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— origin recongnition complex
— humani protein Orc4

— autonomno replikujuée sekvence, eng. Autonomosly Replicating
Seqguences

— ARS - konsenzusne sekvence, eng. ARS-Consensus Sequence

— hipoksanitin guanin fosforibozil transferaza, eng. Hypoxanthine
Guanine Phosphoribosyl Transferase

— dihidrofolat reduktaza, eng. Dihydrofolate Reductase
— Amplification Controlling Element 3

— Amplification Enhancing Element

— Locus Control Region

— histon acetiltransferaza koja se vezuje za Orc1, eng. Histone
acetyltransferase Binding to Orc1

— lamin B2 replikator

— Translocase of Inner Mitochondrial Membrane 13

— prereplikacioni kompleks

— preinicijatorni kompleks

— protein Celijskog ciklusa 6, eng. Cell Division Cycle 6 protein

— faktor replikacije 1, eng. DNA Replication Factor 1

— ciklin zavisna kinaza

— Dfb-zavisna kinaza

— protein Celijskog ciklusa 45, eng. Cell Division Cycle 45 protein
— replikativni protein A, eng. Replication Protein A

— nuklearni antigen EpStajn-Barovog virusa 1, eng. Epstein-Barr nuclear
antigen-1

— MiniChromosome Maintenace complex
— signal za lokalizaciju u jedru, eng. Nuclear Localization Signal

— adenozin-tio-tri-fosfat, eng. Adenosine 5'-O-(3-thio)triphosphate



EMSA — esej promene elektroforetske  pokretljivosti,  eng.
Electrophoretic Mobility Shift Assay

AAA+ ATPases — ATPaze povezane sa razliCitim funkcijama u celiji, eng.
ATPases Associated with a variety of cellular Activities

IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktozid

PAGE — elektroforeza u poliakrilamidnom gelu, eng. PolyAcrilamide Gel

Electrophoresis



APSTRAKT

U ¢elijama svih zivih organizama replikacija DNK odvija se u nekoliko sloZenih
i medusobno veoma slicnih faza, a zapoCinje tek kada inicijacioni proteinski
kompleks prepozna specificne sekvence u genomu (orf). | pored velikog bioloSkog
znaCaja procesa replikacije malo se zna o mehanizmima koji reguliSu inicijaciju
sinteze DNK visecelijskih eukariota. Ori sekvence ovih organizama ne sadrze
konsenzusne sekvence, ali su bogate AT baznim parovima koji su grupisani u kratke,
naizmenicne ili homogene nizove. Ovakvi elementi mogu da formiraju alternativne
strukture, a alternativne strukture mogu biti znaajne za interakciju ori sekvenci i
inicijacionog kompleksa, ili mogu nastati tokom interakcije inicijacionog kompleksa i

DNK i biti znacajne za naredne faze inicijacije.

U ovom radu ispitivane su interakcije rekombinantnog proteina HsOrc4 sa
fragmentom Ibo | izolovanim iz humanog replikatora LMNB2 i razli¢itim i sintetskim
DNK koje sadrze A i T elemente. Protein HsOrc4 je izabran za analizu jer Cini deo
kompleksa ORC (eng. Origin Recognition Complex), pokazuje samostalnu DNK-
vezivnu aktivnost i pripada AAA+ superfamilije makromolekulskih Saperona. U radu
je potvrdeno da se HsOrc4 preferencijalno vezuje za DNK bogatu AT baznim
parovima ili TAT elementima, i pokazano da stimuliSe nekanonsku renaturaciju
komplementarnih lanaca fragmenta Ibo | u specifi¢nu trolan¢anu strukturu. Takode je
pokazano da ovaj protein stimuliSe i formiranje TAT tripleksa od odgovarajucih
oligonukleotida. U radu je opisana i sasvim neocCekivana sposobnost proteina
HsOrc4 da katalizuje asocijaciju homoadeninskih oligonukleotida u ranije nepoznate
dvolan€ane i, verovatno, ¢etvorolancane strukture. Homoadeninske strukture bile su
zavisne od magnezijumovih jona, termostabilne i povezane Hugstinovim vezama.
Sudeci prema delovanju mutiranih formi proteina HsOrc4 neaktivnih u vezivanju ili
hidrolizi ATP-a, za kataliticku aktivnost HsOrc4 bilo je neophodno vezivanje, ali ne i
hidroliza ATP-a.

Buduc¢i da je osnovna uloga inicijacionog kompleksa da remodeluje ori
sekvencu i pripremi je za naredne faze inicijacije, ovakvo delovanje proteina HsOrc4
moglo bi da doprinese formiranju kompleksne arhitekture ori replikacije i da, u skladu

s tim, ima znac¢ajnu ulogu u inicijaciji replikacije.



ABSTRACT

In multicellular eukaryotes DNA replication initiates at fixed chromosomal sites
called origins of replication. Origins of replication host initiation start sites and binding
sites for universal eukaryotic initiator called origin recognition complex (ORC), but do
not share conserved consensus sequences. However, all origins are AT rich and
contain homopurine/homopyrimidine stretches that could form alternative DNA
structures. This could indicate that peculiar DNA structure plays important role in

origin function.

In order to understand alternative structures of origins and the manner in
which specific proteins influence DNA structure, we have investigated interactions of
recombinant protein HsOrc4 with various origin or synthetic DNAs. HsOrc4 was
chosen as DNA-binding component of ORC and a member of the AAA+ superfamily
of macromolecular chaperons. It was confirmed that recombinant protein HsOrc4
preferentially recognized double-stranded and triple-stranded AT rich DNA. It was
demonstrated that HsOrc4 stimulated renaturation of the origin fragment Ibo | into
specific triple stranded structure, or renaturation of complementary oligonucleotides
into intermolecular TAT triplex. An unexpected feature of HsOrc4 shown in our study
was its ability to catalyze selfassociation of adenines and thus create homoadenine
duplexes and possibly quadruplexes. The action of HsOrc4 in all of these reactions
was dependent on the presence of magnesium ions and ATP. ATP had a role as a
cofactor, because HsOrc4 did not require its hydrolysis for activity in these reactions.
The mutated form HsOrc4 WA, which could not bind ATP, was inactive in
restructuring reactions, whereas mutated form HsOrc4 WB, unable to hydrolyze ATP,
showed similar activity to the wild type HsOrc4. Ability to form Hoogsteen bonds was
essential for substrates in restructuring reactions, as these bonds held newly formed
structures together. Substrates containing 7-Deaza-ATP, dATP analog unable to

form Hoogsteen bonds, were inactive in these assays.

