 731 pb). To ukazuje na ¢injenicu da je usprkos DNaznom tretmanu, dio

genomske DNA zaostao nakon izolacije RNA i reverzne transkripcije.
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Slika 7. Umnazanje gena Aktin 3 u uzorcima cDNA dobivenim reverznom transkripcijom. Fragment
oznacen crnom bojom (648 pb) predstavlja produkt umnozen na kalupu cDNA, a fragment oznac¢en sivom
bojom (731 pb) produkt umnozen na kalupu genomske DNA. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder, 24 °C, 37
°C i 4 °C - temperaturni tretman klijanaca, P - pozitivna kontrola (JDNA), 0, 3 h - duljina tretmana.

PCR pocetnice za umnazanje gena Akt3 koriStene su s ciljem provjere kvalitete izolirane
genomske DNA, budu¢i da ¢e gDNA u reakcijama umnazanja s gen specificnim pocetnicama
posluziti kao pozitivna kontrola i indikator prisutnosti gDNA u uzorcima cDNA. UmnaZzanje
fragmenta gena Akt3 od 731 pb u oba uzorka gDNA (Slika 8) potvrdilo je kako su navedeni uzorci

dovoljne kvalitete da posluze kao pozitivne kontrole u reakcijama PCR.

pb gl g2

731



Slika 8. Detekcija gena Aktin 3 u uzorcima izolirane genomske DNA. Oznaceni fragment (731 pb)
predstavlja produkt umnoZen na kalupu genomske DNA. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder, g 1, g 2 —
bioloske replike izolirane gDNA.

3.3 Dizajn i optimizacija poCetnica za umnaZanje varijanti gena

BPM1-3

S obzirom na veliku sli¢nost u sekvencama pojedinih varijanti gena BPM1, BPM2 i BPM3,
pocetnice za njihovo umnazanje dizajnirane su na temelju analize sekvence i bez koriStenja
posebnih bioinformatickih alata. Za izradu pocetnica koriStene su sekvence molekula cDNA koje
su preuzete iz baze TAIR (https://www.arabidopsis.org/) i poravnate u programu Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Dizajn pocetnica je proveden uzimajuéi u obzir
¢imbenike koji ¢e omoguditi specificno umnazanje fragmenata s visokim prinosom, a koji
ukljuéuju optimalnu duljinu pocetnica (18 - 25 pb), sadrzaj G/C parova baza (35 - 55%),
temperaturu taljenja Tm (55 °C - 65 °C) koja se ne razlikuje vise od 3 °C izmedu pocetnica istog
seta te prisustvo nukleotida G ili C na 3' kraju pocetnice kako bi se osiguralo ¢vrsée vezanje i
olaksala elongacija. Prilikom dizajna vodilo se ratuna da pocetnice u setu nemaju komplementarne
regije 1 da ne stvaraju sekundarne strukture. Pocetnice su narucene preko stranice Macrogen na
kojoj su uskladene i temperature taljenja svih pocetnica, koje su, zajedno s njihovim sekvencama
navedene u Tablici 2. Odabir sekvenci pocetnica i njihova optimizacija opisana je u sljede¢im

poglavljima.

3.3.1 Dizajn pocetnica za umnaZanje varijanti gena BPM1-3

Gen BPML1 se prepisuje u tri varijante: BPM1.1, BPM1.2 i BPM1.3. Za svaku varijantu
dizajnirane su specificne pocetnice. Za specifiéno umnazanje varijante BPM1.1 odabrane su:
uzvodna pocetnica FW BPM1.123 koja se veze blizu 5' kraja svih varijanti gena i1 nizvodna
pocetnica REV BPM1.1 koja se veze 37 pb prije 3' kraja varijante te ne pokazuje homologiju s
ostalim varijantama (Prilog ). Zbog svoje sekvence, poCetnica REV BPM1.1 moze stvarati
sekundarne strukture, stoga je kod umnazanja bilo potrebno pripaziti na temperaturu prianjanja.

Uzvodna pocetnica FW BPM1.123 koristila se i za specificno umnazanje varijante BPM1.3, u
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kombinaciji s nizvodnom pocetnicom REV BPM1.3 koja se veze na sami 3' kraj varijante 1
pokazuje djelomic¢nu homologiju od 9 pb na svom 3' kraju s varijantom BPM1.1. Poc¢etnica REV
BPM1.3 veze se na graniCi egzon - intron unutar 3' UTR regije (eng. Untranslated Region)
genomske DNA, $to znaci da ovaj set pocetnica ne bi trebao umnazati genomsku DNA. Za
specificno umnazanje varijante BPM1.2 odabrana je uzvodna pocetnica FW BPM1.2 koja se veze
na sami 5' kraj varijante i pokazuje djelomi¢nu homologiju od 9 pb na svom 3' kraju s varijantom
BPM1.1 te nizvodna pocetnica REV BPM1.123 koja se veze 29 pb prije 3' kraja varijante i
pokazuje homologiju s ostalim varijantama gena. Djelomi¢ne homologije pocetnica s drugim
varijantama nece utjecati na sposobnost njihova vezanja jer su homologni dijelovi prekratki da bi

omogucili vezanje na neku drugu varijantu.

Gen BPM2 ima poznatih pet ekspresijskih varijanti: BPM2.1, BPM2.2, BPM2.3, BPM2.4
i BPM2.5 (Prilog I1). S obzirom na ¢injenicu da varijante BPM2.1 i BPM2.4 nemaju specifi¢ne
razlike u sekvencama u odnosu na sve ostale varijante gena, za njihovo umnazanje osmisljeni su
setovi pocetnica koji umnaZzaju vise varijanti gena, ali daju produkte razli¢itih duljina. Uzvodna
pocetnica FW BPM2.12345 koristila se za umnazanje svih varijanti osim varijante BPM2.4 te se
veze blizu ili na sami 5' kraj svih varijanti gena. Za specificno umnazanje varijante BPM2.3
koristila se uzvodna pocetnica FW BPM2.12345 u kombinaciji s nizvodnom pocetnicom REV
BPM2.3 koja prepoznaje srednji dio sekvence koji je specifi€an za tu varijantu. S obzirom na
¢injenicu da su 3' krajevi varijanti BPM2.3 i BPM2.1 identi¢ni, sekvenca nizvodne pocetnice nije
se mogla osmisliti na na¢in da umnaza varijantu BPM2.3 cijelom duljinom. Uzvodna pocetnica
FW BPM2.12345 koristila se i za specificno umnaZanje varijante BPM2.5, u kombinaciji s
nizvodnom pocetnicom REV BPM2.5 koja se veze oko 550 pb prije 3' kraja varijante, u dijelu
sekvence specificnom za tu varijantu. Pofetnica REV BPM2.5 ne moze se vezati na 3' kraj
varijante jer je on identi¢an 3' kraju varijante BPM2.2, a pokazuje i homologiju sa sekvencama
svih ostalih varijanti gena. Varijanta BPM2.2 specifi¢no se umnaza pomocu uzvodne pocetnice
FW BPM2.12345 te nizvodne pocetnice REV BPM2.2 koja se veze oko 450 pb prije 3' kraja
varijante i pokazuje djelomi¢nu homologiju od 7 — 9 pb na svom 5' kraju s ostalim varijantama
gena. PocCetnica se nije mogla drugacije dizajnirati jer je to jedini dio sekvence koji je specifican
za ovu varijantu, medutim, djelomi¢na homologija nece utjecati na sposobnost vezanja pocetnice.
Pocetnica REV BPM2.2 veze se na granici egzon - intron unutar genomske DNA na nacin da je

samo 18 pb na njenom 3' kraju komplementarno sekvenci u genomskoj DNA, §to bi moglo
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umanjiti mogucénost umnazanja genomske DNA ovim setom pocetnica. Takoder, 8 pb na 3' kraju
ove pocetnice homologno je s 3' - 5' lancem genomske DNA gena BPM3, pa je kod umnazanja
ovim setom pocetnica vazno voditi racuna o temperaturi prianjanja. Varijante BPM2.1 i BPM2.4
se ne mogu specificno umnoziti. Za detekciju varijante BPM2.1 koristila se uzvodna pocetnica FW
BPM?2.12345 u kombinaciji s nizvodnom pocetnicom REV BPM2.13 koja se veze 43 pb prije 3'
kraja varijanti BPM2.1 i BPM2.3. Taj set pocetnica trebao bi omoguéiti umnazanje produkta
duljine 1949 pb u varijanti BPM2.1 i produkta duljine 2280 pb u varijanti BPM2.3. Za detekciju
varijante BPM2.4 koristila se uzvodna pocetnica FWm BPM2.1345 koja se veze u sredisnji dio
sekvenci svih varijanti gena izuzev varijante BPM2.2 te nizvodna pocetnica REV BPM2.134 koja
se veze na 3' kraj varijante BPM2.4 i 87 pb prije 3' kraja varijanti BPM2.1 i BPM2.3. Ovaj set
pocetnica trebao bi umnoziti produkt od 923 pb u varijanti BPM2.4, produkt od 840 pb u varijanti
BPM2.1 te produkt od 1171 pb u varijanti BPM2.3. Umnazanjem fragmenata krace duljine trebala

se detektirati razlika u sekvenci u odnosu na ostale dvije varijante gena.

Gen BPM3 kodira Cetiri varijante: BPM3.1, BPM3.2, BPM3.3 i BPM3.4. Za sve varijante,
osim za varijantu BPM3.1, dizajnirane su specifi¢ne pocetnice za umnazanje. Uzvodna poCetnica
FW BPM3.1234 koristila se za umnazanje varijanti BPM3.2 i BPM3.4, a veze se blizu 5' kraja svih
varijanti gena (Prilog I11). Pocetnica se nije mogla dizajnirati tako da se veze na sami 5' kraj
sekvenci tih dviju varijanti jer tu postoje ponavljajuci nizovi nukleotida T, C i A koji bi smanjivali
uspjesnost njenog vezanja. Varijante BPM3.2 i BPM3.4 je bilo tesko poravnati u odnosu na ostale
varijante jer im se sekvence zadnjih 500-tinjak pb razlikuju od ostalih, pa nizvodne pocetnice
osmisljene za njthovo umnaZzanje ne prepoznaju sekvence na njithovim 3' krajevima kako ne bi
doSlo do nespecificnog umnazanja ostalih varijanti. Za specificno umnaZzanje varijante BPM3.2
koristila se uzvodna poc¢etnica FW BPM3.1234 i nizvodna pocetnica REV BPM3.2 koja se vezZe
oko 500 pb od 3' kraja varijante 1 specificna je za nju. Uzvodna pocetnica FW BPM3.1234 koristila
se 1 za specificno umnazanje varijante BPM3.4, u kombinaciji s nizvodnom pocetnicom REV
BPM3.4 koja se veze oko 400 pb od 3' kraja varijante, u dijelu sekvence specificnom za nju. Za
specificno umnazanje varijante BPM3.3 koristila se uzvodna pocetnica FW BPM3.34 koja se veze
oko 550 pb od 3' kraja varijante BPM3.3 i oko 450 pb od 3' kraja varijante BPM3.4 te nizvodna
pocetnica REV BPM3.13 koja se veze oko 100 pb od 3' kraja varijanti BPM3.3 i BPM3.1.
Sekvence varijanti BPM3.1 i BPM3.3 razlikuju se samo u dijelu dugom 49 pb koji je

karakteristiCan za varijantu BPM3.3, a unutar kojega se veze pocetnica FW BPM3.34. Upravo
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zbog tog razloga varijanta BPM3.1 ne moze se specifi¢éno umnoziti. Za detekciju varijante BPM3.1
koristila se uzvodna poéetnica FWm BPM3.1234 koja se veze oko 500 pb od 3' kraja varijante i
pokazuje homologiju s ostalim varijantama gena te nizvodna pocetnica REV BPM3.13. Ova
kombinacija pocetnica trebala je umnoziti produkt duljine 433 pb u varijanti BPM3.1 i produkt

duljine 482 pb u varijanti BPM3.3 te omoguciti detekciju razlika u sekvencama dviju varijanti.

3.3.2 Provjera efikasnosti pocetnica za varijante gena BPM1-3

Prvotna analiza ekspresije varijanti gena BPM1.2 i BPM1.3 s temperaturom prianjanja od
58 °C pokazala se neuspjeSnom, §to moze upucivati ili na previsoku temperaturu prianjanja ili na
odsutnost tih ekspresijskih varijanti u izoliranoj cDNA. Postoji moguc¢nost da varijante gena nisu
eksprimirane u danim uvjetima, stoga je genomska DNA KkoriStena za provjeru efikasnosti
pocetnica za umnazanje varijanti gena BPM1-3 (Tablica 2). Reakcije PCR uspjesno su provedene
koritenjem temperature prianjanja od 56 °C i vremena elongacije od 3 min (Tablica 5).
Umnazanje genomske DNA s pocetnicama za varijante gena BPM1 prikazano je na Slici 9.
Pocetnice FW BPM1.2 i REV BPM1.123 omogucile su umnazanje produkta duljine 2450 pb u
gDNA, dok pocetnice FW BPM1.123 i REV BPM1.3 nisu umnozile gDNA, $to je i u skladu s
ocekivanim (Tablica 3). Ocekivani produkt duljine 2665 pb nije vidljiv kod umnazanja s
pocetnicama FW BPM1.123 1 REV BPM1.1. Ove pocetnice mogu se koristiti za daljnja umnaZanja
varijanti gena BPM1 na kalupu cDNA.

a)

Jazica Set pocetnica

1 FW BPMI1.2 + REV BPM1.123

5]

FW BPMI.123 + REV BPM1.3

3 FW BPM1.123 + REV BPMI.1

2450
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Slika 9. Umnazanje gena BPM1 na kalupu genomske DNA metodom PCR. a) Parovi pocetnica koristeni u
reakcijama PCR. b) Detekcija fragmenata dobivenih u reakcijama PCR na 1% agaroznom gelu. Veli¢ina
fragmenta umnozenog na kalupu gDNA iznosi 2450 pb za set pocetnica 1. pb - GeneRuler 1 kb DNA
ladder.

Produkti dobiveni umnazanjem genomske DNA s pocetnicama za varijante gena BPM2 i
BPM3 prikazani su na Slici 10. Svi parovi pocetnica omoguéili su umnazanje produkata
odgovarajucih duljina (Tablica 3) osim pocetnica FW BPM3.1234 i REV3.2. Produkti umnozeni
u gDNA s pojedinim parovima pocetnica iznosili su redom: 1581 pb (FW BPM2.12345 i REV
2.3), 2079 pb (FW BPM2.12345 i REV BPM2.5), 2727 pb (FW BPM2.12345 i REV BPM2.13),
1355 pb (FW BPM2.12345 i REV BPM2.2), 1457 pb (FWm BPM2.1345 i REV BPM2.134) te
2316 pb (FW BPM3.1234 i REV BPM3.4), 825 pb (FW BPM3.34 i REV BPM3.13) i 1406 pb
(FWm BPM3.1234 i REV BPM3.13). Rezultati ovog eksperimenta upuéuju na to da se dizajnirani

parovi pocetnica mogu koristiti dalje u analizi ekspresije navedenih gena.

a) b)
BPM?2 BPM3
Jazica Set poéetnica
1 FW BPM2.12345 + REV BPM2.3
2 FW BPM?2.12345 + REV BPM2.5
3 FW BPM2.12345 + REV BPM2.13
4 FW BPM?2.12345 + REV BPM2.2
5 FWm BPM?2.1345 + REV BPM2.134

(=)

FW BPM3.1234 + REV BPM3.2

7 FW BPM3.1234 + REV BPM3.4
8 FW BPM3.34 + REV BPM3.13
9 FWm BPM3.1234 + REV BPM3.13

Slika 10. Umnazanje gena BPM2 i BPM3 na kalupu genomske DNA metodom PCR. a) Parovi pocetnica
koristeni u reakcijama PCR. Set pocetnica 1-5 namijenjen je umnazanju varijanti gena BPM2, a set 6-9
umnazanju varijanti gena BPM3. b) Detekcija fragmenata dobivenih u reakcijama PCR na 1% agaroznom
gelu. Veli¢ine fragmenata umnozenih na kalupu gDNA iznose redom: (1) 1581 pb, (2) 2079 pb, (3) 2727
pb, (4) 1355 pb, (5) 1457 pb, (7) 2316 pb, (8) 825 pb i (9) 1406 pb. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder.
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3.4 Analiza ekspresije varijanti gena BPM1-3 upotrebom lancane

reakcije polimerazom (PCR)

U svrhu proucavanja u¢inka temperature na ekspresiju postojecih, ali i potencijalnih novih
varijanti gena BPM1-3 u klijancima uro¢njaka koji su bili izloZeni temperaturnom stresu,
pripremljeno je nekoliko reakcija PCR u kojima je kao kalup koristena molekula cDNA koja se
umnazala s pocetnicama specifi¢nim za pojedine varijante gena. Za svaki par pocetnica reakcija
PCR je provedena na pet razli¢itih uzoraka cDNA koji su dobiveni iz klijanaca izlozenih razli¢itim
tretmanima: dva kontrolna (24 °C) i tri uzorka iz klijanaca koji su nakon rasta na 24 °C bili izloZeni
razli¢itim temperaturama u trajanju od 3 h (24 °C, 37 °C 1 4 °C). Uzorak iz klijanaca izloZenih
trosatnom tretmanu na 24 °C posluzio je kao dodatna kontrola (on nije bio izlozen promjeni
temperature, ve¢ je bio 3 h dulje inkubiran na temperaturi od 24 °C u odnosu na kontrolne uzorke).
Osim uzoraka cDNA, u reakcijama PCR koriStene su i pozitivna kontrola (izolirana genomska
DNA) te negativna kontrola (sterilna H20). Sve reakcije umnazanja varijanti gena BPM1-3
provedene su na temperaturi prianjanja od 56 °C, koja se pokazala optimalnom za rad svih parova

pocetnica.