The features of HsOrc4 showh in this study are potentially biologically
important, because HsOrc4 acting in this way could expand structural repertoire of
genomes by producing energetically unfavorable DNA structures. These structures

may be involved in determination of origin specificity.
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1 UVOD

Nakon odredivanja kompletnih genomskih sekvenci velikog broja organizama,
razumevanje funkcionalne organizacije genoma postaje jedan od najvecih izazova
moderne biologije. Mnogi aspekti funkcionisanja genoma nisu dovoljno prouceni, pa
¢ak i procesi neophodni za propagaciju Zivota, poput replikacije DNK, jo§ uvek Kriju
mnoge tajne.

Replikacija DNK predstavlja visoko uredeni proces u kome uCestvuje veliki
broj molekula Cija koordinisana aktivnost omogucava prenosenje geneticke
informacije iz generacije u generaciju. | pored ogromnih razlika u organizaciji genoma
Zivih organizama, postoje bitne, zajedniCke karakteristike ovog procesa. Udvajanje
DNK je semikonzevativno, §to znali da svaki novonastali molekul sadrZi jedan
parentalni i jedan novosintetisani lanac. Replikacija otpoCinje sa specificnih mesta u
genomu — ishodista replikacije ili ori sekvenci (eng. Origin of Replication) i odvija se
bidirekciono. DNK polimeraza, enzim koji ugraduje nukleotide, funkcionise u 5" — 3’
smeru, tako da se jedan novonastali lanac sintetiSe kontinuirano (vodeci lanac), a
drugi diskontinuirano (zaostajuci lanac).

Za razliku od prokariota, kod kojih je cela geneticka informacija organizovana
u jednom cirkularnom hromozomu, genom eukariota je razdeljen na vedi broj
linearnin hromozoma. Da bi se slozeni genomi eukariota replikovali sa apsolutnom
tatnoscu, u pravom trenutku i samo jednom u toku celijskog ciklusa, povecanje
kolicine geneti¢kih informacija bilo je praceno i usloZnjavanjem regulacije procesa

replikacije u toku evolucije (1).




1.1 Modeli inicijacije replikacije

U pokusaju da se objasni proces inicijacije replikacije postavljen je model
replikona (2). Po ovom modelu, replikon je definisan kao jedinica DNK sposobna za
samostalnu replikaciju, koja nosi dva specificna geneticka elementa: gen koji kodira
inicijatorni protein i DNK element za Kkoji se inicijatorni protein vezuje. Inicijatorni
protein se obiCno naziva inicijatorom, a mesto za koje se vezuje replikatorom.
Sinteza DNK otpoCinje sa ori sekvenci koje predstavljaju fizicki mapirane regione
hromozoma koji sadrze mesto inicijacije. Replikacija je pozitivno regulisana
interakcijom izmedu inicijatora i replikatora.

Geni koji kodiraju inicijatorne proteine, kao i replikatorske sekvence
identifikovani su kod bakterija, ali i kod virusa, eukariota i Archea.

U skorije vreme model replikona je prilagoden da bolje objasni inicijaciju
replikacije eukariota, pa je predlozen tzv. model relaksiranog replikona (3). U njemu
se replikator, kao specificna sekvenca DNK, zamenjuje geneti¢kim elementom
zavisnim od konteksta u kome se nalazi. Inicijator prepoznaje vise svojstava
replikatora kao 8to su sekvenca DNK, hromatinska struktura i lokalna hromozomska
arhitektura (4). | definicija inicijatora je donekle promenjena, pa su kao inicijatori
definisani proteini sa tri osnovne funkcije: prepoznavanje ori sekvenci, odmotavanje
molekula DNK i regrutovanje, putem protein-protein interakcija, enzima i pomocnih
proteina koji uestvuju u replikaciji (5).

Termin ori ili ishodiSte replikacije ozna¢ava mesto gde replikacija zapocinje,
kao i okolne sekvence koje stimu!iéuAiniCijaciju replikacije. U okviru ori nalazi se i
mesto vezivanja inicijatornog proteinskog kompleksa koji zatim regrutuje replizom,

enzimski kompleks zaduZen za sintezu DNK. Kod eukariota inicijatorni kompleks



predstavlja Sestollani proteinski kompleks nazvan ORC od eng. Origin Recognition
Complex. Zbog toga Sto se vezuje direktno za DNK i dovodi DNK polimerazu na

mesta inicijacije, ORC se smatra univerzalnim eukariotskim inicijatorom (6).

1.2 Ori sekvence eukariota

Za razliku od bakterijskih i virusnih genoma kod kojih replikacija poCinje sa
jednog precizno definisanog ori, replikacija genoma metazoa pocinje sa viSe stotina,
pa Cak i hiljada mesta inicijacije replikacije. Vecina ori sekvenci metazoa ne sadrZi
oCigledne, konzervisane motive, pa ih je Cesto teSko identifikovati i okarakterisati.
Svaki linearni eukariotski hromozom sastavljen je od mnostva replikacionih jedinica
koje su duz hromozoma rasporedene u nepravilnim razmacima (10 — 330 kb) (7).
Kompleksnosti inicijacije replikacije kod metazoa doprinosi i ¢injenica da je replikacija
asinhrona, da ne pocCinje u isto vreme sa svih ori sekvenci, ali se ipak odvija jednom i
samo jednom u toku celijskog ciklusa. Pored toga uo€ava se i izvesna fleksibilnost u
aktivnosti ori u razli¢itim uslovima rasta i razliitim razvojnim stadijumima. Na
regulaciju aktivnosti eukariotskih ori utiCu i epigenetski faktori, razliCita svojstva
strukture i funkcije hromatina. Sve ove modulacije Cine replikacionu masineriju
elasticnom, Sto je neophodnu za koordinisanu aktivnost velikog broja mesta

inicijacije.

1.2.1 Ori sekvence jednocelijskih eukariota

Pekarski kvasac, Saccharomyces cerevisiae, predstavija eukariotski

organizam kod koga su ori sekvence najbolje proucene i jedini kod koga su o okviru



njih identifikovani konzervisani motivi. Mesta inicijacije replikacije se kod ovog kvasca
oznacCavaju kao ARS (eng. Autonomosly Replicating Sequences), zbog toga Sto su
prvi put identifikovana u sekvencama koje obezbeduju autonomnu replikaciju
epizoma koji ih nosi. Daljim istraZivanjima pokazano je da replikacija DNK zapocinje
unutar ovih sekvenci, bez obzira da li su prisutne u plazmidu ili u svom prirodnom
hromozomskom okruzenju (8, 9). Mutaciona analiza potvrdila je pretpostavku da ARS
elementi predstavljaju replikatore kvasca (10).

Kao i kod prokariota i animalnih DNK virusa, ori pekarskog kvasca se sastoje
od nekoliko kratkih, dobro definisanih blokova sekvenci. Ori sekvence su bogate AT
nizovima i duge 100 bp do 200 bp. SadrzZe kratak, visoko konzervisan i neophodan
element A i neSto manje konzervisane elemente B (11). Element A sadrzi niz od 11
bp - (A/MTTTAT(A/JG)TTT(A/T), oznaCen kao ACS (eng. ARS-Consensus
Sequence) i jo§ nekoliko susednih nukleotida. On igra glavnu ulogu u vezivanju
kompleksa ORC, dok elementi B sluze da povecaju efikasnost inicijacije sa date ori
sekvence.

U genomu S. cerevisiae pronadeno viSe od deset hiljada ACS sekvenci, ali
samo mali broj ovih elemenata vezuje kompleks ORC (12). Novija istrazivanja
ukazuju na mogucnost da sekvence ACS koje se nalaze zajedno u okviru jednog
ARS ne funkcioniSu odvojeno, ve¢ formiraju jedno bipartitho mesto za kompleks ORC
(13). Osim toga, pokazano je i da ori mora da zauzme odredenu konformaciju koja
omogucava vezivanje ORC. Na ovaj nacin moglo bi se objasniti zbog ega samo
ograni¢en broj identifikovanih sekvenci ACS ispunjava uslove da bude mesto
vezivanja za ORC.

Uspesna identifikacija ori sekvenci pekarskog kvasca stimulisala je potragu za

sekvencama iste funkcije kod ostalih eukariota. Medutim, ve¢ kod pivskog kvasca,



Schizosaccharomyces pombe, bilo je jasno da ori sekvence S. cerevisiae odstupaju
od opsteg eukariotskog modela.

Ori sekvence S. pombe ne sadrze konzervisane motive i znatno su duze od ori
S. cerevisiae — njihova minimalna duzina iznosi 500 bp do 1000 bp. Identifikovani ori
sadrze funkcionalno znacajne elemente koji se ponavljaju i imaju sli¢nu strukturu. Ovi
elementi su dugacki 20 bp — 50 bp i bogati A i T nukleotidima asimetricno
rasporedenim u dva lanca DNK (14). Tacna funkcija ovih elemenata jo§ uvek nije
razjadnjena, ali je pokazano da pojedinatno mogu da budu deletirani, bez velikih
posledica na funkciju ori (eng. redundancy) (15). Poslednja istraZivanja pokazuju da
su osobine koje su prvo pripisivane ori u stvari karakteristike intergenskih regiona i
uopste nisu svojstvena samo ori. Naime, jedina osobina koja odvaja ARS pekarskog
kvasca od intergenskih regiona kod S. pombe jeste njihova duzina i prose¢ni AT
sastav. Nasumicno izabrani intergeni konstantne duzine imaju funkciju ori kada njihov
AT sastav prelazi odredeni prag, kao $to je imaju i intergeni konstantnog AT sastava
kada njihova duzina prelazi odredeni prag. Pokazano je da je neophodna duZina
izmedu 0,5 kb i 1 kb, a AT sastav vec¢i od 72% (16). Buduci da ori sekvence nisu
konzervisane, pretpostavijeno je da kod S. pombe znalajnu ulogu u regulaciji
aktivnosti imaju epigenetski faktori. Medutim, novija istrazivanja pokazuju da je
aktivacija ori S. pombe nezavisna od celijskog ciklusa do ciklusa i da ne postoje
epigentic¢ki mehanizmi koji bi uticali da se ori koris¢eni u jednom ciklusu Koriste i u
sledecem (17). Jedinstvena karakteristika replikacione masinerije S. pombe jeste i
prisustvo DNK-vezivnog domena ,AT-kukica® (eng. AT-hooks) u jednoj od
subjedinica  ORC - SpOrc4. lzgleda da S. pombe Kkoristi ovaj relativno
nediskriminiSuéi DNK-vezivni domen da usmeri vezivanje ORC za sekvence visokog

sadrZaja adenina i timina i visoko zastupliene u genomu (16). Interakcije ori i ORC



znatno se razlikuju od klasiénog modela replikona koji pretpostavija vezivanje
inicijatora za ograni€en broj mesta sa visokom specificno$cu. Razlike se ogledaju u
tome Sto kod S. pombe nema visko specificne sekvence replikatora, a u okviru
genoma postoji vise potencijalnih mesta za vezivanje ORC-a nego $to ima vezanih
molekula ORC-a. Distribucija kompleksa je naizgled slu¢ajna i umnogome zavisi od
lokalne gustine traktova bogatih AT parovima, kao i od organizacije hromatina. Pored

toga, u svakom celijskom ciklusu se koriste razli€iti setovi ori (16).