3.4.1 Analiza ekspresije varijanti gena BPM1

U svrhu analize ekspresije triju varijanti gena BPM1 u uzorcima cDNA koriStena su tri
para pocetnica koja su dizajnirana za specificno umnazanje pojedinih ekspresijskih varijanti
(Tablica 3). Tijekom analize ovih rezultata umnozeni produkti ne mogu se usporedivati prema
intenzitetu vrpca, jer masa cDNA nije bila jednaka u svim uzorcima i ne moze se tocno zakljugiti
ovisi li debljina vrpce o pojacanoj ekspresiji neke varijante gena ili o vecoj koncentraciji cDNA u
reakcijskoj smjesi. Sekvence koristenih pocetnica navedene su u Tablici 2. U Tablici 5 se nalaze
uvjeti reakcije 1 protokol koji je koristen za pripremu PCR reakcijskih smjesa, a vrijeme elongacije
za umnazanje svih varijanti gena BPM1 je iznosilo 3 min. Rezultati umnazanja varijanti gena

BPM1 prikazani su u poglavljima koja slijede.
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3.4.1.1 UmnaZanje ekspresijske varijante gena BPM1.1

ZaumnaZzanje ekspresijske varijante BPM1.1 u uzorcima cDNA koriStene su po€etnice FW
BPM1.123 i REV BPML1.1 (Tablica 2). Varijanta gena BPM1.1 uspje$no je umnozena u oba
kontrolna uzorka klijanaca bez temperaturog tretmana te u uzorcima klijanaca koji su bili izlozeni
tretmanima od 24 °C (3 h) 137 °C (3 h), $to je potvrdeno umnazanjem fragmenta od 1810 pb (Slika
11). U uzorku Klijanaca tretiranih 3 h na 4 °C nije vidljivo umnazanje varijante gena BPM1.1, s§to
navodi na zakljucak da se radi o ekspresijskoj varijanti koja se ne sintetizira u uvjetima sniZzene
temperature. U svim uzorcima cDNA (oba kontrolna uzorka i uzorci klijanaca izlozenih
tretmanima od 24 °C (3 h), 37 °C (3 h) i 4 °C (3 h)) prisutan je fragment od ~ 250 pb. Ovaj fragment
umnozen je i na kalupu genomske DNA, $to znaci da tu vjerojatno nije rije¢ 0 umnazanju nove

varijante gena BPM1, ve¢ o nespecifiénom umnazanju s ovim parom pocetnica.

BPMI.1
0 3h
NN CR G R
pb AX Ax A A X A

2665 pb
BPMI.1
(1810 pb)

~250pb

Slika 11. Umnazanje ekspresijske varijante gena BPM1.1 na kalupu cDNA iz klijanaca izlozenih razli¢itim
temperaturama. Fragment ozna¢en crvenom bojom (1810 pb) odgovara o¢ekivanoj varijanti gena BPM1.1.
Fragment ozna¢en crnom bojom (2665 pb) predstavlja produkt umnozen na kalupu genomske DNA, dok
je drugi fragment oznac¢en crnom bojom (~ 250 pb) nepoznatog identiteta. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder,
24 °C, 37 °C i 4 °C - temperaturni tretman klijanaca, P - pozitivna kontrola (gDNA), NK — negativha
kontrola (sterilna H20), 0, 3 h - duljina tretmana.
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3.4.1.2 Umnazanje ekspresijskih varijanti gena BPM1.2 i BPM1.3

Za umnazanje ekspresijske varijante BPM1.2 u uzorcima cDNA koristene su pocetnice FW
BPM1.2 i REV BPM1.123, a za umnazanje varijante gena BPM1.3 pocetnice FW BPM1.123 i
REV BPML1.3 (Tablica 2). Varijanta gena BPM1.2 uspjesno je umnoZzena u oba kontrolna uzorka
klijanaca bez temperaturnog tretmana te u uzorcima klijanaca izlozenih temperaturama od 24 °C i
4 °C u trajanju od 3 h, §to je potvrdeno prisustvom fragmenta od 1700 pb (Slika 12). Varijanta
gena BPM1.2 nije umnozena u uzorku klijanaca tretiranih 3 h na 37 °C, §to navodi na zakljucak
da je rije¢ o ekspresijskoj varijanti koja se ne eksprimira u uvjetima poviSene temperature. U
uzorku Kklijanaca izlozenih temperaturi od 4 °C i u prvom kontrolnom uzorku vidljiva je i prisutnost
genomske DNA u uzorcima cDNA, koja je zaostala nakon izolacije RNA i reverzne transkripcije.
Koristeni set po¢etnica omogucéio je i umnazanje neocekivanih fragmenata duljine ~ 850 pb, ~ 650
pb, ~ 550 pb i ~ 370 pb u drugom kontrolnom uzorku te fragmenata duljine ~1200 pb, ~ 900 pb i

~ 400 pb u uzorku koji je bio izloZen trosatnom tretmanu na 24 °C.

BPM1.2 BPMI1.3

245050, ~2300pb

BPMI1.2 — 5, B : ;31%??10 gb

(1700 pb) 410
(1741 pb)

Slika 12. Umnazanje ekspresijskih varijanti gena BPM1.2 i BPM1.3 na kalupu cDNA iz klijanaca izlozenih
razli¢itim temperaturama. Fragmenti oznaceni crvenom bojom odgovaraju o¢ekivanim varijantama gena
BPM1.2 (1700 pb) i BPM1.3 (1741 pb). Fragment veli¢ine 2450 pb za BPM1.2 ozna¢en crnom bojom
predstavlja produkt umnozen na kalupu genomske DNA, dok ostali fragmenti (~ 2000, ~ 2300 pb) oznaceni
crnom bojom predstavljaju fragmente nepoznatog identiteta. Duljine neoznacenih fragmenata nepoznatog
identiteta: uzorak 24 °C (0 h) = ~ 850, ~ 650, ~ 550, ~ 370 pb, uzorak 24 °C (3 h) = ~ 1200, ~ 900, ~ 400
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pb. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder, 24 °C, 37 °C i 4 °C - temperaturni tretman klijanaca, P - pozitivha
kontrola (gDNA), NK — negativna kontrola (sterilna H20), 0, 3 h - duljina tretmana.

Varijanta gena BPM1.3 uspjes$no je umnoZena U uzorcima cDNA iz klijanaca izlozenih
trosatnim tretmanima na 37 °C i 24 °C, sto je vidljivo po prisustvu fragmenta od 1741 pb (Slika
12). Umnazanje ekspresijske varijante u uzorku klijanaca izlozenih tretmanu od 24 °C te
nedostatak umnazanja u kontrolnim uzorcima klijanaca (koji su 3 h krace inkubirani na 24 °C)
ukazuje na ¢injenicu da ekspresija varijante gena BPM1.3 ovisi 0 dnevnom ritmu biljke. U uzorku
klijanaca tretiranih 3 h na 4 °C nije vidljivo umnazanje te varijante, §to upuéuje na zakljucak da
varijanta gena BPM1.3 nije eksprimirana u uvjetima snizene temperature. U drugom kontrolnom
uzorku vidljivo je umnazanje neo¢ekivanog fragmenta od ~ 2000 pb. Taj fragment bi, s obzirom
na duljinu, mogao biti varijanta gena BPM1.2 s 3' UTR regijom varijante BPM1.3, koja je u
procesu alternativnog prekrajanja zadrZala intron prisutan u 3' UTR regiji varijante gena BPM1.3.
Dodatna naznaka da gen BPM1 posjeduje dulju ekspresijsku varijantu koja joS nije otkrivena je
umnazanje fragmenta duljine ~ 2300 pb u uzorku cDNA klijanaca izlozenih temperaturi od 37 °C.
Kako bi se moglo potvrditi da je rije¢ o novim varijantama gena, a ne o nespecificnom umnazanju,

biti ¢e potrebno klonirati i sekvencirati neocekivane fragmente.

3.4.2 Analiza ekspresije varijanti gena BPM2

Gen BPM2 ima pet ekspresijskih varijanti, pa je njihovo umnazanje u uzorcima cDNA
provedeno koriStenjem pet razli¢itih parova pocetnica. Sekvence koriStenih po€etnica navedene su
u Tablici 2. Kao $to sam ocekivala (poglavlje 3.2.1), varijante gena BPM2.1 i BPM2.4 ne mogu
se specifi¢no umnoziti, ve¢ se njithovo prisustvo na odredenoj temperaturi detektiralo pomocu
pocetnica koje su umnazale viSe varijanti istog gena, stvaraju¢i pritom produkte razlicitih duljina
(Tablica 3) koji su se lako mogli razluéiti na gelu s ve¢im postotkom agaroze. PCR reakcijske
smjese pripremljene su po protokolu navedenom u Tablici 5, a odabrano je vrijeme elongacije od
2 min za umnazanje varijanti gena BPM2.3 i BPM2.5 te 3 min za umnazanje ostalih varijanti gena

BPM2. Analiza umnazanja varijanti gena BPM2 opisana je u idu¢im poglavljima.
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3.4.2.1 UmnazZanje ekspresijskih varijanti gena BPM2.1 i BPM2.2

Za analizu ekspresije varijante gena BPM2.1 u uzorcima cDNA koriStene su pocetnice FW
BPM2.12345 i REV BPM2.13 (Tablica 2). Ovaj par pocetnica ne umnaza tu ekspresijsku varijantu
specificno, ve¢ omogucuje i umnazanje varijante gena BPM2.3, stvaraju¢i pritom produkte
razli¢itih duljina. U ovom slucaju postoji velika vjerojatnost da ¢e se manji fragment umnazati s
ve¢om efikasnosti i prevladavati u konaénom PCR produktu. Za umnazanje varijante gena BPM2.2
koriStene su pocetnice FW BPM2.12345 i REV BPM2.2 (Tablica 2) koje umnazaju produkt od
1086 pb na kalupu cDNA, a potencijalno ne umnazaju genomsku DNA. Razlog tomu je sto
nizvodna pocetnica pokazuje homologiju od 18 (od 24) pb na svom 3' kraju s gDNA, jer se veze
na granici egzon — intron. Analiza ovih umnaZanja provedena je na 1,5% agaroznom gelu radi

boljeg razdvajanja fragmenata umnozenih istim setom pocetnica.

Varijanta gena BPM2.1 umnozena je sa slicnim intenzitetom u oba kontrolna uzorka te u
uzorku klijanaca izloZenih trosatnom tretmanu na 24 °C, na $to ukazuje prisustvo fragmenta od
1949 pb (Slika 13). Vazno je napomenuti da se varijanta gena BPM2.1 nije eksprimirala na
povisenoj temperaturi, a ni na snizenoj temperaturi od 4 °C, $to navodi na zakljuc¢ak da se ta
ekspresijska varijanta ne sintetizira u stresnim uvjetima koji su koristeni u ovom eksperimentu. S
druge strane, nedostatak fragmenta od 2280 pb upucuje na ¢injenicu da varijanta gena BPM2.3
nije umnozena u niti jednom uzorku cDNA, §to je vjerojatno posljedica preferencijalnog
umnazanja kra¢ih fragmenata u metodi PCR, a ne nedostatka te varijante u svim testnim uvjetima.
U svim uzorcima cDNA, osim u uzorku klijanaca tretiranih 3 h na 4 °C, vidljiva je prisutnost
genomske DNA koja je zaostala nakon izolacije RNA i reverzne transkripcije. U drugom
kontrolnom uzorku vidljivo je i umnazanje fragmenta duljine ~ 1350 pb, dok su u uzorku klijanaca
tretiranih 3 h na 24 °C vidljivi fragmenti od ~ 1250 pb, ~ 1100 pb i ~ 780 pb, koji su takoder
umnozeni S koriStenim pocetnicama. Budu¢i da se radi o fragmentima nepoznatog identiteta, koje
prema ekspresijskim podacima za gen BPM2 nisam ocekivala, bilo bi pozeljno utvrditi da li su oni

nove ekspresijske varijante ili posljedica neocekivanog/nespecificnog vezanja pocetnica.

Varijanta gena BPM2.2 nije umnozena u nijednom uzorku cDNA, S$to je vidljivo po
nedostatku fragmenta od 1086 pb na Slici 13 i upuéuje na zakljucak da se radi o ekspresijskoj
varijanti koja se ne sintetizira u uvjetima kojima su klijanci izlozeni u ovom eksperimentu.

UmnaZzanje fragmenta duljine 1355 pb upucuje na prisustvo genomske DNA u uzorcima cDNA
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kod klijanaca izloZenih trosatnim tretmanima na 24 °C, 37 °C i 4 °C, dok u kontrolnim uzorcima
genomska DNA nije prisutna i koriSteni set pocetnica ne umnaza nikakav fragment. U uzorcima
klijanaca tretiranih 3 h na 24 °C i 37 °C vidljivo je i umnazanje fragmenta duljine ~ 1250 pb, s
time da je manji intenzitet vrpce vidljiv kod klijanaca izlozenih vecoj temperaturi, dok isti taj
fragment nedostaje kod klijanaca izloZenih temperaturi od 4 °C. S obzirom da fragment nije
umnozen na kalupu genomske DNA, potrebno ga je klonirati i sekvencirati kako bi se moglo
zakljuciti je li rijec o novoj varijanti gena BPM2. Uz pomo¢ koristenog seta pocetnica umnoZzen je
i fragment veli¢ine 900 pb koji najvjerojatnije nije nova ekspresijska varijanta gena BPM2, jer se

isti fragment umnozio 1 na kalupu gDNA (koja sadrzi introne).

BPM?2.1+ BPM?2.3 BPM2.2
0 3h 0 3h

OCJ oC) oCJ oC/ oc-/
pb W AX X A

SR T

2727pb
BPM2.] —»

! i S 1355 pb
(1949 pb) T 5500
. <+«——~900pb

Slika 13. Umnazanje ekspresijskih varijanti gena BPM2.1 i BPM2.2 na kalupu cDNA iz klijanaca izloZenih
razli¢itim temperaturama. Fragment ozna¢en crvenom bojom (1949 pb) odgovara oéekivanoj varijanti gena
BPM2.1. Fragmenti veli¢ine 2727 pb za BPM2.1 i veli¢ine 1355 pb za BPM2.2 oznaceni crnom bojom
predstavljaju produkte umnozene na kalupu genomske DNA, dok ostali fragmenti (~ 900, ~ 1250 pb)
oznaceni crnom bojom predstavljaju fragmente nepoznatog identiteta. Duljine neoznacenih fragmenata
nepoznatog identiteta: uzorak 24 °C (0 h) = ~ 1350 pb, uzorak 24 °C (3 h) = ~ 1250, ~ 1100, ~ 780 pb. pb
- GeneRuler 1 kb DNA ladder, 24 °C, 37 °C i 4 °C - temperaturni tretman klijanaca, P - pozitivna kontrola
(gDNA), NK — negativna kontrola (sterilna H20), 0, 3 h - duljina tretmana.
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3.4.2.2 Umnazanje ekspresijskih varijanti gena BPM2.3 i BPM2.5

Za analizu ekspresije varijante gena BPM2.3 u uzorcima cDNA koriStene su pocetnice FW
BPM2.12345 i REV BPM2.3, dok su za analizu ekspresije varijante gena BPM2.5 koristene
pocetnice FW BPM2.12345 i REV BPM2.5 (Tablica 2). Varijanta gena BPM2.3 uspjesno je
umnozena u oba kontrolna uzorka klijanaca bez temperaturnog tretmana te u uzorcima klijanaca
izlozenih tretmanima od 24 °C (3 h) i 37 °C (3 h), sto je vidljivo po prisustvu fragmenta od 1231
pb (Slika 14). U uzorku klijanaca tretiranih 3 h na 4 °C nije doslo do umnazanja varijanti gena
BPM2.3 i BPM2.5, $to navodi na zakljucak da te ekspresijske varijante nisu prisutne u uvjetima
snizene temperature. Uzorak klijanaca izlozenih trosatnom tretmanu na 37 °C pokazuje najmanji
intenzitet umnazanja produkta od 1231 pb, Sto ukazuje na smanjenu ekspresiju varijante gena
BPM2.3 kod poviSene temperature. U svim uzorcima cDNA u kojima je doSlo do uspjeSnog
umnazanja varijante gena BPM2.3 vidljiva je i prisutnost genomske DNA Koja je zaostala nakon
izolacije RNA i reverzne transkripcije. U istim uzorcima vidljivo je i umnazanje neocekivanih
fragmenata, s time da je fragment duljine ~ 580 pb umnozen i na kalupu genomske DNA, dok
fragment od 1420 pb nije vidljiv u gDNA te je prisutan u manjoj koli¢ini u uzorku klijanaca
izloZenih poviSenoj temperaturi od 37 °C, a nedostaje u uzorku klijanaca izlozenih temperaturi od
4 °C. Budu¢i da je fragment od 1420 pb neocekivani, u daljnjim eksperimentima ¢u klonirati taj

fragment kako bih sekvenciranjem utvrdila radi li se 0 novoj varijanti gena BPM2 (poglavlje 3.5).