1.2.2 Ori sekvence visecelijskih organizama (metazoa)

U celijama metazoa replikacija DNK zapocCinje u diskretnim, ograni¢enim
regionima genoma prema strogom, €esto razvojno i tkivno specificnom, vremenski
uredenom programu. Univerzalni inicijator, ORC, oCuvan je i kod metazoa, ali su, u
skladu sa veli¢inom genoma i sloZenijom replikativnom masinerijom, ori sekvence
metazoa znatno slozZenije od odgovarajucih sekvenci jednocelijskih eukariota, a
medu njima do sada nije identifikovana nijedna konsezusna sekvenca (18) (Slika

1.1}



Identifikacija ORQ=!

kod visth eukariota
Kod Xenopusa 9922 23
1617 specifitna mesta
Postavljeni razliciti ' mnicijacije uspostavljaju
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Slika 1.1 Istorija potrage za replikatorom metazoa.

U nekim slu¢ajevima replikacija otpocinje u ograni¢enim, definisanim
regionima, koji, slicno kao i kod kvasaca, sadrze jedno efikasno mesto inicijacije. U
ovakve, tzv. ograni¢ene replikatore (eng. confined sites), spadaju ori horionskih gena
D. melanogaster, humani B-globinski osi i lamin B2 ori, MYC i moguc¢e HPRT ori (39,
50 — 53). Medutim, inicijacija se u mnogim slu¢ajevima odvija u tzv. inicijatomim
zonama koje mogu biti duge i nekoliko kb. Ove zone sadrze viSestruka, neefikasna

mesta inicijacije koja se koriste u razli¢itim c¢elijskim ciklusima (54). Visestruki ori se




medusobno razlikuju po efikasnosti, pa se neka mesta inicijacije koriste ¢es$ce od
drugih. Primeri ovog tipa ori su DHFR hrcka, ori u rodopsinskom lokusu i misiji —
globinski i IgH lokusi (55 — 58). Moguce je da ova dva naizgled oprecna modela
replikatora metazoa potiCu od razlika svojstvenih metodoloSkim pristupima
koriS¢enim za identifikaciju razliCitih replikatora, a ne od strukturnih razlika
karakteristicnih za same replikatore (Slika 1.2). Poznato je da mesta inicijacije imaju
tendenciju da se grupiSu na hromozomima. Delovi hromozoma koji sadrze jedno
efikasno mesto inicijacije (sa ili bez susednih neefikasnih mesta) izgledaju kao
ograniCeni ori, dok mesta koja sadrzZe vise neefikasnih mesta inicijacije izgledaju kao
inicijatorne zone. OgraniCeni ori i inicijatorne zone mogu u stvari predstavljati dva
ekstrema u nivou grupisanja ori na hromozomu, a ne dva razli€ita oblika inicijacije
(869). Znacajno je da medu poznatim ori metazoa do sada nije identifikovana nijedna
Konsezusna sekvenca, bez obzira na tip replikatora, pa se namece pitanje da li su ori
metazoa uopSte determinisani elementima sekvence ili inicijacija otpocinje
nasumicno (18). Prvi eksperimenti sprovedeni u pokus$aju identifikacije ori viSih
eukariota pokazali su da bilo koji fragment sisarske DNK duzi od 10 kb moze da
obezbedi autonomnu replikaciju vektora poreklom od Epstain Bar virusa u sisarskim
celijama (60). Nasuprot tome, pokazano je da replikatorske sekvence iz ograni¢enih
ori ili inicijatornih zona zadrzavaju sposobnost inicijacije replikacije i kada se prebace
na ektopicna mesta, Sto znaci da njihova funkcionalnost bar delimi¢no zavisi od
sekvence (39, 51, 52, 61). Izgleda da inicijacija replikacije zahteva kooperaciju vise
elemenata DNK — AT bogatih sekvenci, mesta vezivanja DNK za nuklearni matriks,
mesta vezivanja transkripcionih faktora, CpG ostrvaca, dinukleotidnih ponovaka i
asimetricnih sekvenci bogatih purinima i pirimidinima (52, 61 — 67). Osim sekvensnih

elemenata smestenih u replikatorima, na inicijaciju replikacije mogu uticati i udaljene



sekvence. Postoje dve vrste ovakvih sekvenci: susedni ori i sekvence koje ne
funkcioniSu kao replikatori, ali uticu na procese kao 3&to je transkripcija ili
remodelovanje strukture hromatina. Kada su u pitanju susedne ori sekvence postoje
podaci da se u vecini Celijskih ciklusa neefikasni replikatori replikuju pasivno
posredstvom replikacionih viljuSaka poreklom sa susednih ori (68). Kao primer
sekvenci koje utiCu na inicijaciju replikacije, a same ne funkcionisu kao replikatori
moze se navesti ACE3 (eng. Amplification Controlling Element 3) D. melanogaster.
Ovaj element povezan je sa jednim od najbolje prou€enih eukariotskih ori Ori-3,
smestenim u horionskom lokusu drozofile. Za inicijaciju replikacije u ovom lokusu,
dugom oko 7,7 kb, neophodni su viSestruki geneticki elementi (69). Jedan od
neophodnih elemenata je ACE3 dug 320 bp (70). lako u ACE3 ne otpoc€inje
replikacija, za njega se vezuje ORC, a neophodan je i za regrutovanje ORC na Ori-§.
U regulaciji replikacije u€estvuju i drugi kontrolni elementi oznaceni kao AER (eng.
Amplification Enhancing Element).