Ekspresijska varijanta BPM2.5 uspjesno je umnozena samo u uzorcima CDNA iz klijanaca
izloZenih trosatnom tretmanu na 24 °C i 37 °C, §to je vidljivo po prisustvu produkta duljine 1398
pb, s time da je manji intenzitet vrpce vidljiv kod klijanaca koji su bili izloZzeni viSoj temperaturi
(Slika 14), ukazuju¢i na smanjenje ekspresije te varijante pri 37 °C. Oba ta uzorka pokazuju i
prisutnost genomske DNA u uzorku cDNA, na §to upucuje prisustvo fragmenta od 2079 pb.
Pocetnice za analizu ekspresije varijante gena BPM2.5 omogucile su i umnaZanje neoc¢ekivanog
fragmenta duljine ~ 1900 pb u uzorku klijanaca izlozenih tretmanu od 24 °C (3 h) i, s puno manjim

intenzitetom kod klijanaca izlozenih tretmanu od 37 °C (3 h).
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Slika 14. Umnazanje ekspresijskih varijanti gena BPM2.3 i BPM2.5 na kalupu cDNA iz klijanaca izlozenih
razli¢itim temperaturama. Fragmenti oznaéeni crvenom bojom odgovaraju oc¢ekivanim varijantama gena
BPM2.3 (1231 pb) i BPM2.5 (1398 pb). Fragmenti velic¢ine 1581 pb za BPM2.3 i veli¢ine 2079 pb za
BPM2.5 oznaéeni crnom bojom predstavljaju produkte umnozene na kalupu genomske DNA, dok ostali
fragmenti (1420, ~ 580, ~ 1900 pb) oznaceni crnom bojom predstavljaju fragmente nepoznatog identiteta.
pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder, 24 °C, 37 °C i 4 °C - temperaturni tretman klijanaca, P - pozitivna
kontrola (gDNA), NK — negativna kontrola (sterilna H,O), 0, 3 h - duljina tretmana.

3.4.2.3 Umnazanje ekspresijske varijante gena BPM2.4

Za analizu ekspresije varijante gena BPM2.4 u uzorcima cDNA koriStene su pocetnice
FWm BPM2.1345 i REV BPM2.134 (Tablica 2). Osim varijante gena BPM2.4, ovaj par poCetnica
umnaza i ekspresijske varijante BPM2.1 i BPM2.3, te pritom stvara produkte razli¢itih duljina.
UmnaZzanje varijanti gena BPM2.1 i BPM2.4 u uzorcima klijanaca izlozenih tretmanima od 24 °C
(3 h),37°C (3h)i4°C(3h)potvrdeno je prisustvom fragmenata duljine 840 pb i 923 pb (Slika
15). Uzorak klijanaca izloZenih trosatnom tretmanu na 4 °C pokazuje najveéi intenzitet umnazanja
oba fragmenta, Sto ukazuje na vaznost ekspresijskih varijanti gena BPM2.1 i BPM2.4 tijekom
izlaganja klijanaca hladnom tretmanu. Ovi rezultati nisu u skladu s rezultatima prikazanim na Slici
13, koji ukazuju na nedostatak umnazanja varijante gena BPM2.1 u uvjetima poviSene i sniZzene
temperature kada su koriStene pocetnice koje ju umnazaju cijelom duljinom, pa je moguce da se
tu (Slika 15) umnozio fragment nove BPM2 varijante koja ima homologiju s BPM2.1, ali je kraca

od nje. S druge strane, varijanta gena BPM2.3 nije detektirana u nijednom uzorku cDNA, sto je
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potvrdeno nedostatkom fragmenta od 1171 pb. Umnazanje fragmenta od 1457 pb u uzorcima
klijanaca izlozenih trosatnim tretmanima na 24 °C i 37 °C upucuje na prisutnost genomske DNA
koja je zaostala u uzorcima cDNA nakon reverzne transkripcije. Pocetnice namijenjene analizi
ekspresije varijante gena BPM2.4 omogucile su i umnazanje neoc¢ekivanih fragmenata duljine ~

600 pb, ~ 480 pb i ~ 250 pb u uzorku klijanaca izlozenih trosatnom tretmanu na 37 °C.

BPM?2.1+ BPM?2.3+ BPM2.4
0 3h

L L L L N
pb q’bt q’b‘ ,-»b‘ ,;\ ™

Q\Sk'

1457 pb

— BPM?2.4(923 pb)
BPM?2.1(840 pb)

Slika 15. UmnaZzanje ekspresijskih varijanti gena BPM2.4 i BPM 2.1 na kalupu cDNA iz klijanaca izloZenih
razli¢itim temperaturama. Fragmenti oznaceni crvenom bojom odgovaraju o¢ekivanim varijantama gena
BPM2.1 (840 pb) i BPM2.4 (923 pb). Fragment oznacen crnom bojom (1457 pb) predstavlja produkt
umnozen na kalupu genomske DNA. Duljine neoznacenih fragmenata nepoznatog identiteta: uzorak 37 °C
(3 h)=~600, ~ 480, ~ 250 pb. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder, 24 °C, 37 °C i 4 °C - temperaturni tretman

klijanaca, P - pozitivna kontrola (JDNA), NK — negativna kontrola (sterilna H20), 0, 3 h - duljina tretmana.
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3.4.3 Analiza ekspresije varijanti gena BPM3

Analiza ekspresije Cetiriju varijanti gena BPM3 provedena je koriStenjem Cetiri para
pocetnica dizajniranih za njihovo umnazanje. Kao Sto je ve¢ spomenuto (poglavlje 3.2.1),
pocetnice dizajnirane za umnazanje varijante gena BPM3.1 ne djeluju specificno, ve¢ umnazaju i
varijantu BPM3.3, a nastali produkti mogu se razlikovati po veli¢ini (Tablica 3). Sekvence tih
pocetnica navedene su u Tablici 2. Uzorci cDNA koji su koriSteni u ovim eksperimentima nisu
imali jednake mase, Sto znaci da se tijekom ovih analiza umnoZzeni produkti ne mogu usporedivati
po intenzitetu vrpca. Reakcije PCR provedene su koristeci uvjete i slijedeéi protokol za pripremu
reakcijske smjese naveden u Tablici 5, dok je odabrano vrijeme elongacije iznosilo 3 min za
umnazanje varijante gena BPM3.4 i 2 min za umnaZanje ostalih varijanti gena BPM3. Analiza

ekspresije gena BPM3 opisana je u idu¢im poglavljima.

3.4.3.1 Umnazanje ekspresijskih varijanti gena BPM3.1 i BPM3.3

Za umnazanje varijante gena BPM3.1 u uzorcima cDNA koriStene su pocetnice FWm
BPM3.1234 i REV BPM3.13 (Tablica 2). lzuzev varijante gena BPM3.1, ovaj par pocetnica
umnaza i varijantu gena BPM3.3, te pritom stvara produkte koji se razlikuju u duljini za 49 pb. S
ciljem boljeg razlu¢ivanja ocekivanih fragmenata u ovom eksperimentu, koristena je elektroforeza
na 2% agaroznom gelu pri niZoj voltazi (50 V). Usprkos tome, na gelu prikazanom na Slici 16 i
dalje je vidljiva prisutnost razmaza izmedu dvaju fragmenata umnozenih na kalupu cDNA, kao i
pojava dvostrukih vrpci u molekularnom biljegu, $to oboje ukazuje na manjak razluéivosti. U
prvom kontrolnom uzorku klijanaca bez tretmana te u uzorcima klijanaca izlozenih tretmanima od
24 °C (3 h) i 37 °C (3 h), vidljivo je umnazanje fragmenta od 433 pb koji odgovara varijanti gena
BPM3.1 te fragmenta od 482 pb koji odgovara varijanti gena BPM3.3 (Slika 16). Varijante gena
BPM3.1 i BPM3.3 nisu detektirane u uzorku klijanaca izlozenih trosatnom tretmanu na 4 °C, sto
navodi na zakljucak da je rije¢ o ekspresijskim varijantama koje se ne sintetiziraju u uvjetima
snizene temperature. S druge strane, nedostatak varijanti u drugom kontrolnom uzorku vjerojatno
je posljedica pogreske tijekom izvedbe eksperimenta, jer je u prvom kontrolnom uzorku vidljivo

njihovo uspjesno umnazanje.
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Slika 16. Umnazanje ekspresijskih varijanti gena BPM3.1 i BPM3.3 na kalupu cDNA iz klijanaca izlozenih
razli¢itim temperaturama i detekcija na 2% agaroznom gelu. Fragmenti oznadeni crvenom bojom
odgovaraju oc¢ekivanim varijantama gena BPM3.1 (433 pb) i BPM3.3 (482 pb). Fragment oznacen crnom
bojom (1406 pb) predstavlja produkt umnozen na kalupu genomske DNA. Oznake sa strane odgovaraju
veli¢inama fragmenata DNA u koris§tenom molekularnom biljegu. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder, 24 °C,
37 °C i 4 °C - temperaturni tretman klijanaca, P - pozitivna kontrola (JDNA), NK — negativna kontrola
(sterilna H20), 0, 3 h - duljina tretmana.

Za analizu ekspresije varijante gena BPM3.3 u uzorcima cDNA kori$tene su pocetnice FW
BPM3.34 1 REV BPM3.13 (Tablica 2) koje omogu¢uju umnazanje produkta duljine 460 pb prema
kalupu cDNA. S ciljem boljeg razlu¢ivanja fragmenata na 2% agaroznom gelu u ovom
eksperimentu, elektroforeza je pripremljena u 0,5 x TBE puferu, $to je smanjilo pojavu dvostrukih
vrpci, ali ne i razmaza fragmenata na gelu (Slika 17). Uzevsi u obzir lose razdvajanje fragmenata
DNA u molekularnom biljegu, svejedno se moze o€itati prisutnost varijante gena BPM3.3 u oba
kontrolna uzorka klijanaca bez temperaturnog tretmana te u uzorcima klijanaca izloZenih
tretmanima od 24 °C (3 h) i 37 °C (3 h), $to je potvrdeno umnazanjem fragmenta duljine 460 pb
(Slika 17). Vazno je istaknuti da varijanta gena BPM3.3 nije umnozena u uzorku klijanaca
tretiranih 3 h na 4 °C, §to upucuje na odsutnost te ekspresijske varijante u uvjetima snizene

temperature i potvrduje rezultate dobivene s pocetnicama za analizu ekspresije varijanti gena
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BPM3.3 i BPM3.1 (Slika 16). U svim uzorcima ¢cDNA u kojima je doSlo do uspje$nog umnazanja
varijante gena BPM3.3 vidljiva je prisutnost genomske DNA koja je zaostala nakon izolacije RNA

I reverzne transkripcije.

BPM3.3
0 3h
L L L L K
pb A A* A D R

1500 =—
1000 —
250 — 825pb
500 — BPM3.3
«—— (460 pb)
250 —

Slika 17. Umnazanje ekspresijske varijante gena BPM3.3 na kalupu cDNA iz klijanaca izloZenih razli¢itim
temperaturama i detekcija na 2% agaroznom gelu u 0,5 x TBE puferu. Fragment oznac¢en crvenom bojom
(460 pb) odgovara oc¢ekivanoj varijanti gena BPM3.3. Fragment oznacen crnom bojom (825 pb) predstavlja
produkt umnoZen na kalupu genomske DNA. Oznake sa strane odgovaraju veli¢inama fragmenata DNA u
koristenom molekularnom biljegu. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder, 24 °C, 37 °C i 4 °C - temperaturni
tretman klijanaca, P - pozitivna kontrola (gJDNA), NK — negativna kontrola (sterilna H.0), 0, 3 h - duljina

tretmana.

3.4.3.2 Umnazanje ekspresijskih varijanti gena BPM3.2 i BPM3.4

Za analizu ekspresije varijante gena BPM3.2 u uzorcima cDNA kori$tene su pocetnice FW
BPM3.1234 i REV BPM3.2, dok su za analizu ekspresije varijante BPM3.4 koristene pocetnice
FW BPM3.1234 i REV BPM3.4 (Tablica 2). Varijanta gena BPM3.2 uspje$no je umnoZena u
svim uzorcima: oba kontrolna uzorka te uzorcima klijanaca izlozenih trosatnim tretmanima na 24
°C, 37 °C i 4 °C (Slika 18a), sto je vidljivo po prisustvu fragmenta od 1139 pb i ukazuje na

zakljucak da je rije¢ o ekspresijskoj varijanti ¢ija ekspresija nije temperaturno uvjetovana. U svim
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uzorcima, osim u uzorku klijanaca izloZenih trosatnom tretmanu na 4 °C, vidljivo je umnaZanje
fragmenta od 1710 pb koji upucuje na prisutnost genomske DNA u uzorcima cDNA. Set poéetnica
namijenjen umnazanju varijante gena BPM3.2 omogucio je i umnazanje neoc¢ekivanog fragmenta

duljine ~ 450 pb u oba kontrolna uzorka klijanaca koja nisu bila izloZzena temperaturnom tretmanu.

S obzirom na ¢injenicu da prvotno umnazanje varijante gena BPM3.4 s odgovaraju¢im
pocetnicama nije bilo uspjesno, reakcijska smjesa za PCR pripremljena je s volumenom kalupa
cDNA od 4 ul kako bi se omogucila bolja vizualizacija te ekspresijske varijante u svim uzorcima
cDNA. Varijanta gena BPM3.4 uspjesno je umnozena u oba kontrolna uzorka klijanaca bez
tretmana i u uzorku klijanaca izlozenih trosatnom tretmanu na 37 °C, $to je potvrdeno prisustvom
fragmenta duljine 1186 pb (Slika 18b). U uzorku Klijanaca izloZenih 3 h temperaturi od 4 °C nije
vidljivo umnazanje varijante gena BPM3.4, iz ega se moze zakljuciti da ta varijanta nije prisutna
u uvjetima snizene temperature. Nedostatak umnazanja varijante gena BPM3.4 vidljiv je i u uzorku
klijanaca izlozenih 3 h temperaturi od 24 °C, $to bi moglo znaciti da ekspresija te varijante ovisi o
dnevnom ritmu biljke, jer je u kontrolnim uzorcima koji su bili 3 h kra¢e inkubirani na 24 °C doslo
do umnazanja varijante BPM3.4. Isto tako, ovaj rezultat je mozda posljedica smanjene koli¢ine
kalupa u uzorcima cDNA (u prilog tome ide i nedostatak umnazanja na kalupu genomske DNA u
pozitivnoj kontroli). Stoga, ¢ak i nakon upotrebe veceg volumena kalupa, ekspresiju varijante gena

BPM3.4 je teSko detektirati s dizajniranim setom pocetnica.

a) b)

1710 pb

3,
BPM Rare
(1139 pb)

~ 450 pb
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Slika 18. Umnazanje ekspresijskih varijanti gena (a) BPM3.2 i (b) BPM3.4 na kalupu cDNA iz klijanaca
izlozenih razli¢itim temperaturama. Fragmenti oznaceni crvenom bojom odgovaraju ocekivanim
varijantama gena BPM3.2 (1139 pb) i BPM3.4 (1186 pb). Fragment veli¢ine 1710 pb za BPM3.2 oznacen
crnom bojom predstavlja produkt umnozen na kalupu genomske DNA, dok je drugi fragment oznacen
crnom bojom (~ 450 pb) nepoznatog identiteta. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder, 24 °C, 37 °C i 4 °C -
temperaturni tretman Kklijanaca, P - pozitivna kontrola (JDNA), NK — negativna kontrola (sterilna H,0), 0,

3 h - duljina tretmana.

3.5 Kloniranje i identifikacija nove varijante gena BPM2

S obzirom na ¢injenicu da je tijekom analize ekspresije varijanti gena BPM1-3 doslo do
umnazanja neo¢ekivanih produkata, dio njih je ugraden u vektor i sekvenciran s ciljem pronalaska
novih varijanti gena BPM1-3. Produkti koji su se klonirali odabrani su jer su pokazali visoku stopu
umnazanja na razli¢itim temperaturama, dali su se lako izrezati iz gela, imali su optimalnu duljinu
za kloniranje te nisu bili umnozeni na kalupu genomske DNA. Provedeno je kloniranje nekoliko
fragmenata, medutim, samo produkt duljine 1420 pb umnoZen pocetnicama za analizu ekspresije
varijante gena BPM2.3 (Slika 14) je uspjesno ugraden u ciljani vektor te mu je odreden primarni
slijed nukleotida. Relativno jaka ekspresija ovog produkta vidljiva na temperaturama od 24 °C i
37 °C ¢inila ga je glavnim kandidatom koji bi mogao potvrditi postojanje nove varijante gena
BPM2. Produkt duljine oko 1250 pb umnoZen pocetnicama za analizu ekspresije varijante gena
BPM2.2 (Slika 13) i produkt duljine oko 2000 pb umnozen pocetnicama za analizu ekspresije
varijante gena BPM1.3 (Slika 12) nisu se mogli uspjesno klonirati, ¢ak ni nakon ponovnog

pokusaja njihovog umnazanja 1 modifikacije postavki ligacijske reakcije.

3.5.1 Izrada plazmidnog konstrukta

U svrhu dobivanja §to veCeg volumena Zeljenog fragmenta (1420 pb) za kloniranje,
produkti reakcije PCR provedene s pocetnicama za umnaZzanje varijante gena BPM2.3 (FW
BPM2.12345 i REV BPM2.3) detektirani su elektroforezom na 1,5% agaroznom gelu (nije
prikazano). Samo PCR uzorci u kojima se u prvotnoj analizi fragment umnozio s jakim
intenzitetom naneseni su na gel, a to ukljucuje oba kontrolna uzorka te uzorak klijanaca izlozenih

trosatnom tretmanu na 24 °C. Zeljeni fragment sam pro¢istila iz agaroznog gela. Koncentracija

52



procis¢enog fragmenta iznosila je 63,5 ng/ul. PCR fragment procis¢en iz gela ugraden je u
komercijalni plazmid pGEM®-T Easy pomo¢u tehnike TA kloniranja. Cirkularizirani plazmidi
transformirani su u bakterijski soj E. coli XL-10 Gold uz selekciju na plo¢ama s dodatkom Amp,
IPTG-a i X-gala. Odabrane bijele kolonije su uzgojene u prekonoénoj kulturi, a uspjesnost
transformacije plazmidnom DNA provjerena je metodom PCR na bakterijskim kulturama s
pocetnicama FW BPM2.12345 i REV BPM2.3 (poglavlje 2.2.6). UmnoZeni produkt duljine 1420
pb upucuje na uspjesnu ugradnju Zeljenog fragmenta u plazmid pGEM®-T Easy (Slika 19).