Sekvence koje utiCu na inicijaciju replikacije Cesto su ukljuCene i u regulaciju
transkripcije. Za inicijaciju replikacije sa DHFR lokusa hrcka potreban je transkripcioni
promotor smesten 17,5 kb nizvodno od inicijatorne zone, dok je za inicijaciju sa
humanog [-globinskog lokusa potreban uzvodni region dug 40 kb, oznaCen kao LCR
(eng. Locus Control Region) (35, 71). Zbog toga S$to navedeni replikatori na
ektopi¢nim mestima funkcionidu i bez ovih sekvenci, postavljena je hipoteza prema
kojoj distalne sekvence olak8avaju formiranje ili stabilizuju hromatinsko okruzenje
pogodno za inicijaciju replikacije. Kada se pogodna sredina jednom uspostavi,

replikacija moze otpoceti sa bilo kog mesta u regionu replikatora.
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Slika 1.2 Ograniceni ori i inicijatorne zone.

Replikacija metazoa moZe da otpocne sa ogranicenih mesta (panel a) u kojima se
inicijacija odvija Cesto ili iz proSirenih inicijatornih zona koje sadrZe vise rede
koris¢enih mesta inicijacije (panel b). Isprekidane strelice obeleZavaju duZinu
detektovanih inicijatornih regiona (brojevi u zagradama obeleZavaju ucestalost
koris¢enja odredenog ori tamo gde su takve informacije poznate). Sivi trouglovi

obelezavaju mapirana mesta inicijacije ili lokaciju ¢esce aktivnih mesta inicijacije u
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okviru S$ire inicijatorne zone. NarandZasti pravougaonici obeleZavaju kodirajuce
regione gena. Promotori su oznaceni strelicama koje obeleZzavaju i smer tranksripcije.
Distalne sekvence koje mogu da utiCu na inicijaciju oznaceni Su Krem
pravougaonicima. ACE - kontrolni element amplifikacije 3 (amplification control
element 3); COR - olfaktorni receptor pileta (chick olfactory receptor), INS - insulator;
LCR - eng. Locus Control Region (prisutan i u humanom i u B-globinskom lokusu

mida),; Pro - promotor gena DHFR. Lokusi su prikazani u razli¢itim skalama.

lako se promotorski elementi Cesto nalaze u Sirem okruzenju replikatora, uticaj
transkripcije na inicijaciju replikacije jo$ uvek nije razjadnjen. Postoje eksperimentalni
podaci da transkripcija olakSava ili da inhibira replikaciju, kao i da nema nikakvog
uticaja. Verovatno je da iste sekvence DNK mogu da olak3aju i transkripciju i
replikaciju ukoliko utiCu na strukturu hromatina. Neke od modifikacija hromatinske
strukture koje mogu da utiCu na inicijaciju replikacije obuhvataju modifikacije histona,
ugradnju razli¢itih varijanti histona, regrutovanje nehistonskih proteina koji se vezuju
za hromatin i remodelovanje hromatina. Osim toga i transkripcioni faktori koji
modifikuju hromatin mogu da imaju uticaja i na odabir mesta inicijacije replikacije, {].
njihove interakcije sa hromatinom mogu da ograniCe regrutovanje faktora replikacije
na odredena mesta u genomu. Enzimi koji modifikuju hromatin, npr. acetiluju histone,
mogu da utiCu na pozicioniranje mesta otpocinjanja replikacije (Hbo1, Sir2) (72 — 74).
Jo$ uvek nije razjasnjeno da li sama replikacija stimuliS8e acetilaciju hromatina ili
replikatori sadrze informacije koje olakSavaju i modifikacije hromatina i inicijaciju
replikacije DNK. Osim statusa transkripcije ili strukture hromatina na obrazac
replikacije mogu da utiCu i promene u>metaboliékim signalima u celiji, kao $to su
koli¢ina raspolozivih prekursora nukleotida ili prisusvo potencijalno genotoksic¢nih

supstanci (43). Budu¢i da u genomima metazoa u svakom celijskom ciklusu ima vise



potencijalnih nego aktivnih ori sekvenci, izgleda da su odabir mesta i vremenska
organizacija replikacije dinamicni procesi regulisani tkivno specificnim i razvojnim
elementima osetljivim na epigenetske modifikacije. Promene u odabiru mesta
inicijacije mogu se uocCiti tokom procesa razvica i diferencijacije. U ekstraktu
embriona zabe ili vinske musice odvija se uspesna replikacija bilo koje ubatene DNK
(75, 76). Replikacija ubacene DNK zapocinje nasumicno i odvija se u S fazi ciklusa
(1, 77 = 79). Poznato je da u ranim fazama razvi¢a embriona drozofile i ksenopusa
do inicijacije replikacije dolazi na otprilike svakih 8 do 12 kb iz Cega se moze zakljugiti
da postoji ograniCena specificnost za sekvencu u selekciji ori u ovom stupnju razvi¢a
(21, 77, 80). Ovako blizak raspored ori omogucéava brzu proliferaciju zigotnih
nukleusa i kratku S fazu celijskog ciklusa. Kako razvi¢e napreduje tako se produzava
trajanje S faze. Ovo korelira sa zapocCinjanjem transkripcije u Celijama zigota, kao i
promenama u strukturi hromatina. Kod drozofile postoji korelacija izmedu trajanja S
faze i povecanja rastojanja izmedu ori (38, 81, 82).

Buduci da je u eksperimentalnom delu ovog rada koriS¢en replikator Coveka

lamin B2 (LMNB2), njegova struktura bice posebno obradena u sledec¢em poglavlju.