E. ColiXL-10 Gold
pGEM®-T Easy - BPM2(1420)

=
——
S —
o——
—
o
ey
R J

Slika 19. Fragment duljine 1420 pb umnoZzen iz prekono¢nih bakterijskih suspenzija (1, 2) E. coli XL-10
Gold transformiranih s plazmidom pGEM®-T Easy - BPM2(1420). pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder.

Prekono¢ne bakterijske kulture iskoriStene su za izolaciju plazmidne DNA, a izolirani
plazmidi podvrgnuti su jednostrukoj restrikciji s enzimom EcoRI kako bi se oslobodio fragment
ugraden u mjesto MCS. Detekcija fragmenata duljine ~ 480 pb i ~ 940 pb je u skladu s o¢ekivanim
(Slika 20), jer genomska DNA gena BPM2 sadrzi restrikcijsko mjesto EcoRI na polozaju 477/481
(NEBcutter V2.0, http://nc2.neb.com/NEBcutter2/). Fragment od 3015 pb odgovara duljini
koristenog plazmida pGEM®-T Easy. Restrikcijska analiza potvrdila je uspje$nost ugradnje
produkta od 1420 pb u vektor pGEM®-T Easy, §to je dodatno potvrdeno i sekvenciranjem
(Macrogen Europa, Amsterdam, Nizozemska) s poc¢etnicama M13 fw i M13 rev koje omeduju

mjesto MCS (Slika 5) i umnazaju ugradeni fragment od interesa.
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E. ColiXL-10 Gold
pGEM®-T Easy - BPM2(1420)

pb 1 2

R Be«—— 3015pb

R I I e ——————— ~940pb

«—— ~480pb

Slika 20. Restrikcijska analiza plazmida pGEM®-T Easy - BPM2(1420) s enzimom EcoRI. Fragment od
3015 pb je linearizirani plazmid pGEM®-T Easy, a fragmenti od ~ 940 i ~ 480 pb su dijelovi PCR fragmenta
od 1420 pb pocijepani enzimom EcoRlI. pb - GeneRuler 1 kb DNA ladder, 1,2 —replike izoliranog plazmida.

3.5.2 Analiza rezultata sekvenciranja i otkri¢e varijante gena BPM2

Sekvenciranjem fragmenta gena BPM2 (od 1420 pb) dobivenog umnazanjem s
pocetnicama za analizu ekspresije varijante gena BPM2.3 (FW BPM2.12345 i REV BPM2.3)
dobivena je sekvenca prikazana na Slici 21 i u Prilogu 1V. Sekvenca fragmenta od 1420 pb je
analizirana poravnanjem u programu Clustal Omega s nukleotidnim sekvencama varijante gena
BPM2.3 (cDNA) i genomske DNA gena BPM2 preuzetima iz baze TAIR. Analiza poravnanja
ukazala je na postojanje dodatnog slijeda nukleotida (189 pb) koji nije prisutan u varijanti gena
BPM2.3, ali se nalazi u sekvenci genomske DNA (Prilog 1V). Sekvenca fragmenta od 1420 pb
sadrzi ve¢i dio 5' UTR regije i egzon 1 koji je jednak za sve BPM2 varijante, egzon 2 koji je
produzen s obzirom na sve poznate varijante gena BPM2 te sadrzi intron 2 i egzon 3 varijante gena
BPM2.4 (Slika 22). Sekvenca fragmenta od 1420 pb strukturom najviSe odgovara ekspresijskim
varijantama BPM2.3 i BPM2.4, §to je potvrdeno i poravnanjem sekvenci ovih varijanti gena
(Prilog 1V), a specifi¢an slijed nukleotida (189 pb) koji je karakteristiCan za navedeni fragment
nije detektiran u dosad poznatim varijantama gena BPM2. Dobiveni podaci ukazuju na to da uz
dosad poznatih pet varijanti gena BPM2 postoji i ova, do sada ne opisana varijanta gena BPM2.6
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koja ¢ini se, ne procesira intron 2, ve¢ ga zadrzava i djelomic¢no translatira u protein. Premda se iz
dobivene nukleotidne sekvence moze isCitati kompletna proteinska sekvenca varijante BPM2.6,
potpuna cDNA sekvenca novootkrivene varijante gena BPM2.6 jos nije poznata i potrebno ju je
razotkriti. Poc¢etnice FW BPM2.12345 i REV BPM2.3 pomoc¢u kojih je umnozen proucavani
fragment od 1420 pb dizajnirane su na na¢in da ne umnazaju varijantu gena BPM2.3 cijelom
duljinom (Prilog I1). Upravo zbog toga sekvenca nove varijante gena BPM2.6 nije potpuna i ne
moze se sa sigurno$¢u ustanoviti gdje zavrSava 3' UTR regija, a gdje pocinje 5' UTR regija nove
ekspresijske varijante. Poznati dio nukleotidne sekvence nove varijante gena BPM2.6 (1420 nt)
koji je umnozen s navedenim pocetnicama u klijancima izlozenim temperaturama od 24 °C i 37
°C, prikazan je na Slici 22, ukljucujuéi i specifi¢an slijed od 189 nt koji je karakteristiCan za tu

ekspresijsku varijantu.

Otkric¢e nove varijante gena BPM2.6 u klijancima A. thaliana upucuje na postojanje nove
izoforme proteina BPM2, ¢ija se aminokiselinska sekvenca razlikuje od sekvenci proteina koji
nastaju translacijom mRNA ve¢ poznatih varijanti gena BPM2. Aminokiselinska sekvenca nove
izoforme proteina BPM2 (263 aminokiseline) ukljucuje devet aminokiselina koje nisu prisutne u
izoformi proteina nastaloj translacijom varijante gena BPM2.3 (Slika 21), $to ukazuje na moguce
razlike u strukturi, ali i funkciji, novootkrivene varijante proteina BPM2. Aminokiseline specifi¢ne
za novu proteinsku izoformu BPM2 nastale su translacijom dijela slijeda od 189 nt specifi¢nog za

varijantu gena BPM2.6 i nisu prisutne u ostalim izoformama proteina BPM2.
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Slika 21. Poznati dio nukleotidne sekvence (1420 nt) nove varijante gena BPM2.6 umnoZzen s pocetnicama
za analizu ekspresije varijante gena BPM2.3 u klijancima izlozenim temperaturama od 24 °C i 37 °C i
aminokiselinska sekvenca nove izoforme proteina (263 aminokiseline) koja nastaje translacijom varijante
gena BPM2.6. Aminokiselinska sekvenca odredena je pomocu alata Translate tool na portalu ExXPASy
(https://web.expasy.org/translate/). Zutom bojom su obiljeZena mjesta vezanja potetnica FW BPM2.12345
i REV BPM2.3, ljubi¢astom bojom mijesto inicijacije translacije (ATG), sivom bojom specifi¢an slijed od
189 nt koji ne pokazuje homologiju s ostalim varijantama gena BPM2, a svijetloplavom bojom

aminokiseline specifi¢ne za novi protein BPM2.

+ I N
AT3G06190.1 (BPM2.1)

+ I e T
AT3G06190.3 (BPM2.3)

e e S— _—
AT3G06190.4 (BPM2.4)

L —
AT3G06190.2 (BPM2.2)

T
AT3G06190.5 (BPM2.5)

Slika 22. Usporedba struktura postojeéih varijanti gena BPM2 preuzetih iz baze TAIR i fragmenta od 1420
pb koji predstavlja poznati dio sekvence nove varijante gena BPM2.6. Sekvenca tog dijela varijante BPM2.6
sadrzi ve¢i dio 5' UTR regije i egzon 1 koji je jednak za sve BPM2 varijante, egzon 2 koji je produzen s
obzirom na sve poznate varijante BPM2 te sadrzi intron 2 i egzon 3 varijante gena BPM2.4. Zelena boja
oznacava dijelove sekvence gena BPM2 koji se zadrzavaju u pojedinoj varijanti gena, a crna boja oznacava
dijelove sekvence koji se izrezuju prilikom alternativnog prekrajanja gena. Iscrtkana strelica na 3' kraju
varijante gena BPM2.6 i upitnik oznacavaju da potpuna sekvenca 3' UTR regije te varijante jo$ nije poznata,
a vjerojatno ni sekvenca 5' UTR regije, jer pocetnice FW BPM2.12345 i REV BPM2.3 (crvene strelice) ne

umnazaju varijantu gena BPM2.6 cijelom duljinom.
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4. RASPRAVA

Za analizu slozenosti transkriptoma i odredivanje alternativnih varijanti gena na razini
Citavog genoma potrebno je poznavati alternativne dogadaje u svim tkivima, razvojnim stadijima
i/ili uvjetima kojima je organizam izlozen. U tu svrhu se Koriste visokoprotocne metode
sekvenciranja RNA (eng. RNA-seq) i analize ekspresije pomoc¢u metode eng. ,,cDNA microarray*.
Za analizu novih izoformi transkripata kod malog broja proucavanih gena u odredenim uvjetima
upotrebljava se metoda g-RT-PCR (eng. Quantitative-Real Time-PCR) (Reddy i sur., 2013). Cilj
ovog rada nije bio samo analizirati ekspresiju varijanti gena BPM1-3, ve¢ i istraziti postojanje
novih varijanti gena BPM1-3 na proucavanim temperaturama, pa je za takvu analizu koritena
metoda PCR s gen specificnim pocetnicama. Klijanci biljke A. thaliana stari 12 dana uzorkovani
su prije poCetka eksperimenta te nakon tri sata izloZzenosti temperaturama od 24 °C, 37 °C i 4 °C
pri osvjetljenju od 3000 - 4000 Ix. Neposredno nakon uzorkovanja izolirana je mRNA koja je
nakon reverzne transkripcije posluzila kao kalup u umnazanju. Metoda PCR iskoriStena je za
umnazanje fragmenata gena BPM, a dodatna analiza fragmenata neo¢ekivanih duljina pokazala je

da jedan od fragmenata predstavlja novu ekspresijsku varijantu gena BPM2.

4.1 Ovisnost alternativnog prekrajanja gena BPM1-3 u uro¢njaku o

dnevnom ritmu biljke

S obzirom da su klijanci uzorkovani na pocetku izloZenosti dnevnom svjetlu i tri sata
nakon, tijekom izlaganja biljke normalnoj temperaturi rasta od 24 °C uoc¢ene su razlike u ekspresiji
gena BPM u ovisnosti o dnevnom ritmu biljke. U skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu,
Cini se da ekspresija varijante gena BPM1.3 raste tijekom dana, dok se ekspresija varijante gena
BPM3.4 smanjuje. Skiljaica i sur. (2019) predlazu da intenzitet ekspresije varijanti gena BPM1.1
i BPM1.2 ovisi o dnevnom ritmu biljke, §to je potvrdeno s rezultatima kvantitativne PCR analize
u tom radu. Sukladno tome, moguce je da i intenzitet ekspresije drugih varijanti gena BPM1-3 i/ili
opcenito njihova sinteza ovisi o dnevnom ritmu biljke. Dosada$nja istrazivanja dokazala su kako
alternativno prekrajanje gena utjece na cirkadijani ritam biljke, $to je primjerice vidljivo kod gena

CCALl u biljci A. thaliana, ¢ije alternativno prekrajanje doprinosi aritmi¢nosti u cirkadijanom
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ritmu, tako da sinteza duljeg transkripta negativno regulira aktivnost gena CCA1 te uzrokuje
skra¢enje dnevnog ritma biljke (Seo i sur., 2012). U uvjetima niskih okolisnih temperatura,
proizvodnja alternativnog dugog transkripta gena CCAL je reducirana, $to omogucuje poveéanu
toleranciju smrzavanja u tim uvjetima i upucuje na povezanost okoliSne temperature i regulacije
cirkadijanog ritma biljke A. thaliana (Seo i sur., 2012). U ovom radu se predlaze da alternativno
prekrajanje gena BPM1-3 u biljci A. thaliana ovisi o fotoperiodu biljke. Porast ekspresije varijante
gena BPM1.3 uoc¢en u ovom radu u korelaciji je s padom razine transkripcijskog faktora MYB56
tijekom dana, koji djeluje kao negativni regulator cvjetanja, a pod kontrolom je degradacije
posredovane proteinima BPM (Chen i sur., 2015). Smanjenje ekspresije varijante gena BPM3.4
tijekom dana moze upucivati na neku drugu ulogu proteina BPM ovisnu o fotoperiodu, koja nije
u vezi s regulacijom cvjetanja biljke, ili na pogresku tijekom provedbe eksperimenta, jer rezultati
dobiveni u ovom radu upucuju na slabo umnazanje varijante gena BPM3.4 u svim testnim

uvjetima.

4.2 Alternativno prekrajanje gena BPM1-3 u uro¢njaku je inducirano

temperaturom

Dosadasnja istrazivanja ekspresije gena BPM u biljci Arabidopsis thaliana ve¢inom su
bazirana na prouc¢avanju relativnih razina ekspresije i tkivno-specificnih ekspresijskih uzoraka na
razini gena (Weber i Hellman, 2009; Lechner i sur., 2011) te potvrduju da su geni BPM1-6
eksprimirani u veéini organa biljke (Lechner i sur., 2011). Uz to, istrazivanje (Skiljaica i sur.,
2019) predlaze da je ekspresija gena BPM1-3 inducirana temperaturom i da postoji razliciti
intenzitet umnazanja varijanti gena BPM1 tijekom izlaganja uro¢njaka povisenoj temperaturi.
Stoga se u ovom radu nastojalo istraziti da li promjene temperature utjecu na alternativno
prekrajanje gena BPM1-3. Ovo je prvi rad u kojem se diferencijalna ekspresija varijanti gena
BPM1-3 kod biljke A. thaliana istrazivala u ovisnosti o temperaturi i ne postoje objavljeni radovi
s kojima bi se dobiveni rezultati usporedili. Rezultati umnazanja varijanti gena BPM1-3 u ovom
radu potvrduju da je regulacija ekspresije i alternativnog prekrajanja gena BPM1-3 u klijancima
biljke A. thaliana ovisna o temperaturi (Slika 23). Na temelju dobivenih rezultata ¢ini se da u
uvjetima poviSene temperature od 37 °C postoje razlike u obrascu ekspresije pojedinih varijanti
gena BPM1-3 u odnosu na temperaturu rasta od 24 °C (Slika 23). U radu Skiljaica i sur. (2019) se
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pri povisenoj temperaturi uo¢ava znacajan porast ekspresije gena BPM2 u odnosu na temperaturu
od 24 °C. U ovom radu dobiveno je upravo suprotno. Osim toga, varijante gena BPM2.1, BPM2.2

i BPM1.2 nisu se eksprimirale na povisenoj temperaturi (Slika 23).

Od svih proucavanih ekspresijskih varijanti, samo se varijanta gena BPM2.2 nije
eksprimirala u testnim uvjetima kojima su klijanci izlozeni u ovom eksperimentu (Slika 23), §to
ukazuje na vaznost te varijante u nekim drugim stresnim uvjetima ili razvojnim stadijima biljke.
Dostupni ekspresijski podaci za varijantu BPM2.2 dobiveni metodom eng. ,,RNA-seq“ u bazi
ThaleMine (https://apps.araport.org/thalemine/begin.do) potvrduju rezultate ovog rada i generalno
upucuju na znatno niZu razinu ekspresije u odnosu na ostale varijante gena BPM2 u svim tkivima
uro¢njaka. U uvjetima sniZzene temperature od 4 °C varijanta gena BPM2.1 nije se umnozila s
pocetnicama koje ju umnazaju cijelom duljinom (Slika 13), ali se umnozila s pocetnicama koje
umnazaju sredis$nji dio i 3' UTR regiju varijante gena BPM2.1 (Slika 15). Stoga je moguce da je
na Slici 15 vidljivo umnaZanje fragmenta nove varijante gena BPM2 koja je homologna s
varijantom BPM2.1, ali je kraca od nje. Rezultati dobiveni u ovom radu indiciraju da postoji i
barem jo$ jedna dulja ekspresijska varijanta gena BPM1. Cini se da je kod klijanaca bez
temperaturnog tretmana ekspresijska varijanta BPM1.2 u alternativnom prekrajanju zadrzala
intron prisutan u 3' UTR regiji varijante gena BPM1.3, §t0 je rezultiralo umnazanjem neoc¢ekivanog
fragmenta (~ 2000 pb), ¢ije kloniranje nije uspjesno provedeno u ovom radu. Prema Amin i sur.
(2016), 3' UTR regije u molekuli mRNA vazne su u regulaciji genske ekspresije kod biljaka jer
sadrze vezna mjesta molekula eng. , microRNA® i regulatornih proteina, koja pomazu u
stabilizaciji i lokalizaciji mMRNA. Ovakav rezultat stoga upucuje na mogucu vaznost regulatorne
uloge 3' UTR regije u ekspresiji varijante gena BPM1.2, sto dosad nije razmatrano u okviru gena

BPM u uro¢njaku.

Diferencijalna ekspresija potvrdena je kod svih proucavanih varijanti osim kod
ekspresijske varijante BPM3.2 koja se umnozila u svim koristenim uvjetima u ovom eksperimentu
(Slika 23), sto znaci da ekspresija ove varijante nije uvjetovana temperaturom ni fotoperiodom. U
uvjetima snizene temperature od 4 °C eksprimirale su se samo varijante gena BPM3.2, BPM1.2 i
BPM2.4, s time da je varijanta gena BPM2.4 eksprimirana s pojac¢anim intenzitetom u odnosu na
temperaturu od 24 °C (Slika 23). To ukazuje na vaznu regulatornu ulogu ovih ekspresijskih

varijanti, a posebice varijante gena BPM2.4, u prilagodbi biljke na snizene temperature. Kod
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paprike Capsicum annuum, gen CaBPM4 regulira razvojne procese biljke u uvjetima abioti¢kih
stresova, a njegova ekspresija raste tek nakon 12 h od izlaganja biljke hladnom tretmanu na 4 °C
(He i sur., 2019). Stoga je moguce da je u uvjetima snizene temperature potrebno vise vremena za
aktivaciju ekspresije gena BPM kod uro¢njaka te da se tijekom produljenog izlaganja snizenoj

temperaturi eksprimiraju i neke druge varijante gena BPM1-3.