1.2.2.1 Lamin B 2 ori ¢oveka

Analizom biblioteke nascentne DNK sintetisane u ranoj S fazi identifikovana je
ori sekvenca nizvodno od humanog gena za lamin B2 koji se nalazi na kraéem kraku
hromozoma 19 (83). Finim mapiranjem ori je lokalizovan u okviru fragmenta od oko
500 bp, koji obuhvata 3' nekodirajuci deo gena za lamin B2 i intergensku sekvencu
koja razdvaja ovaj gen od gena TIMM13 (84). Ova ori sekvenca aktivna je kod svih

do sada ispitivnih ¢elijskih linija (85). Kada je ispitivana rezistencija ovog regiona na



digestiju DNazom I ili metilaciju DMS-om in vivo, uoCena je znacCajna zastita u okviru
mapiranog regiona ori, koja nije detektovana kod celija koje se ne dele (86).
Interakcije izmedu proteina i ori sekvence prolaze kroz znacajne promene tokom
Celijskog ciklusa. Zasti¢eni region se uspostavlja u G1 fazi i povecava se do granice
G111 S faze. Aktivacijom ori sekvence u S fazi smanjuje se zasticeni region da bi u
potpunosti nestao tokom mitoze. U narednoj G1 fazi, ponovo se uspostavlja
karakteristicna zastita ovog regiona proteinima (87). Primelene promene u
genomskom futprintu tokom celijskog ciklusa su vrlo slicne onima koje odgovaraju
formiranju pre i postreplikativnih kompleksa opisanih kod kvascevih i Zabljih ¢elija
(88). U okviru regiona LMNB2 koji interaguje sa velikim proteinskim kompleksom,
osetljivom tehnikom mapiranja koja omogucéava rezoluciju na nivou pojedinacnih
nukleotida, identifikovano je mesto inicijacije replikacije. Istrazivani region je bio dug
oko 1 kb i u njegovom okviru detektovano je samo jedno mesto inicijacije, sa
razmakom od tri nukleotida izmedu pocetka jednog i drugog vodeceg lanca (42). Ovo
mesto nalazi se u regionu bogatom nizovima AT. Pokazano je da fragment duZine
1,2 kb iz regiona ori sekvence lamin B2 zadrZava ori aktivnhost kada promeni polozaj
na hromozomu (51). Ovaj fragment obuhvata mesto inicijacije sinteze DNK, region
zasti¢en proteinima i deo obliznjeg CpG ostrvca. Mutacionom analizom ustanovljeno
je da je za ori aktivnost neophodan segment od 290 bp koji sadrzi start sinteze DNK i
proteinima zasti¢en region, dok CpG ostrvce utiCe na stepen ori aktivnosti. Analiza
futprinta in vivo mutirane i izvorne ori sekvence lamin B2 ukazala je na povezanost
izmedu ori aktivnosti i formiranja proteinskog kompleksa na ori sekvenci. Nedavno je
pokazano da AT bogati fragment, koji obuhvata start sinteze DNK, moze da zameni

funkciju AT elementa u ori sekvence DHFR iz hr¢ka (62).



Humana ori sekvenca lamin B2 zauzima neortodoksnu strukturu in vifro u
uslovima neutralnog pH, niske ili umerene jonske jacine i 6 mM jona magnezijuma.
Ova neortodoksna struktura po svemu sudeci predstavlja intramolekulski tripleks koji
nastaje interakcijom centralnih timina strukture okca u regionu 3900-3912 i jednog od
kracih nizova (dA)-(dT) (89).

Promene topologije oko ori sekvence ima znaajnu ulogu u funkcionisanju
replikatora lamin B2. Pokazano je da topoizomeraze | i Il specificno interaguju sa
LMNB2 in vitro i in vivo, i da promene u tim interakcijama prate celijski ciklus. Ova
dva enzima nikada nisu u isto vreme prisutna na ori, a uz to kompetiraju sa Orc2
subjedinicom kompleksa ORC za ista mesta u okviru ori. Ovi enzimi igraju znacajnu
ulogu u regulaciji aktivacije-deaktivacije ori. Topoizomeraza I, u okviru
multiproteinsog kompleksa vezanog za DNK, najverovatnije doprinosi uspostavljanju
i/ili odrZzavanju topoloSkog statusa u kome je moguée formiranje preRC, dok
topoizomeraza | dovodi do topoloSkih promena koje su neophodne za inicijaciju

sinteze DNK (90, 91).

1.3 Kompleks ORC

Pravilna replikacija DNK u eukariotskim celijama u potpunosti zavisi od
pravovremenog i preciznog formiranja serije multiproteinskih kompleksa vezanih za
hromatin. Prvi korak ovog procesa jeste odabir potencijalnih mesta inicijacije
replikacije. Ova odgovorna uloga kod eukariota je poverena kompleksu ORC.
Kompleks ORC prvobitno je identifikovanom kod pekarskog kvasca (S. cerevisiae)

zahvaljujuci specificnom vezivanju za elemente ARS (30, 92). Kompleksi ovog tipa su



zatim identifikovani i okarakterisani kod S. pombe, D. melanogaster, Xenopus laevis,
Arabidopsis taliana, Mus musculus, ¢oveka i mnogih drugih organizama (93).

ORC je mutiproteinski kompleks koji funkcionise kao univerzalni inicijator i
apsolutno je neophodan za inicijaciju replikacije DNK u ¢elijama eukariota. Kompleks
je sastavljen od 6 subjedinica oznacenih brojevima od 1 do 6, pri ¢emu 1 oznacCava
subjedinicu najve¢e, a 6 najmanje molekulske mase. Vezivanje inicijacionog
kompleksa za ori sekvencu zahteva ATP (30, 94) i predstavlja prvi korak u formiranju
prereplikativnog kompleksa (preRC). Prilikom formiranja preRC ORC regrutuje
dodatne faktore replikacije, u procesu koji je regulisan i odvija se po odredenom
redosledu. Po ovom redosledu prvo se regrutuje Cdc6, za kojim sledi Cdt1, a zatim i
helikazni kompleks Mcm2-7. Pokazano je da samo neki od navedenih proteina
(Cdc6, Cdt1) direktno interaguju sa kompleksom (95). PreRC se formira na prelasku
iz M u G1 fazu celijskog ciklusa i tada formirani preRC se odrzava u toku G1 faze. Na
prelasku iz G1 u S fazu celijskog ciklusa za preRC se vezuju i ostali replikacioni
faktori kao $to su ciklin-zavisne kinaze (CDK), Dbf4-zavisne kinaze (DDK), Cdc45p,
dve DNK polimeraze i replikacioni protein A (RPA) (96). Uloga ORC-a u formiranju
prereplikacionog i replikacionog kompleksa nije u potpunosti razjasnjena. Prema
najjednostavnijem modelu ORC je predstavljen kao pista (eng. landing pad) na koju
se smestaju ostali neophodni proteini, a moguce je da ima i aktivniju ulogu (Slika