BPM3.2
BPM2:
J& BPM1.3 BPM3.3 jacarazina
BPM2.5 BPM3.4 ekspresije
® Coie
BPM2.1 ’
BPM1.1 BPM3.1 slabija razina
’ BPM3.2 ekspresije
24°C BPM1.2 BPM2.3 ’ ekspresija nije
BPM1.3 BPM3.3 detektirana
BPM2.5 |
BPMT1i BPM3:
ekspresija je
detektirana
4°C k ija nij
BPM1.2 BPMA.Z detektizna
g BPM2.4

Slika 23. Shematski prikaz rezultata dobivenih u analizi ekspresije poznatih varijanti gena BPM1-3 u
klijancima A. thaliana izloZzenim normalnoj temperaturi rasta (24 °C), povisenoj (37 °C) i snizenoj (4 °C)
temperaturi u trajanju od tri sata. U uvjetima poviSene temperature postoje razlike u obrascu ekspresije
varijanti gena BPM1-3 u odnosu na temperaturu rasta od 24 °C. U uvjetima sniZene temperature su
eksprimirane samo varijante gena BPM3.2, BPM1.2 i BPM2.4, s time da je varijanta gena BPM2.4
eksprimirana s pojacanim intenzitetom u odnosu na normalnu temperaturu rasta. Legenda s oznakama za
intenzitet ekspresije varijanti gena BPM2, odnosno s oznakama za prisustvo/odsustvo ekspresije varijanti
gena BPM1 i BPM3, prikazana je sa desne strane. Slika je izradena u programu Biorender:
(https://biorender.com/).
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Pojedine PCR analize koje su provedene u ovom radu nisu dale zadovoljavajuci rezultat te
se kod tih eksperimenata ne moze raspravljati o nedostatku proucavanih ekspresijskih varijanti.
Primjerice, nije jasno zasto se tijekom analize ekspresije varijanti gena BPM2.2, BPM2.4 i BPM2.5
u kontrolnim uzorcima klijanaca nije nista umnozilo. S obzirom da je ekspresija varijanti gena
BPM2.5 i BPM2.3 analizirana paralelno, a u kontrolnim uzorcima se¢ umnozila samo varijanta
BPM2.3, negativan rezultat u ovim uzorcima vjerojatno nije posljedica odsustva ekspresijske
varijante BPM2.5, ve¢ je posljedica pogreske tijekom provedbe eksperimenta. Stoga je u
kontrolnim uzorcima bez tretmana potrebno ponoviti umnazanje varijanti gena BPM2 s
dizajniranim pocetnicama. Kao $to sam ve¢ ranije napomenula (poglavlje 4.1), rezultati dobiveni
u ovom radu upucuju na slabo umnazanje varijante gena BPM3.4 u svim testnim uvjetima, $to
moze biti posljedica smanjene koli¢ine kalupa u reakciji PCR, ili koristenja poc¢etnica koje stvaraju
sekundarne strukture ili su medusobno komplementarne. U budu¢im istrazivanjima trebalo bi
dizajnirati novi par pocetnica kako bi se mogla potvrditi niska razina ekspresije, ali i fluktuacija u
ekspresiji varijante BPM3.4 ovisna o fotoperiodu, koja je dobivena u ovom istrazivanju. Predlazem
da se u buduéim istrazivanjima provede i hibridizacija po Northernu s odgovaraju¢im probama za
gene BPM1-3. Ova tehnika omogucuje razdvajanje RNA produkta razli¢itih veliina te ¢e dati
detaljniji uvid u ekspresiju varijanti gena BPM1-3. U kombinaciji sa sekvenciranjem, hibridizacija
po Northernu omogucit ¢e detekciju novih ekspresijskih varijanti koje se sintetiziraju u klijancima

A. thaliana pod utjecajem temperaturnih varijacija.

4.3 Gen BPM2 ima novu ekspresijsku varijantu keoja potvrduje
dodatne funkcije BPM

Uloga proteina MATH-BTB/POZ u degradaciji proteina ovisnoj o ubikvitinu kod biljke
Arabidopsis thaliana potvrdena je u brojnim istrazivanjima u kojima je dokazana interakcija BPM
s raznim transkipcijskim faktorima (Weber i Hellmann, 2009; Lechner i sur., 2011; Chen i sur.,
2013; 2015; Morimoto i sur., 2017). Osim te uloge, moguce je da proteini BPM u stanici djeluju
neovisno o ubikvitin E3 ligazama. Ovu teoriju potvrduje Cinjenica da se protein BPM1 osim u
citoplazmi nakuplja 1 u jezgri, a predominantno je nakupljen u jezgrici, gdje je uocen izostanak
kolokalizacije kulina 3 i proteina BPML1 (Leljak Levanic i sur., 2012). U istrazivanju (Bauer i sur.,
2014) i diplomskim radovima (Renduli¢, 2018; Toki¢, 2019; Miskec, 2019) predlaze se da BPM1
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stupa u interakciju s proteinima DMS3 i RDML1 koji sudjeluju u RNA-usmjerenom putu DNA
metilacije u biljci A. thaliana, a takva interakcija u jezgri ne vodi isklju¢ivo k proteasomalnoj
degradaciji faktora RDM1 i DMS3, ve¢ proteinu BPM1 omogucéuje i druge funkcije, kao $to je
sudjelovanje u pozicioniranju metilacijskog kompleksa na genomu (Miskec, 2019). Istrazivanja
ukazuju da postoji jos jedna uloga proteina BPM1 u jezgri koja je neovisna o degradaciji, a to je
vezanje ciljanih transkripcijskih faktora i modulacija njihove aktivnosti i lokalizacije u stanici
(Weber i Hellmann, 2009; Leljak Levanic i sur., 2012). S obzirom da je domena BTB/POZ nuzna
za interakciju s kulinom 3 te osigurava degradaciju supstrata, proteini BPM s krnjom BTB
domenom mogli bi imati dodatne modulacijske uloge. U ovom radu utvrdeno je prisustvo upravo
takve varijante gena BPM2. Protein BPMZ2.6 sastoji se od domene MATH i od krnje BTB domene,
a nema C-terminalni dio domene BTB niti nuklearni lokalizacijski signal (NLS) vazan za

lokalizaciju proteina u jezgri.

Otkric¢e nove varijante gena BPM2 u ovom radu dodatno upuéuje na moguénost da proteini
BPM u biljci A. thaliana obavljaju funkcije neovisne o proteinskoj degradaciji. Varijanta gena
BPMZ2.6 nespecificno se umnozila s pocetnicama za analizu ekspresije varijante gena BPM2.3 u
obliku fragmenta dugog 1420 pb. Taj fragment je uspjesno ugraden u vektor pGEM®-T Easy i
sekvenciran. Sinteza varijante gena BPM2.6 je, kao i sinteza vecine varijanti gena BPM1-3
uvjetovana temperaturom, sto je potvrdeno u analizi PCR u ovom radu. Ekspresijska varijanta
BPM2.6 sintetizira se u klijancima izloZzenim normalnoj temperaturi rasta (24 °C) i poviSenoj
temperaturi od 37 °C, s time da je pri poviSenoj temperaturi eksprimirana s manjim intenzitetom.
Varijanta gena BPM2.6 ne procesira intron 2, ve¢ ga zadrzava i djelomi¢no translatira u protein,
¢ime nastaje protein bez BTB domene. lako nukleotidna sekvenca ekspresijske varijante BPM2.6
nije u potpunosti otkrivena te joj nedostaju 5' i 3' krajevi, aminokiselinska sekvenca proteina BPM2
koji nastaje translacijom ove nove varijante sadrzi ukupno 263 aminokiseline, od kojih je zadnjih
devet aminokiselina specifi¢no za tu proteinsku izoformu. U usporedbi sa sekvencama ostalih
izoformi proteina BPM2 dostupnim u bazi TAIR, ¢ije duljine variraju od 295 — 406 aminokiselina,
ova proteinska izoforma je najkraca, sto ukazuje na mogucnost velikih razlika u strukturi, sastavu
domena, fizioloskim svojstvima, ali i funkciji alternativnog proteina (Shang i sur., 2017). U
usporedbi s dostupnim podacima u bazi NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), otkriveno je da
nova proteinska izoforma BPM2.6 ima o¢uvanu konzerviranu domenu MATH i N-terminalni dio

konzervirane domene BTB/POZ, a nedostaje joj C-terminalna domena BACK (eng. BTB and C-

63



terminal Kelch) duga 64 aminokiseline. Domena BACK se u literaturnim podacima gleda kao dio
domene BTB/POZ, dok je u radu Leljak Levani¢ i sur. (neobjavljeno) po prvi puta definirana kao
zasebna domena SPOP, zbog komplementarnosti s domenom 3-box u ljudskom proteinu SPOP
koji djeluje kao supstrat-specificni adaptor kulina 3 (Zhuang i sur., 2009). Domena 3-box ima
ulogu u pojacavanju interakcija izmedu proteina SPOP i CUL3 kod ¢ovjeka (Zhuang i sur., 2009),
Sto bi znacilo da nova proteinska izoforma (bez domene SPOP i s djelomi¢nom domenom
BTB/POZ) ne moze ostvariti adekvatne interakcije s kulinom 3 i posljedi¢no usmjeravati proteine
u degradaciju, kao $to je prikazano na Slici 4. Osim toga, otkrivena proteinska izoforma nema
signal NLS koji je kod BPM2 pozicioniran na C-terminalnom kraju i dovoljan je za usmjeravanje
i lokalizaciju proteina GFP u jezgru (Leljak Levanic i sur., 2012). Takva pozicija signala inace
povecéava vjerojatnost da se u alternativnom prekrajanju gena sintetiziraju ekspresijske varijante
bez NLS-a (Leljak Levani¢ i sur., 2012), Sto dodatno upucuje na dodatne uloge i mogucnost
Sirokog spektra bioloskih funkcija proteina BPM. Budu¢i da izoforma proteina BPM2.6 ima
cjelovitu domenu MATH na svom N-terminalnom dijelu koja omogucuje razli¢ite protein-protein
interakcije, moguce je da ova izoforma ima ulogu u ometanju proteinskih interakcija, tako da veze
ciljane supstrate u citoplazmi, interferira s afinitetom vezanja transkripcijskih faktora na DNA i
regulira njihovu transkripcijsku aktivnost, sprjecavajuéi pritom degradaciju. U radu Julian i sur.
(2019), opisano je da tijekom signalizacije apscizinskom kiselinom, proteini BPM3 i BPM5 u
jezgri interagiraju s negativnim regulatorom signalizacije ABA-om, fosfatazom PP2CA (eng.
Protein Phosphatase 2CA) i oznafavaju PP2CA za degradaciju. Medutim, fosfataza PP2CA je
lokalizirana u jezgri i u citoplazmi (https://www.arabidopsis.org/), pa postoji moguénost da u
citoplazmi moze do¢i do interakcije s krnjim proteinom BPM2.6. S obzirom da izoforma proteina
BPM2.6 nema signal NLS, moguce je da predlozena funkcija proteina BPM u okviru modulacije
aktivnosti i lokalizacije ciljanih supstrata nije rezervirana isklju¢ivo za jezgru kako se pretpostavlja

u prija$njim istrazivanjima (Weber i Hellmann, 2009; Leljak Levani¢ i sur., 2012).

Vazno je napomenuti da je predlozeni mehanizam u kontekstu blokade transkripcijske
aktivnosti samo pretpostavka na temelju dobivene sekvence proteina BPM2.6. Ova funkcija ne
moze Se sa sigurnoS¢u potvrditi dok se protein ne izolira, odredi mu se konformacija i njegovi
interakcijski partneri, $to ¢e se svakako trebati istraziti u buduc¢im istrazivanjima. Jedno od glavnih
pitanja na koje je potrebno odgovoriti jest kako nedostatak domene SPOP i dijela domene

BTB/POZ utjece na stabilnost novog proteina. Delecijska varijanta proteina BPM1-18%5t kojoj
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nedostaju domene BTB/POZ i SPOP moze ostvariti interakciju s transkripcijskim faktorom
RAP2.4, jer je za takav tip interakcije dovoljna samo N-terminalna domena MATH (Weber i sur.,
2005). Cini se da gubitak domena BTB/POZ i SPOP djeluje manje destabilizirajuée u odnosu na
gubitak domene BTB/POZ, jer se domena BTB/POZ nalazi u sredisnjem dijelu proteina BPM1, a
njen gubitak rezultira destabilizacijom i krivim smatanjem proteina (Miskec, 2019). Osim $to je
bitna u interakciji s kulinom 3, domena BTB/POZ omogucuje formiranje homo- i heterodimera
proteina BPM u biljci A. thaliana (Weber i sur., 2005), sto je dokazano i za MATH-BTB protein
MAB1 kod kukuruza Zea mays (Jurani¢ i sur., 2012). Po Weber i sur. (2005), nova proteinska
izoforma BPM2.6 ne bi trebala interagirati s kulinom 3 i vjerojatno ne moze stvarati dimere.
Visoko konzervirani Asp na polozaju 204 u proteinu BPM1 neophodan je za dimerizaciju proteina
BPM u uro¢njaku (Weber i sur., 2005), a prema dostupnim podacima u bazi NCBI vidljivo je da
se u sekvenci svih varijanti proteina BPM2 nalazi na polozaju 203. Analiza je pokazala da
aminokiselinska sekvenca nove proteinske izoforme sadrzi Asp-203, ali ne sadrzi ostale
konzervirane aminokiseline potrebne za dimerizaciju, kao $to su Phe-328, Tyr-330 i Leu-332
(Weber i sur., 2005). Zbog nedostatka ovih aminokiselina vjerojatno je promijenjena 3D struktura
proteina BPM2.6 te novi protein nema mogucénost dimerizacije. Ostaje za istraziti koja je uloga
takvih proteina kao §to je BPM2.6 i gdje su lokalizirani u stanici. Ova proteinska izoforma mogla
bi objasniti ideju predloZenu u radu Miskec (2019), gdje se pretpostavlja da transkripcijski faktori
sudjeluju u navodenju kompleksa BPM1-DMS3-RDM1 na odredene lokuse na genomu i
posreduju u njihovoj metilaciji. Dokazano je da BPM2 interagira s proteinom DMS3 preko
domene MATH, a s proteinom RDML1 preko domene MATH i N-terminalnog dijela domene
BTB/POZ (Jagi¢ i sur., 2018), $to znaci da bi metilacijski kompleks s proteinom BPM2.6 mogao

vezati ciljane transkripcijske faktore preko BPM2.6 i sudjelovati u metilaciji ciljanih gena.

Sekvenca ekspresijske varijante BPM2.6 nije u cijelosti otkrivena te bi u budué¢im
istrazivanjima trebalo umnoziti njen ostatak i ustanoviti sekvence 5'1 3' UTR regija. PredlaZzem da
se u tu svrhu provede metoda 5' i 3' RACE (eng. Rapid Amplification of cDNA Ends) na po¢etnom
i krajnjem dijelu sekvence varijante BPM2.6. Tehnikom RACE umnozit ¢e se cjelokupan
transkript varijante BPM2.6 pomocu pocetnica koje su specificne za mali poznati dio sekvence, a
dobivena cDNA ¢e se sekvencirati kako bi se otkrila cjelovita sekvenca RNA transkripta. Otkrice
cjelokupne sekvence bitno je i u kontekstu istrazivanja sekundarnih struktura mRNA. Sekundarne

strukture u 5" UTR regiji mogu utjecati na vezanje proteina RBP koji moduliraju translaciju
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proteina (Steri i sur., 2018), ili mogu utjecati na vezanje ribosoma i njihovu migraciju po molekuli
MRNA tijekom translacije (Kozak, 1991). U slucaju da ekspresijska varijanta BPM2.6 sadrzi takve
sekundarne strukture, dovodi se u pitanje uspjeSnost translacije proteina koji je njome kodiran te

koli¢ina translatiranog proteina u stanici.

Bitno je naglasiti da rezultati dobiveni u ovom radu ukazuju na postojanje dodatnih
varijanti gena BPM1-3 i predlazem da se u buduc¢im istrazivanjima utvrdi njihova sekvenca.
Takoder, u svrhu provjere temperaturno ovisne ekspresije, predlazem da se provede kvantitativna
analiza ekspresije (QPCR) varijanti gena BPM1-3 u klijancima izlozenim temperaturnom stresu.
Kvantitativnom PCR analizom moc¢i ¢e se odrediti intenzitet ekspresije varijanti gena BPM1-3 te
ekspresijske varijante BPM2.6. Brojne varijante gena BPM koje se sintetiziraju samo u odredenim
stresnim uvjetima, tkivima ili razvojnim stadijima biljke A. thaliana jos nisu otkrivene. S time u
vezi, predlazem da se kloniraju i sekvenciraju ostali nespecifiécno umnozeni fragmenti u ovom
radu, kao i da se neuspjela kloniranja (fragmenti ~ 1250 pb, ~ 2000 pb) ponove u drugom vektoru,
jer u plazmidu pGEM®-T Easy ugradnja nije bila moguéa ¢ak ni nakon ponovnog umnazanja
fragmenata i modifikacije ligacijske reakcije. U buduénosti bi trebalo provesti hibridizaciju po
Westernu koriste¢i antitijelo izradeno na temelju proteinske sekvence egzona 1 koji je jednak u
svim BPM2 varijantama. Ta tehnika omogucit ¢e detekciju razli¢itih veli¢ina proteina BPM2, ¢ime
¢e se potvrditi prisutnost razli¢itih proteinskih formi BPM2 koje vjerojatno doprinose i razlikama
u funkciji, a sluzit ¢e i kao svojevrsna potvrda otkri¢a izoforme BPM2.6. Osim analize novih
alternativnih varijanti, potrebno je istraziti i kojim mehanizmom promjene temperature utje¢u na
alternativno prekrajanje gena BPM1-3, buduc¢i da je ovakav nacin kontrole genske ekspresije od
velike vaznosti kod biljaka koje su sesilne i izrazito izloZene temperaturnim varijacijama. Postoje
naznake da promjene okolisnih uvjeta utjecu na razine sekundarnih glasnika (npr. Ca2*, reaktivnih
kisikovih vrsta) koji moduliraju aktivnost kinaza i fosfataza te na taj nacin reguliraju fosforilaciju
faktora koji sudjeluju u prekrajanju pre-mRNA (Reddy i sur., 2013). Okoli$ni stresovi mogu
utjecati na koncentraciju iona i ostalih stani¢nih molekula, a zabiljezeno je da takvi dogadaji utjecu
na strukturu mRNA, §to moZze dovesti do promjena u alternativnom prekrajanju gena (Reddy i sur.,
2013). U kojoj mjeri je koji od tih dvaju mehanizama zastupljen u regulaciji genske ekspresije
ovisnoj o temperaturi kod A. thaliana jo$ nije poznato. Mogucée je da postoji niz razlicitih
molekularnih mehanizama koji sudjeluju u tim procesima, a u buducnosti ¢e trebati identificirati

te mehanizme kako bi se saznalo nesto vise o ovakvom tipu regulacije genske ekspresije.
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5. ZAKLJUCAK

Temperaturom inducirana regulacija genske ekspresije i alternativnog prekrajanja gena
BPM1-3 uspjesno je dokazana u biljci Arabidopsis thaliana pomocu lancane reakcije
polimerazom. Tijekom izlaganja klijanaca uro¢njaka povisenoj temperaturi od 37 °C postojale su
razlike u obrascu ekspresije pojedinih varijanti gena BPM1-3 u odnosu na temperaturu rasta od 24
°C. Tijekom izlaganja klijanaca snizenoj temperaturi od 4 °C eksprimirale su se samo varijante
BPM3.2, BPM1.2 i BPM2.4. U analizi ekspresije gena BPM2 umnozen je fragment, Cije je
kloniranje uspjesno provedeno u bakterijskom soju E. coli XL-10 Gold. Rezultati sekvenciranja
tog fragmenta potvrdili su otkrice nove ekspresijske varijante BPM2.6 koja se u klijancima A.
thaliana sintetizira u normalnim uvjetima rasta i u uvjetima povisene temperature. Varijanta gena
BPM2.6 nastaje mehanizmom zadrZavanja introna, jer se intron 2 ne procesira, nego se djelomi¢no
translatira u protein. Novootkrivenoj varijanti BPM2 nedostaje C-terminalni dio konzervirane
domene BTB/POZ i cjelokupna domena BACK. Zbog postojanja domene MATH, predloZen je
mehanizam u kojem nova proteinska izoforma i dalje moze vezati transkripcijske faktore u
citoplazmi, ¢ime interferira s njihovim afinitetom vezanja DNA 1i tako regulira transkripcijsku
aktivnost tih faktora bez da pritom utje¢e na njihovu degradaciju. Dobiveni rezultati potvrduju
moguénost postojanja drugih bioloski vaznih funkcija proteina BPM, koje su neovisne o interakciji
s kulinom, a buduca istrazivanja ¢e pokazati kojim mehanizmom promjene temperature utjecu na
alternativno prekrajanje gena BPM1-3 te u kojoj mjeri temperaturom inducirana posttranslacijska
regulacija ekspresije gena BPM1-3 utjece na uspjesnu prilagodbu biljaka na promjenjive okolisne

uvjete.
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PRILOZI:

Prilog I. Poravnanje sekvenci triju varijanti gena BPM1 kod biljke A. thaliana i odabir pocetnica za njihovo
umnazanje. Sekvence molekula cDNA preuzete su iz baze TAIR i poravnate u programu Clustal Omega.
Zvjezdicom su oznaceni nukleotidi koji su identi¢ni u sve tri sekvence. Mjesta vezanja pocetnica obiljeZzena
su razli¢itim bojama: crvenom (FW BPM1.2), zutom (FW BPM1.123), ljubi¢astom (REV BPM1.123),
zelenom (REV BPML.3) i svijetloplavom (REV BPML1.1).
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————————————— gtattgctcecattttatctactgggacgaattgectgatatgecaaga
————————————— gtattgctcecattttatctactgggacgaattgectgatatgecaaga
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gttaataggaacagactctacattggcgtctactecttgtggectecagecatectactageage
gttaataggaacagactctacattggcgtctactecttgtggectecagecatectactageage
gttaataggaacagactctacattggcgtctactecttgtggectecagecatectactageage

o b e b i b o S B A e e o b o e e e e e e e e o e e e e e e e e i

ggcagaccgttatgctettgageggettaaagecaatectgtgagtcaaaactectgtgaagg
ggcagaccgttatgctettgageggettaaagecaatectgtgagtcaaaactectgtgaagy
ggcagaccgttatgctettgageggettaaagecaatectgtgagtcaaaactectgtgaagg

o b e b i b o S B A e e o b o e e e e e e e e o e e e e e e e e i

ggttgccataaacacggttgcaactactttggecctagecagagecagecatecattgtttgea
ggttgccataaacacggttgcaactactttggecctagecagagecagecatcattgtttgea
ggttgccataaacacggttgcaactactttggecctagecagagecagecatecattgtttgea

o b e b i b o S B A T e o e b o e e e e e e e e e e i e e e

gctaaaagcagtgtgtctcaaatteocgtggecactgeccagagaacctgaaagetgtgatgea
gctaaaagcagtgtgtctcaaatteocgtggecactgeccagagaacctgaaagetgtgatgea
gctaaaagcagtgtgtctcaaatteocgtggecactgeccagagaacctgaaagetgtgatgea

o b e b i b o S B A T e o e b o e e e e e e e e e e i e e e

aacagatgggtttgattatctgaaagagagttgececcatectttactaacggagctattgea
aacagatgggtttgattatctgaaagagagttgececcatectttactaacggagctattgea
aacagatgggtttgattatctgaaagagagttgececcatectttactaacggagectattgea

o b e b i b o S B A e e o b o e e e e e e e e o e e e e e e e e i

gtatgtggcgaggctaagtgaacactctgttatagtatctggacatcgaaaagaaatatt
gtatgtggcgaggctaagtgaacactctgttatagtatctggacatcgaaaagaaatatt
gtatgtggcgaggctaagtgaacactctgttatagtatctggacatcgaaaagaaatatt

o b e b i b o S B A e e o b o e e e e e e e e o e e e e e e e e i

tgccgatggttgtgacgcgagtggaagacgagtgaagccccggttgcactgaatgg-
tgccgatggttgtgacgecgagtggaagacgagtgaagecccecggttgecactgaatgggaga
tgccgatggttgtgacgecgagtggaagacgagtgaagecccecggttgecactgaatgggaga

o b e b i b o S B A e e o b o e e e e e e e e o e e e e e e e e i

gaaagaagaaagatttgtgcattgtataatctctgttatggataatggectgatcectaatceg
gaaagaagaaagatttgtgcattgtataatctctgttatggataatggectgatectaatcg
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gatctagcaagtacaatgaatcgttttcaacgegttttectecataaatcaaagatccaatyg
gatctagcaagtacaatgaatcgttttcaacgegttttectecataaatcaaagatccaatyg

aaatttggggtttattgttggtgcatatcagattattaggtgaaacagattgagttecatyg
aaatttggggtttattgttggtgcatatcagattattaggtgaaacagattgagttecatyg

ggatataagaatcgtagacagtgtaagtgttacaacgtagataaacaaaggttgttttaa
ggatataagaat cHEEGECEGEEEGEEEEeegE
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Prilog I1. Poravnanje sekvenci pet varijanti gena BPM2 kod biljke A. thaliana i odabir pocetnica za njihovo
umnazanje. Sekvence molekula cDNA preuzete su iz baze TAIR i poravnate u programu Clustal Omega.
Zvjezdicom su oznaceni nukleotidi koji su identi¢ni u svih pet sekvenci. Mjesta vezanja pocetnica
obiljezena su razli¢itim bojama: zutom (FW BPMZ2.12345), tamnoplavom (FWm BPM?2.1345),
svijetloplavom (REV BPM2.2), crvenom (REV BPM2.3), ljubicastom (REV BPM2.5), sivom (REV
BPM2.134) i zelenom (REV BPM2.13).

BPM2.4 = @ mmmmmmmm e aaaacttaaaccgatctatcaagcaagtggttcc 34
BPM2.3 tcgcaacctaccaaactgttgtgtttaaaacttaaaccgatctatcaagcaagtggttcc 60
BPM2.1 tcgcaacctaccaaactgttgtgtttaaaacttaaaccgatctatcaagcaagtggttcc 60
BPM2.2 oo mm oo aaaccgatctatcaagcaagtggttcc 27
BPM2.5 = —-mmmmm oo aaaccgatctatcaagcaagtggttcc 27
*Ahkkhkkhkkhk kA hkh kA hrhhkkhkhhrhkhkkhkhhkhkk*
BPM2 .4 tctctctctctacctcectegtttttggeccaacgtecgtegtecttcacgatccacgacgatte 94
BPM2.3 tctctctctctacctctegtttttggeccaacgtecgtegtecttcacgatccacgacgatte 120
BPM2.1 tctctctctctacctctegtttttggeccaacgtecgtegtecttcacgatccacgacgatte 120
BPM2.2 tctctctctctacctctegtttttggeccaacgtecgtecgtecttcacgatccacgacgatte 87
BPM2.5 tctctctctctacctectegtttttggeccaacgtecgtegtecttcacgatccacgacgatte 87
Ak hkhkhhkhkhkhkhhkhhhhkkhkhhhhkhkhrhkhhkhkhhkhrhkkhkhhbrhkkhkhkhkrhkkhkhkhk ok kb ok hkkhkhrhkhkkxx
BPM2 .4 agttcttgagttccggcgattatcggtctctcacttctggttccgttgaaccectecattt 154
BPM2.3 agttcttgagttccggcgattatcggtctctcacttctggttccgttgaaccectecattt 180
BPM2.1 agttcttgagttccggcgattatcggtctctcacttcectggttccgttgaaccectecattt 180
BPM2.2 agttcttgagttccggcgattatcggtctctcacttctggttccgttgaaccecctecattt 147
BPM2.5 agttcttgagttccggcgattatcggtctctcacttctggtteccgttgaaccectcattt 147
Ak khkhkrhhkhkhkrhhkhkhkhrhhkhkhkhhhhkkhkhkrhhkkhkhkhrhhkkhkhkhrhhhkkhkhrrhhkkhkhkhhhkhkkhkhkhkhkkxxkx*k
BPM2 .4 ctcttctcgecccgtgectctcaaattccgatatttgececctgtgattcgaaaccctaattt 214
BPM2.3 ctcttctcgecccgtgectctcaaatteccgatatttgececctgtgattcgaaaccctaattt 240
BPM2.1 ctcttctcgccecgtgectctcaaatteccgatatttgececctgtgattcgaaaccctaattt 240
BPM2.2 ctcttctcgecccgtgectctcaaatteccgatatttgececectgtgattcgaaaccctaattt 207
BPM2.5 ctcttctcgecccgtgectctcaaattccgatatttgececctgtgattcgaaaccctaattt 207
Ak hkhkkhhkhhhkkhhkhhhhhkhhhhkhkhhhhkhkhhhhkhkhhhhkkhhkhkrhkkhkhkhkrhkkhkhkhkrhkhkkhhrhkhkk*xx
BPM2 .4 cgcctatcaatctggaaaatctctcaattcgaagactttagcagcgcaaagatactctat 274
BPM2.3 cgcctatcaatctggaaaatctctcaattcgaagactttagcagcgcaaagatactctat 300
BPM2.1 cgcctatcaatctggaaaatctctcaattcgaagactttagcagcgcaaagatactctat 300
BPM2.2 cgcctatcaatctggaaaatctctcaattcgaagactttagcagcgcaaagatactctat 267
BPM2.5 cgcctatcaatctggaaaatctctcaattcgaagactttagcagcgcaaagatactctat 267
Ak hhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkkhkhhhhkkhkhkhkhhkhkhkhkhrhkkhkhkhkrhkhkhkhkrhhkhkhk ok khkhkrhhkhkhdrkhkhk*xx
BPM2 .4 ccgggtaataagatcgaagaaaccatcaatttcttaccaaagtcgtgattcttggatctce 334
BPM2.3 ccgggtaataagatcgaagaaaccatcaatttcttaccaaagtcgtgattcttggatctce 360
BPM2.1 ccgggtaataagatcgaagaaaccatcaatttcttaccaaagtcgtgattcttggatctce 360
BPM2.2 ccgggtaataagatcgaagaaaccatcaatttcttaccaaagtcgtgattcttggatctce 327
BPM2.5 ccgggtaataagatcgaagaaaccatcaatttcttaccaaagtcecgtgattcttggatctce 327

hhkkhkhhhhkhhhhhhhhhkd kA Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkhkhkhhhkhhkhkhkhkr kA khkkkkkkkkk k%
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g = Wb ON = Wb N = Wb N = Wb N = Wb N =W g = Wb

N = Wb

gtctttgtttgatggacacaattagggtttccaaggaggttcctggatcttcgaaatcga
gtctttgtttgatggacacaattagggtttccaaggaggttcctggatcttcgaaatcga
gtctttgtttgatggacacaattagggtttccaaggaggttcctggatcttcgaaatcga
gtctttgtttgatggacacaattagggtttccaaggaggttcctggatcttcgaaatcga
gtctttgtttgatggacacaattagggtttccaaggaggttcctggatcttcgaaatcga

Ah A Ak A kA Ak Ak ok hkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhhhhhhkhhhkddkhk Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhkhhhxxx

ccgcacagtcgctcacggagtcgacctctcgcacggaaaccatcaatggctcecccacgaat
ccgcacagtcgctcacggagtcgacctctcgcacggaaaccatcaatggctcecccacgaat
ccgcacagtcgctcacggagtcgacctctcgcacggaaaccatcaatggctcecccacgaat
ccgcacagtcgctcacggagtcgacctctcgcacggaaaccatcaatggctcecccacgaat

ccgcacagtcgctcacggagtcgacctctcgcacggaaaccatcaatggctcecccacgaat
LR R R S R R R SRS E R SRR R R R R R R R R I I R I R I I S I b S I b S

tcaagatcagcggctactctttggtcaaaggcatggggattggcaaatacgttgectecgg
tcaagatcagcggctactctttggtcaaaggcatggggattggcaaatacgttgcctcgg
tcaagatcagcggctactctttggtcaaaggcatggggattggcaaatacgttgcctcgg
tcaagatcagcggctactctttggtcaaaggcatggggattggcaaatacgttgecctecgg
tcaagatcagcggctactctttggtcaaaggcatggggattggcaaatacgttgcectecgg

KA A KA KRR AR A A A AR A AR A A A A A bk Ak Ak Ak Ak A A Ak A A A A AR AR A A hA Ak kA kA Ak hAhkhkhhkhkhkhkhkxkx

atactttcatggtcggtggatactcctgggccatctacttctacccagatggaaagagtc
atactttcatggtcggtggatactcctgggccatctacttctacccagatggaaagagtc
atactttcatggtcggtggatactcctgggccatctacttctacccagatggaaagagtc
atactttcatggtcggtggatactcctgggccatctacttctacccagatggaaagagtc
atactttcatggtcggtggatactcctgggccatctacttctacccagatggaaagagtc

hhkkhkhhhkhkhkhhhhhhh kA kA Ak Ak ok hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkdkkkkkkkkkkkkk*

cagaggataattctgtctacgtgtctctcttcatagceccttgecgagtgaaggagccgatyg
cagaggataattctgtctacgtgtctctcttcatagecccttgcgagtgaaggagceccgatyg
cagaggataattctgtctacgtgtctctcttcatagcccttgcgagtgaaggagccgatyg
cagaggataattctgtctacgtgtctctcttcatagceccttgecgagtgaaggagccgatyg
cagaggataattctgtctacgtgtctctcttcatagcccttgecgagtgaaggageccgatyg

KA AR A AR AR A A A AR A AR A A A A Ak kA hkhk Ak Ak kA A Ak A A A Ak Ak kA kA Ak hkhhkhkhhkhkhhkhkkhx

ttagggctttgtttgagcttaccctcgtggatcagagcggtaacgaaaggcacaaagttce
ttagggctttgtttgagcttaccctcgtggatcagagcggtaacgaaaggcacaaagttce
ttagggctttgtttgagcttaccctcgtggatcagagcggtaacgaaaggcacaaagttce
ttagggctttgtttgagcttaccctcecgtggatcagagcggtaacgaaaggcacaaagttce
ttagggctttgtttgagcttaccctcgtggatcagagcggtaacgaaaggcacaaagttce

Ak A Ak A A A Ak Ak Ak hkhkhkhkhkhhkhkhhkhhhhhhhhhhkhhkhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhx

atagccattttggtagaactctcgaaagcggaccctatactcttaaatatcgagggagta
atagccattttggtagaactctcgaaagcggaccctatactcttaaatatcgagggagta
atagccattttggtagaactctcgaaagcggaccctatactcttaaatatcgagggagta
atagccattttggtagaactctcgaaagcggaccctatactcttaaatatcgagggagta
atagccattttggtagaactctcgaaagcggaccctatactcttaaatatcgagggagta

Ahk A Ak A kA Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhhhhhhkhhkhkdhk kA khkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhkhhhhxrx

tgtggggatacaaacgatttttcaagaggtctcttttggagtcatcggactatctgaagg
tgtggggatacaaacgatttttcaagaggtctcttttggagtcatcggactatctgaagg
tgtggggatacaaacgatttttcaagaggtctcttttggagtcatcggactatctgaagg
tgtggggatacaaacgatttttcaagaggtctcttttggagtcatcggactatctgaagg
tgtggggatacaaacgatttttcaagaggtctcttttggagtcatcggactatctgaagg