1.3).
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Slika 1.3 Formiranje prereplikacionog i preinicijacionog kompleksa.
Sestodlani kompleks ORC sluZi kao platfoma za formiranje kompleksa preRC. Kod
kvasaca ORC je vezan za replikator u toku celog celijskog ciklusa, dok je kod
metazoa vezivanje subjedinice Orc1 regulisano u toku celijskog ciklusa. Na prelasku
iz M u G1 fazu celijskog ciklusa ORC vezan za hromatin regrutuje proteine Cdcé i
Cdt1, koji omogucavaju vezivanje kompleksa helikaza (Mcm2-7). Za replikatore za
koji je vezan ovakav kompleks, prereplikacioni kompleks (preRC), kaZe se da su
licencirani za otpocinjanje replikécije. Regrutovanjem dodatnih faktora (CDC45,
SLD2-3, DPB11, kompleks GINS (SLD1 i PSF1-3) i MCM10) formira se

preinicijacioni kompleks (prelC). Za inicijaciju replikacije DNK u toku S faze



neophodna je fosforilacija odredenih komponenti preRC ciklin-zavisnim | DBF4-
zavisnim kinazama kao i regrutovanje DNK polimeraze (Pol) da bi se formirao prelC.
Posle replikacije sve komponente prelC sem nekih subjedinica ORC napustaju
hromatin. Posle replikacije, DNK ne moZe da se rereplikuje dok nove komponente
preRC ne budu regrutovane. U somatskim celijama regrutovanja nema pre zavrsetka
mitoze, sto obezbeduje da se genom replikuje jednom i samo jednom u toku celijskog

ciklusa.

Uprkos intenzivnom proucavanju, vezivanje ORC-a za DNK nije dovoljno
okarakterisano. Subjedinice ORC-a poreklom iz razli¢itih eukariotskih organizma, ne
sadrze poznate DNK-vezivne domene iako njihovi evolutivni prethodnici, ORC
proteini Archea, imaju dobro definisane motive tipa krilatog heliksa (eng. winged
helix). Kod eukariota jedini izuzetak predstavlja Orc4 subjedinica poreklom iz S.
pombe Kkoja sadzi 9 domena ,AT-kukica“. Poznato je da ovakvi domeni mogu da
prepoznaju AT bogate regione DNK, kao i da mogu da prepoznaju ili indukuju
strukturne promene u DNK (97). Pokazano je da domen ,AT-kukica“ subjedinice
SpOrc4 definiSe celokupna DNK-vezivna svojstva kompleksa SpORC, ali kod drugih
eukariota strukturni elementi inicijacionog kompleksa ukljuceni u interakciju sa DNK
nisu poznati. Nemogucnost da se definiSu relevantni strukturni elementi inicijatora i
replikatora uveliko otezava karakterizaciju protein-DNK interakcija kojima zapocinje
formiranje prereplikacionog kompleksa. Ipak, postoje pretpostavke o nacinima na
koje bi se mogla posti¢i specificnost kompleksa ORC za ori sekvence in vivo, uprkos
nespecificnosti odgovarajuce interakcije in vitro. Prema jednoj mogucénosti, ORC stice
specificnost zahvaljujuci interakciji sa> drugim faktorima replikacije. Kandidat za
obezbedivanje ovog vida povecanja specificnosti kompleksa ORC za DNK jeste

protein Cdc6. Interakcija kompleksa ORC i Cdc6 olakSana je prisustvom ori DNK, a



posledica interakcije je promena konformacije jedne ili viSe subjedinica kompleksa
ORC. Pored toga, interakcije sa proteinima koji specificno interaguju sa DNK, a onda
regrutuju ORC, mogu da obezbede njegovo specificno vezivanje. Tako se, na primer,
ovakva interakcije ORC-a moze ostvariti sa nekim transkripcionim faktorima D.
melanogaster ili sa EBNA1 proteinom Epstain-Bar virusa. Vazan element je i
struktura hromatina koja moze da sakrije ili potencira odredena DNK mesta pogodna
za interakciju sa ORC-om. Poznato je da se ori sekvence i mesta vezivanja ORC-a
najCesce nalaze u intergenskim regionima. Na strukturu hromatina utiCu i modifikacije
DNK i/ili histona 8to moZe imati efekta i na vezivanje ORC. Osim toga HsOrc1
interaguje sa histon acetil-transferazom, Hbol, tako da sam ORC moZe da ima uticaja
na strukturu hromatina. Kod ispitivanih organizama, najverovatnije je da kombinacija
specificnosti kompleksa ORC za odredenu sekvencu i navedenih modifikacija u stvari
reguliSe vezivanje ORC za DNK (93).