Ak Ak Ak A A A Ak Ak Ak hkhkhkhkhkhhkhkhhkhhhhhhhkhhhkhhkhkrhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhhkhkkhhkhkhkhkhkhx
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N = Wb GNP Wb ON = Wb (G2 N\ R R OVRTN N = Wb N = Wb O =W

N = Wb

acaatggtctcttggtccggtgttgtgttggagtggtgaagtcacgcacagaaggaccga
acaatggtctcttggtccggtgttgtgttggagtggtgaagtcacgcacagaaggaccga
acaatggtctcttggtccggtgttgtgttggagtggtgaagtcacgcacagaaggaccga
acaatggtctcttggtccggtgttgtgttggagtggtgaagtcacgcacagaaggaccga
acaatggtctcttggtccggtgttgtgttggagtggtgaagtcacgcacagaaggaccga

Ahk A Ak A kA Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhhhkhhhkd ko kA khkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkhhhxxx

ggtgttacaatatcccggtgcecggtttctggecttgggtcagcagtttggaaagettttgg
ggtgttacaatatcccggtgcecggtttctggecttgggtcagcagtttggaaagettttgg
ggtgttacaatatcccggtgccggtttctggecttgggtcagcagtttggaaagettttgg
ggtgttacaatatcccggtgccggtttctggecttgggtcagcagtttggaaagettttgg
ggtgttacaatatcccggtgccggtttctggecttgggtcagcagtttggaaagettttgg

PR R R R R R S R S R R R S R R R R R R R I I R I I R I R I I S R S IR b R b 3

aaagtgggaaaggagctgacgttactttcgaagttgatggagaaacatttcctgctcaca
aaagtgggaaaggagctgacgttactttcgaagttgatggagaaacatttcctgctcaca
aaagtgggaaaggagctgacgttactttcgaagttgatggagaaacatttcctgctcaca
aaagtgggaaaggagctgacgttactttcgaagttgatggagaaacatttcctgctcaca
aaagtgggaaaggagctgacgttactttcgaagttgatggagaaacatttcctgctcaca

KA AR A KRR AR A A A AR IA AR A A A A A bk Ak Ak Ak kA A kA A kA A A AR A Ak Ak kA kA hhkhkhhkhkhhkhkxkx

aattggttcttgcagcacgttctgcagttttcagggcacagctttttggccecgttgagaa
aattggttcttgcagcacgttctgcagttttcagggcacagctttttggeccecgttgagaa
aattggttcttgcagcacgttctgcagttttcagggcacagctttttggeccecgttgagaa
aattggttcttgcagcacgttctgcagttttcagggcacagctttttggccecgttgagaa
aattggttcttgcagcacgttctgcagttttcagggcacagctttttggeccecgttgagaa

Ah A Ak A kA Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhkhhkhhhkhhkhk Ak dhk ko hkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhhxx

gtgaaaataccaattgt_cctattttcaaggattttc

gtgaaaataccaattgtataatcatagaagacgtacaagcccctattttcaaggattttce
gtgaaaataccaattgtataatcatagaagacgtacaagcccctattttcaag-—————--
gtgaaaataccaattettta---------------------------------------

gtgaaaataccaattgtataatcatagaagacgtacaagcccctattttcaag—-———-—--
AKAhkkhkAkKkhAkkkkhkhk KAk Kk k)% *:**

tgtttacgagtgtacaatccgggaccttctcecctggggtgectgecteccecgttectcaaatatt
tgtttacgagtgtacaatccgggaccttctcctggggtgectgctecececgttectcaaatatt

actcacccgggataaga—-—————————"—————————————————————————————————

actcacccgggataaggtttaatctttctacttttctttt_
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N = Wb GNP Wb ON = Wb (G2 N\ R R OVRTN N = Wb N = Wb O =W

N = Wb

————————————————————————— tgttgcttcattttatctactgggatgaaatgcct
tgtacttttttgttgttgttgcagatgttgcttcattttatctactgggatgaaatgecct
———————————————————————— atgttgcttcattttatctactgggatgaaatgcct

gatatgcaagacttaatcggcacagacttgaaatgggcatcaactcttgtggctcagcat
gatatgcaagacttaatcggcacagacttgaaatgggcatcaactcttgtggctcagcat
gatatgcaagacttaatcggcacagacttgaaatgggcatcaactcttgtggctcageat

gatatgcaagacttaatcggcacagacttgaaatgggcatcaactcttgtggctcagcat

ctgcttgcagctgcagaccgttatgctcttgagecggcttagaacaatatgcgagtcaaaa
ctgcttgcagctgcagaccgttatgctcttgagcggcttagaacaatatgcgagtcaaaa
ctgcttgcagctgcagaccgttatgctcttgagcggcttagaacaatatgcgagtcaaaa

ctgcttgcagctgcagaccgttatgctcttgagecggcttagaacaatatgcgagtcaaaa

ctctgtgaaggaatcagcataaatacggtagcaaccaccttggctcttgcagagcagcat
ctctgtgaaggaatcagcataaatacggtagcaaccaccttggctcttgcagagcagecat
ctctgtgaaggaatcagcataaatacggtagcaaccaccttggctcttgcagagcagecat

ctctgtgaaggaatcagcataaatacggtagcaaccaccttggctcttgcagagcagcat

cattgtttccagctgaaagccgcctgcctcaaatttatagectttgeccagaaaacctgaa—
cattgtttccagctgaaagccgcctgcectcaaatttatagectttgeccagaaaacctgaa-
cattgtttccagctgaaagccgcecctgcectcaaatttatagetttgccagaaaacctgaa—

—————— L0 = =

_ttgtttgaatcgctttgatcatgtctgaaatctgaagg
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N = Wb ON B Wb GNP Wb N = Wb N = Wb N = Wb N =W

GNP Wb

———————————————————————————————————— agctgtgatggaaacggatgggtt
———————————————————————————————————— agctgtgatggaaacggatgggtt
———————————————————————————————————— agctgtgatggaaacggatgggtt

__________________ B
ccgcccttgtaacaaaaagttgtctgtaatttcectttagectgtgatggaaacggatgggtt

tgattatctgaaggaaagctgcccgtcecctactaagtgagectattggagtatgtggectag
tgattatctgaaggaaagctgcccgtcecctactaagtgagectattggagtatgtggectag
tgattatctgaaggaaagctgcccgtccctactaagtgagectattggagtatgtggcectag
————— ttgaggctgaaagctgcccgtcecctactaagtgagctattggagtatgtggetag
tgattatctgaaggaaagctgcccgtcecctactaagtgagectattggagtatgtggectag

ek ek hhk kA Ak Ak Ak A A Ak A AR AR A A A A A h A h kA Ak hkhkhk Ak kA kA A Ak A Ak kkkx k%

gctgagtgagcactctttaacatcatcagggcatcgaaaggagttatttgctgatggttyg
gctgagtgagcactctttaacatcatcagggcatcgaaaggagttatttgctgatggttyg
gctgagtgagcactctttaacatcatcagggcatcgaaaggagttatttgctgatggttyg
gctgagtgagcactctttaacatcatcagggcatcgaaaggagttatttgctgatggttg
gctgagtgagcactctttaacatcatcagggcatcgaaaggagttatttgctgatggttg

KAk A Ak A A A A A Ak Ak hk kA hkhkhhkhkhhkhhhkhhhkhkhhkhkhhk A A Ak Ak kA hkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhx

tgacttaaatgggagacgtgtgaagcaacggttacattagcaactaattgagagagagag
tgacttaaatgggagacgtgtgaagcaacggttacattagcaactaattgagagagagag
tgacttaaatgggagacgtgtgaagcaacggttacattagcaactaattgagagagagag
tgacttaaatgggagacgtgtgaagcaacggttacattagcaactaattgagagagagag
tgacttaaatgggagacgtgtgaagcaacggttacattagcaactaattgagagagagag

KA A A A Ak Ak A A A A AR A AR AR A AR A AR A AR A A A A A Ak Ak Ak Ak A A A A AR AR AR AR AR A AR A h ok kK, ok ok

agagagagaggtcacttcgagagcctgagaagatgatggtgaagtaaacagaattttaga
agagagagaggtcacttcgagagcctgagaagatgatggtgaagtaaacagaattttaga
agagagagaggtcacttcgagagcctgagaagatgatggtgaagtaaacagaattttaga
agagagagaggtcacttcgagagcctgagaagatgatggtgaagtaaacagaattttaga
agagagagaggtcacttcgagagcctgagaagatgatggtgaagtaaacagaattttaga

ERE R R R R R R S S S I S S S I S S S S b S b b Sh b b b b b 3

agagtaaagatttgtgtatttgtcattgtaaaaggattagtggttgatctgtgttgttca
agagtaaagatttgtgtatttgtcattgtaaaaggattagtggttgatctgtgttgttca
agagtaaagatttgtgtatttgtcattgtaaaaggattagtggttgatctgtgttgttca
agagtaaagatttgtgtatttgtcattgtaaaaggattagtggttgatctgtgttgttca
agagtaaagatttgtgtatttgtcattgtaaaaggattagtggttgatctgtgttgttca

A A Ak A kA Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhhhhhhhhhkhhkhkdkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhhkhhhhxxx

gctagctaatagagtgaaatgttgggtttttttcttttcttttctecttttgttttcccag
gctagctaatagagtgaaatgttgggtttttttcttttcttttctecttttgttttcccag
gctagctaatagagtgaaatgttgggtttttttcttttcttttctcttttgttttcccag
gctagctaatagagtgaaatgttgggtttttttcttttcttttctcttttgttttcccag
gctagctaatagagtgaaatgttgggtttttttcttttcttttctcttttgttttcccag

AA A Ak A A A Ak Ak ok hk ok hk ok ok hkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhhkhhhkdk kA Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkhhhhhx

gattttatgaccagaaccggttctctcaaggaaaaagtttcatgtgacttcattgataaa
gattttatgaccagaaccggttctctcaaggaaaaagtttcatgtgacttcattgataaa
gattttatgaccagaaccggttctctcaaggaaaaagtttcatgtgacttcattgataaa
gattttatgaccagaaccggttctctcaaggaaaaagtttcatgtgacttcattgataaa

gattttatgaccagaaccggttctctcaaggaaaaagtttcatgtgacttcattgataaa
R S b I e S b S b e S b S b e S b S b I S b S b S b S b b S b S b b b e ah b b dh b S b S 2b 2 b S b S b S b Y
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1489
1763
1432
1071
1496

1549
1823
1492
1126
1556

1609
1883
1552
1186
1616

1669
1943
1612
1246
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1729
2003
1672
1306
1736

1789
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1732
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1849
2123
1792
1426
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1909
2183
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N =W N =W

N = Wb

tttggacttgccaaaaatcattgcagaaactggttctaatatgtttgaacaaaaaagttc
tttggacttgccaaaaatcattgcagaaactggttctaatatgtttgaacaaaaaagttc
tttggacttgccaaaaatcattgcagaaactggttctaatatgtttgaacaaaaaagttc
tttggacttgccaaaaatcattgcag-——=-==—=-==-==-=-===—=-=———=——-——————————-
tttggacttgccaaaaatcattgcag--—————-—-—----"-"-"-"""""""""""""""--"—-—-—

Ak Ak kA Ak Ak Ak kA hkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkhhkxx

actaagctttcttatttgaggtcccagacaataaccttttgatatgtccaataggacaac
actaagctttcttatttgaggtcccagacaataaccttttgatat

———————————————————————————— 1995
tatttaagtctcaaccacacaacaaagt 2331

tcaaccacacaacaaagt 2000
———————————————————————————— 1512
———————————————————————————— 1942

1969
2243
1912
1512
1942

1995
2303
1972
1512
1942



Prilog I11. Poravnanje sekvenci Cetiriju varijanti gena BPM3 kod biljke A. thaliana i odabir pocetnica za
njihovo umnazanje. Sekvence molekula cDNA preuzete su iz baze TAIR i poravnate u programu Clustal
Omega. Zvjezdicom su oznac¢eni nukleotidi koji su identi¢ni u sve Cetiri sekvence. Mjesta vezanja pocetnica
obiljezena su razli¢itim bojama: zutom (FW BPM3.1234), crvenom (REV BPM3.2), sivom (FWm
BPM3.1234), zelenom (FW BPM3.34), svijetloplavom (REV BPM3.4) i tamnoplavom (REV BPM3.13).

BPM3.2 gttggcttatggtcgttggacactactttcgagcccattacatttaatatcctttaaaat 60
BPM3.4  mmm e e 0
BPM3.1  —————- ttatggtcgttggacactactttcgagcccattacatttaatatcctttaaaat 54
BPM3.3  —-———- ttatggtcgttggacactactttcgagcccattacatttaatatcctttaaaat 54
BPM3.2 aaaaaataaagaaggcgaaaacagtttcccccaaattctcataattttcacaaacaacct 120
BPM3.4 = @ —mmmmmmmmmmmm tttcccccaaattctcataattttcacaaacaacct 36
BPM3.1 aaaaaataaagaaggcgaaaacagtttcccccaaattctcataattttcacaaacaacct 114
BPM3.3 aaaaaataaagaaggcgaaaacagtttcccccaaattctcataattttcacaaacaacct 114
LR I b I S S I S b S b S b S R b b S b I S b S b ]
BPM3.2 ctcgtcttctaggttaatccaatttcgtcgattcatgaagttcacaattctcccatcgga 180
BPM3.4 ctcgtcttctaggttaatccaatttcgtcgattcatgaagttcacaattctcccatcgga 96
BPM3.1 ctcgtcttctaggttaatccaatttcgtcgattcatgaagttcacaattctcccatcgga 174
BPM3.3 ctcgtcttctaggttaatccaatttcgtcgattcatgaagttcacaattctcccatcgga 174
KA KA AR AR A A A AR A A A AR A A A AR A A A AR A AR AR A A A A AR A A A A A A A A A A A A kA A A vk k %
BPM3.2 aaattcttcgtaatcgacgacgaagagatcatgagtaccgtcggaggtatagagcagttg 240
BPM3.4 aaattcttcgtaatcgacgacgaagagatcatgagtaccgtcggaggtatagagcagttg 156
BPM3.1 aaattcttcgtaatcgacgacgaagagatcatgagtaccgtcggaggtatagagcagttg 234
BPM3.3 aaattcttcgtaatcgacgacgaagagatcatgagtaccgtcggaggtatagagcagttg 234
KA KA AR AR A AR AR A AR AR A AR AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A A A Ak x Ak kK
BPM3.2 atacctgattccgtttcaacgtcgttcatcgaaacggtgaacggttcgcaccagttcacg 300
BPM3.4 atacctgattccgtttcaacgtcgttcatcgaaacggtgaacggttcgcaccagttcacg 216
BPM3.1 atacctgattccgtttcaacgtcgttcatcgaaacggtgaacggttcgcaccagttcacg 294
BPM3.3 atacctgattccgtttcaacgtcgttcatcgaaacggtgaacggttcgcaccagttcacg 294
R S b I S e S b S b e S b S b e S b S b S b S b I S b S b I S S b b 2 S b I 2 b S b b 2b 2 b S b S Jb S b Y
BPM3.2 attcaaggttactctctagccaaaggcatgagccctgggaagtttatacagagcgatatc 360
BPM3.4 attcaaggttactctctagccaaaggcatgagccctgggaagtttatacagagcgatatc 276
BPM3.1 attcaaggttactctctagccaaaggcatgagccctgggaagtttatacagagecgatatce 354
BPM3.3 attcaaggttactctctagccaaaggcatgagccctgggaagtttatacagagcgatatce 354
KA KA AR AR A AR AR A A A AR A AR AR A AR AR AR A AR AR A AR AR A AR AR A A A AR dA A A Ak h Ak k
BPM3.2 ttctccgttggtggatacgattgggcgatttacttctatcctgatgggaagaacccggag 420
BPM3.4 ttctccgttggtggatacgattgggcgatttacttctatcctgatgggaagaacccggag 336
BPM3.1 ttctccgttggtggatacgattgggcgatttacttctatcctgatgggaagaacccggag 414
BPM3.3 ttctccgttggtggatacgattgggcgatttacttctatcctgatgggaagaacccggag 414

KA AR AR A AR A A A AR A AR A A A A A bk Ak Ak kA Ak hkhk Ak A kA A A A kA Ak Ak hkhkhkhkhhkhkhhkhhhkhkkkx
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BPM3.
BPM3.
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BPM3.
BPM3.

BPM3.
BPM3.
BPM3.
BPM3.

w R BN w R BN w RN w PR BN WP N w P N w R BN w R BN w PR BN

WP N

gaccagtcctcgtatatctctttgttcatcgectttagecgagtgattctaatgatattagg
gaccagtcctcgtatatctctttgttcatcgectttagecgagtgattctaatgatattagg
gaccagtcctcgtatatctctttgttcatcgectttagcgagtgattctaatgatattagg
gaccagtcctcgtatatctctttgttcatcgectttagcgagtgattctaatgatattagg

KA AR AR A AR A A A A A A A h A A Ak Ak Ak kA hkhkhkhk kA Ak A A A Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhhkhkxkx

gctttgtttgagcttacgcttatggatcagagtgggaaagggaaacataaggtgcatagt
gctttgtttgagcttacgcttatggatcagagtgggaaagggaaacataaggtgcatagt
gctttgtttgagcttacgcttatggatcagagtgggaaagggaaacataaggtgcatagt
gctttgtttgagcttacgcttatggatcagagtgggaaagggaaacataaggtgcatagt

Ak khhkhkhhkhhhA kA hhhkhhAhrhkhhkhrhkhdkhrhkd Ak dhrhkhdhkrhkhd kv hkrhk kv hkrhkhrkhxkx*

cactttgatcgggcgcttgaaggtggtccttatacacttaagtataaaggaagcatgtgg
cactttgatcgggcgcttgaaggtggtccttatacacttaagtataaaggaagcatgtgg
cactttgatcgggcgcttgaaggtggtccttatacacttaagtataaaggaagcatgtgg
cactttgatcgggcgcttgaaggtggtccttatacacttaagtataaaggaagcatgtgg

Ak A Ak A kA Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhhkhhhhkhdhkd ko hkdhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhhhdxxx

ggttacaaacgctttttcaaacgatcagctttagaaacctctgactacttaaaggatgat
ggttacaaacgctttttcaaacgatcagctttagaaacctctgactacttaaaggatgat
ggttacaaacgctttttcaaacgatcagctttagaaacctctgactacttaaaggatgat
ggttacaaacgctttttcaaacgatcagctttagaaacctctgactacttaaaggatgat

KA A Ak AR A A A A Ak Ak kA hkhkhhkhkhhkhhhkhhkhkhkhkhkhkh kA Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkxkx

tgtcttgtcatcaattgtactgttggcgttgttagagecccgactcgagggtccaaaacag
tgtcttgtcatcaattgtactgttggcgttgttagagecccgactcgagggtccaaaacag
tgtcttgtcatcaattgtactgttggcgttgttagagecccgactcgagggtccaaaacag

tgtcttgtcatcaattgtactgttggcgttgttagagcccgactcgagggtccaaaacag
R S b S e S I S S e S b S S e S b S I I S b S b S b S b I S b S b b b e S b b I S b S b S b S b S b S b Y

tatggcattgtgctacccctgtcgaatatgggtcagggattgaaagacttgttagattct
tatggcattgtgctacccctgtcgaatatgggtcagggattgaaagacttgttagattct
tatggcattgtgctacccctgtcgaatatgggtcagggattgaaagacttgttagattct
tatggcattgtgctacccctgtcgaatatgggtcagggattgaaagacttgttagattct

KA AR A AR AR A A A A A AR A Ak Ak Ak hkhkhkhkhkhkhk Ak Ak A A A Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhhkhkkxkx

gaagttggttgtgacatagctttccaagtcggagatgaaacatacaaagctcacaaactg
gaagttggttgtgacatagctttccaagtcggagatgaaacatacaaagctcacaaactg
gaagttggttgtgacatagctttccaagtcggagatgaaacatacaaagctcacaaactg
gaagttggttgtgacatagctttccaagtcggagatgaaacatacaaagctcacaaactg

KA A A A Ak A A A A A A A A AR A AR AR A A A A A A A AR A A Ak Ak Ak kA A A A A AR AR A AR A AR Rk Kk h ok ok ok

attctcgcggcacgctccccagtttttagagectcagttttttggaccaattgggaataac
attctcgcggcacgctccccagtttttagagectcagttttttggaccaattgggaataac
attctcgcggcacgctccccagtttttagagectcagttttttggaccaattgggaataac
attctcgcggcacgctccccagtttttagagectcagttttttggaccaattgggaataac

Ak Ak A kA Ak Ak hkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhkhhhkdhk kA khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhhxxx

aatgtggatagaatagtgatagacgacatcgaaccttctatcttcaaggctatgcttage
aatgtggatagaatagtgatagacgacatcgaaccttctatcttcaaggctatgcttagce
aatgtggatagaatagtgatagacgacatcgaaccttctatcttcaaggctatgcttagce
aatgtggatagaatagtgatagacgacatcgaaccttctatcttcaaggctatgcttage

hhkhkhkhhkhhkhhhhhkhhk kA kA A kA Ak hk ok hkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkdhkhkdAkkkkkk kKK **

ttcatttacaccgatgtacttcctaatgtgcatgaaattaccgggtcaacttctgeccagt
ttcatttacaccgatgtacttcctaatgtgcatgaaattaccgggtcaacttctgeccagt
ttcatttacaccgatgtacttcctaatgtgcatgaaattaccgggtcaacttctgeccagt
ttcatttacaccgatgtacttcctaatgtgcatgaaattaccgggtcaacttctgccagt

Ak A Ak A A A Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhhhhhkhhhkdhkhk Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhhhhxxx
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w P BN w R BN w R BN w R BN WP N w R BN w R BN w PR BN w P BN

w PR N

tcgtttacaaacatgatacaacatctcttggcagctgctgacctctatgaccttgcaagg
tcgtttacaaacatgatacaacatctcttggcagctgctgacctctatgaccttgcaagg
tcgtttacaaacatgatacaacatctcttggcagctgctgacctctatgaccttgcaagg

tcgtttacaaacatgatacaacatctcttggcagctgctgacctctatgaccttgcaagg
KA KA AR AR A AR AR A A A A KNI A A AR AR A AR AR A AR AR AR A A AR A A A AR A A A A hA kA Ak kK, k%

ttaaagatattatgtgaagttttgctatgcgaaaaacttgatgttgataatgtggcaaca
ttaaagatattatgtgaagttttgctatgcgaaaaacttgatgttgataatgtggcaaca
ttaaagatattatgtgaagttttgctatgcgaaaaacttgatgttgataatgtggcaaca
ttaaagatattatgtgaagttttgctatgcgaaaaacttgatgttgataatgtggcaaca

KA ARk A A A AR A Ak Ak kA kA Ak kA hkhkhhkhkhkhkhkhkhd kA kA Ak Ak hkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhhhkxxx

acacttgcgttggctgaacagcaccaattcttacagctcaaagcgttctgecttagaattt
acacttgcgttggctgaacagcaccaattcttacagctcaaagcgttctgecttagaattt
acacttgcgttggctgaacagcaccaattcttacagctcaaagcgttctgecttagaattt
acacttgcgttggctgaacagcaccaattcttacagctcaaagcgttctgecttagaattt

ERE R R R S S R S R R R R R R R I I S 2 S b 2 b b b b 3

gttgcatctccagcaaacttgggag_gttttttcagtc

gttgcatctccagcaaacttgggaggagactcgatgcttgattagacggcttgaggttta
gttgcatctccagcaaacttgggag-————————"——"————————————————————————

gttgcatctccagcaaacttgggagg_gcttgaggttta

KAKAKkAKAKAA KR KA KK Kh KKk Kk khkhkhkkkkk

tgcacttttagatgcctatatagactcacactcgtgtatttttcttttgaatacatgttt
tcatcctcaactaggtgcgataattagttgttttgattat-—-ttttatcgacaatctag
—————————————— ctgtaatgaagtccgaagggttcaag---cacttgaaacagagctg

tcatcctcaactagctgtaatgaagtccgaagggttcaag-—-—-cacttgaaacagagctg
* K *

tcgtgctttaattgcaacattgttatcatatgatgagatagtagaatgtataggtcctge
ttttaa-——————--——- agttaacaatgactagccaatgggtaaaatatattttgcattc
tcccactttgttatctgagttgctgaacactgttgcagcagcagataagagctcgacgag
tcccactttgttatctgagttgctgaacactgttgcagcagcagataagagctcgacgag

* * K * * x  % *
attgaattggtgttactatca---atgtggtaaaacttagtt----taaaggtactgcca
tggaagatagagattcaataccacatgtcct-—-—-——- ggtcttaatgttaaattcca----

tggacaatca---aacaagaaaagaagtgcgagcagtgtattagggtgtgacactacaaa
tggacaatca-—--aacaagaaaagaagtgcgagcagtgtattagggtgtgacactacaaa
*

*  x *  kk * % *

tggaatccttttcatcaacctacaacttgagctatactttgacactagaaacaatggcaa
————— cgtaaatgctgttatcacatcta--aaggtagtgcaatcatttgcagaacttaaa
tgtgaggcaattgaggaggagaacacga-—-aaagaagtgcgagcagtgtcttaggatcat
tgtgaggcaattgaggaggagaacacga--aaagaagtgcgagcagtgtcttaggatcat

* * * * % * * *

tagtaacagagagaacaactttacgaaactatatatttttaaagatta-—-aaaccttgta
—actaaacatttctttctttctctaaaactgaaactggtgaatatgg-—-—atatgttgtt
tacataccgtatgcaaaattctagaa--ttatgcattgtgtttcaagcagagtttatgaa
tacataccgtatgcaaaattctagaa--ttatgcattgtgtttcaagcagagtttatgaa

* * * X * * * * * * x
tgaaggatcatctg---ccttattt------------------------------ gtat
ttccaaca----tggtggac---ttttcttttgtgtgtaatagagtgttattagttggat

ttccaagtcatcccgtgaacttttttaccagtgagaattatagaggcctgaactctgaac
ttccaagtcatcccgtgaacttttttaccagtgagaattatagaggcctgaactctgaac

* * % * %

xii

1080
996

1074
1074

1140
1056
1134
1134

1200
1116
1194
1194

1260
1176
1219
1254

1320
1233
1262
1311

1380
1282
1322
1371

1433
1333
1379
1428

1493
1386
1437
1486

1551
1442
1495
1544

1577
1495
1555
1604



BPM3.
BPM3.
BPM3.
BPM3.

BPM3.
BPM3.
BPM3.
BPM3.

BPM3.
BPM3.
BPM3.
BPM3.

w PR BN WP BN
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gatccggtttatataatgcatttgggacttggtgcttggtgcttagtgtaatagtaatcc

gatattatggatgaaaagaat---ccaggaaaag--—-—-—-——-— taaaaagtaagtgatgttyg
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Prilog IV. Poravnanje sekvenci poznatih varijanti gena BPM2.3 i BPM2.4 s genomskom DNA gena BPM2
i prou¢avanim fragmentom koji predstavlja dio sekvence nove varijante gena BPM2.6. Sekvence molekula
cDNA i genomske DNA preuzete su iz baze TAIR, a poravnanje je provedeno u programu Clustal Omega.
Zvjezdicom su oznaceni nukleotidi koji su identi¢ni u sve Cetiri sekvence. Sivom bojom je oznacen slijed

duljine 189 nt koji ne pokazuje homologiju s poznatim varijantama gena BPM2.

BPM2.3 TCGCAACCTACCAAACTGTTGTGTTTAAAACTTAAACCGATCTATCAAGCAAGTGGTTCC 60
BPM2.4 = e AAAACTTAAACCGATCTATCAAGCAAGTGGTTCC 34
BPM2.6 = ——mmmmmmmmmmmmmmmmmmmm————————— o AAACCGATCTATCAAGCAAGTGGTTCC 27
gDNA tcgcaacctaccaaactgttgtgtttaaaacttaaaccgatctatcaagcaagtggttcece 60
khkhkkhkhkhkhkhkhrhkhkkhkkhkkhkkhkhhkhrhkhkhkhkk*kx*x
BPM2.3 TCTCTCTCTCTACCTCTCGTTTTTGGCCAACGTCGTCGTCTTCACGATCCACGACGATTC 120
BPM2.4 TCTCTCTCTCTACCTCTCGTTTTTGGCCAACGTCGTCGTCTTCACGATCCACGACGATTC 94
BPM2.6 TCTCTCTCTCTACCTCTCGTTTTTGGCCAACGTCGTCGTCTTCACGATCCACGACGATTC 87
gDNA tctctctctctacctetegtttttggeccaacgtegtegtecttcacgatccacgacgatte 120
Ak hkhkhkhkhhkhkhkhkrhkhkkhhkhkhhkhhkhhkhkhhkhkhkrhkrkhkhhkhkhkhhk bk bk hkrhkhkhkrhkhkhkhkhkhhkhkhxk
BPM2.3 AGTTCTTGAGTTCCGGCGATTATCGGTCTCTCACTTCTGGTTCCGTTGAACCCCTCATTT 180
BPM2.4 AGTTCTTGAGTTCCGGCGATTATCGGTCTCTCACTTCTGGTTCCGTTGAACCCCTCATTT 154
BPM2.6 AGTTCTTGAGTTCCGGCGATTATCGGTCTCTCACTTCTGGTTCCGTTGAACCCCTCATTT 147
gDNA agttcttgagttccggcgattatcggtctctcacttectggttececgttgaaccectcattt 180
khkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhAhkhkhhhkhkhhkhkhhhhhkhkhkhhkhkhrhhkhhkkhkhhhkhrrhrhkhkkhkkhkkhhhdxxkx
BPM2.3 CTCTTCTCGCCCGTGCTCTCAAATTCCGATATTTGCCCCTGTGATTCGAAACCCTAATTT 240
BPM2.4 CTCTTCTCGCCCGTGCTCTCAAATTCCGATATTTGCCCCTGTGATTCGAAACCCTAATTT 214
BPM2.6 CTCTTCTCGCCCGTGCTCTCAAATTCCGATATTTGCCCCTGTGATTCGAAACCCTAATTT 207
gDNA ctcttctcgcccgtgctctcaaatteccgatatttgececctgtgattcgaaaccctaattt 240
KA AR A A AR A A A AR A A A KA A A A A A AR A AR A A A AR AR A AR A AN AR A A AR A A AR ANk A xAhA Ak kA kK
BPM2.3 CGCCTATCAATCTGGAAAATCTCTCAATTCGAAGACTTTAGCAGCGCAARAGATACTCTAT 300
BPM2 .4 CGCCTATCAATCTGGAAAATCTCTCAATTCGAAGACTTTAGCAGCGCAAAGATACTCTAT 274
BPM2.6 CGCCTATCAATCTGGAAAATCTCTCAATTCGAAGACTTTAGCAGCGCAAAGATACTCTAT 267
gDNA cgcctatcaatctggaaaatctctcaattcgaagactttagcagecgcaaagatactctat 300
R I b I b I S I R I b b b Sh b Sb b S S b b b b b I Sh I S Sh b Sb 2 S db S b b b b db b 2b b Sb I 2b I Sh b Sb b S 2b S 4
BPM2.3 CCGGGTAATAAGATCGAAGAAACCATCAATTTCTTACCAAAGTCGTGATTCTTGGATCTC 360
BPM2.4 CCGGGTAATAAGATCGAAGAAACCATCAATTTCTTACCAAAGTCGTGATTCTTGGATCTC 334
BPM2.6 CCGGGTAATAAGATCGAAGAAACCATCAATTTCTTACCAAAGTCGTGATTCTTGGATCTC 327
gDNA ccgggtaataagatcgaagaaaccatcaatttcttaccaaagtecgtgattcttggatcte 360
khkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhAhkhkhhhhkhhkhkhhhhhhkhhhkhkrhhkhkhkhkhhhkhrhrhkkhkkhkkhkkhhhhxxkx
BPM2.3 GTCTTTGTTTGATGGACACAATTAGGGTTTCCAAGGAGGTTCCTGGATCTTCGAAATCGA 420
BPM2.4 GTCTTTGTTTGATGGACACAATTAGGGTTTCCAAGGAGGTTCCTGGATCTTCGAAATCGA 394
BPM2.6 GTCTTTGTTTGATGGACACAATTAGGGTTTCCAAGGAGGTTCCTGGATCTTCGAAATCGA 387
gDNA gtctttgtttgatggacacaattagggtttccaaggaggttcctggatcttcgaaatcga 420
khkhkkhkhkkhkkhkhAkhkhkhkhhkhkhkhkhkhAhrhkhhhkhkhkhkhkhrhkhhhkhkhkhhkhkrhrhhkhkkhkkhhhkhrrhrhkkhkkhkkhkhhhdxxxx
BPM2.3 CCGCACAGTCGCTCACGGAGTCGACCTCTCGCACGGAAACCATCAATGGCTCCCACGAAT 480
BPM2.4 CCGCACAGTCGCTCACGGAGTCGACCTCTCGCACGGAAACCATCAATGGCTCCCACGAAT 454
BPM2.6 CCGCACAGTCGCTCACGGAGTCGACCTCTCGCACGGAAACCATCAATGGCTCCCACGAAT 447
gDNA ccgcacagtcgctcacggagtcgacctctecgcacggaaaccatcaatggctcccacgaat 480

kA khk kA hhkhkhkhhkhkhhhkrhhhkrhhkhkrhhkhkrhhkhkrhhkhkhhhkdhkhhkrhhkhkrkhhkrhhkhkrxhkkxxk*k
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TCAAGATCAGCGGCTACTCTTTGGTCAAAGGCATGGGGATTGGCAAATACGTTGCCTCGG
TCAAGATCAGCGGCTACTCTTTGGTCAAAGGCATGGGGATTGGCAAATACGTTGCCTCGG
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tcaagatcagcggctactctttggtcaaaggcatggggattggcaaatacgttgectcgg
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cagaggataattctgtctacgtgtctctcttcatagcccttgcgagtgaaggagecgatyg
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TTTCAAGAGGTCTCTTTTGGAGTCATCGGACTATCTGAAGGACAATGGTCTCTTGGTCCG
TTTCAAGAGGTCTCTTTTGGAGTCATCGGACTATCTGAAGGACAATGGTCTCTTGGTCCG
TTTCAAGAGGTCTCTTTTGGAGTCATCGGACTATCTGAAGGACAATGGTCTCTTGGTCCG
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R R R S S S I S I R R R I S S S I I b R R I S S S S b b S S S S S I b R I S S S S S b i

GTGTTGTGTTGGAGTGGTGAAGTCACGCACAGAAGGACCGAGGTGTTACAATATCCCGGT
GTGTTGTGTTGGAGTGGTGAAGTCACGCACAGAAGGACCGAGGTGTTACAATATCCCGGT
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gtgttgtgttggagtggtgaagtcacgcacagaaggaccgaggtgttacaatatcccggt

Ak ok kA hh kA hhhkhkhhkrkhhhkrh kA rhkhkrhhkhkrhkhkhhkkhkhhhkrkhkhkhkhkhhkrhhkhkrhkhkkxxk*k
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Sudionik Biostudologije, javni seminar studenata Bioloskog odsjeka (2015/16; 2018/19)

Terenska nastava iz zoologije i botanike

Ostale vjestine:

- jezici: hrvatski (materinski jezik), engleski
- digitalne vjestine: Microsoft Windows, MS Office

- vozacCka dozvola B kategorije

Dodatne informacije:

Sudionik na 4. Simpoziju studenata bioloskih usmjerenja (SiSB) (2018/19)

XiX