Veliki broj proteina neophodnih za replikaciju i kod prokariota i kod eukariota,
spada u superfamiliju AAA+ ATPaza (eng. ATPases Associated with a variety of
cellular Activities). Ova superfamilija obuhvata proteine povezane sa mnogim
funkcijama u ¢eliji za koje je karakteristicho da mogu da vezu i hidrolizuju ATP, §to
dovodi do konformacione promene u njima ili njihovim partnerima. Svi ¢lanovi familije
sadrze viSe ili manje oCuvane motive odgovorne za vezivanje i hidrolizu ATP-a, motiv
Voker A, odnosno Voker B (Slika 1.4). U veceni Clanova ove familije prisutan je
kanonski oblik motiva Voker A GX2GXGK[ST]. Motiv Voker B najceSce ima formu
hhhhDE (h — hidrofilni aminokiselinski ostaci), a konzervisana asparaginska kiselina
(D) je odgovorna za pripremu molekula vode (oduzimanjem protona) za nukleofilni
napad na gama-fosfathu grupu ATP-a. Homologija medu proteinima ove

superfamilije se javlja i drugim delovima sekvence (senzor | i senzor [l). Za



bakterijske, arhealne i eukariotske inicijatore zajednicki motiv predstavlja i specifi¢ni
helikalni insert (,inicijatorni heliks“) u okviru jezgra kompleksa. Ovaj heliks sa
susednim formira strukturu u obliku klina koja se pruza od jezgra kompleksa i
obezbeduje formiranje trodimenzionalne strukture koja nije planarna tj. direktno
spreCava formiranje ravnog prstena, karakteristitnog za neke druge Cc&lanove
superfamilije (98, 99). Kod svih eukariota u superfamiliju AAA+ spadaju tr
subjedinice kompleksa ORC, proteini Orc1, Orcd4 i Orc5 (93). Od proteina koji

formiraju preRC u ovu superfamiliju spadaju i Cdc6 i Mcm2-6.

; fip-—
PaCdes RIEE PHATL FYYI'N
ScOrc1 HES TELYN YVEI N
omort & GCHYYS YLEI N
ScOrA | HS VI LvE TIRLN
OmOrct NSLLL F'VHLD
820rcs SHLI L HAV WL
DmOreS SALYL ATAHL
sco2 # FSLLFE CLILN
DmOn2 FHIL LY VLVV¥N
ScOrca NTLFLLE VEUEL
DmOrca TAALL TR MV EVL

PaCdcs GFI YR apL
ScOrt GL KMV KKK
DmOret GMRL T - RAV
Scoret GF1 HB TKH
OmOrct GNLHT HEK
ScOres EPVEL - EKT
OmOrcs NAL EC -EDQ
ScO2 GYMNPS - = DF
DmOcz GFFP§ -ET
ScOre3 TPKES KDL
DmO2 Q8 RDC KRR
Walk
B3 pa e OB e 5
PaCdes YMF LD LGAFRI ALY 3 --KXYIRFSPY
ScOrct TI W YENAKLI VI --FIRLMFTAY
DmOrct T T ¥ KSAAKLYVY 2 2 --LTRLTIFQPY
SO TWV EHSRVP YOI F --AVIYHPQI Q
DmOrot § Vi GEAQAPLCVLG B R --RAVELFPSL
8cOrcs GLF -ELLPKDSEI N «-HCI PTYMFP
DmOres GF L «ELTNLNLCYI EI VCLHLAQYN
8cOmr2 KL} R-Ql AL YAS YREVFHDI SNF
DmOre2 H1 F P.NIHLIAS FHESWWDCT T M
ScOrca A MV YOHVKI SL1 F UKANYHKLDVSS
DmOred QL ¥ -GSLPF¥LV L RLAVFOTQAAP

Slika 1.4 Predikcija sekundarne strukture Orc1 — Orc§ pokazuje prisustvo helikalnog

inserta.

Saccharomyces cerevisiae (Sc) i Drosophila melanogaster (Dm) subjedinice ORC
koje pripadaju superfamiliji AAA+ su poredene medusobno | sa Pyrobaculum
aerophilum (Pa) Cdc6/Orc1 kori§¢enjem programa PSIPRED48, 3D-PSSM49 and
PHYRE  (http:/fvww.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/) i ru¢no podeSeni koriScenjem
JALVIEWS50. Struktumi elementi sekundarne strukture PaCdc6/Orc1 su prikazani
iznad poredenja sekvenci. Plavim je obelezen a-heliks, Zutim [-lanci, crvenim

helikalni insert.
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Vezivanje ORC za ori sekvencu stimulisano je ATP-om. Kod svih ispitivanih
organizama subjedinice Orc1, Orc4 i Orcb imaju potencijalna mesta za vezivanje
ATP-a, (oGuvan motiv Voker A). Za Orc1 je pokazano da su ova mesta neophodna
za vezivanje kompleksa za DNK (100). Osim toga Sto vezuje, ORC i hidrolizuje ATP.
Pokazano je da je subjedinica Orc1 odgovorna za ovu funkciju. Pretpostavljeni model
vezivanja ORC za DNK predvida da vezivanje ATP-a za ORC stabilizuje vezu
izmedu proteinskog kompleksa i DNK, dok je hidroliza povezana sa nekim nizvodnim
korakom inicijacije (30, 40, 101 — 103).

ATP ima viSestruki znacaj u funkciji ORC-a. Pokazano je da je hidroliza ATP-a
potrebna da bi se kompleks MCM pridruzio komponentama preRC-a ve¢ prisutnim na
ori, ali nije poznato koji proteini vr8e tu hidrolizu (104). Moguce da je za ovu reakciju
odgovoran ORC. Vezivanje jednolantane DNK stimuliSe hidrolizu ATP-a $to mozda
dovodi do konformacione promene samog ORC. Ova konformaciona promena moze
da ima uticaja na restrukturiranje preRC ili da predstavljaju promenu iz inicijatorne u
elongacionu formu kompleksa ORC. Ove dve funkcije ATP-a nisu medusobno
isklju€ive, i moguce je da stimulacija hidrolize ATP-a jednolancanom DNK doprinosi
vezivanju kompleksa MCM i zavrSetku formiranja preRC-a.

Osim u inicijaciju replikacije DNK, ORC je uklju¢en i u druge, znaCajne
procese u cCeliji. Ovaj proteinski kompleks ucestvuje u utiSavanju gena (eng. gene
silencing) i uspostavljanju transkripciono reprimiranih regiona hromatina kod svih
proucavanih organizama (12, 93). Kod S. cerevisiae ORC ucestvuje u pozicioniranju
nukleozoma na ARS1 ori (105). U M fazi ORC ucestvuje u regulaciji kohezije

hromatida i formiranju hromatina (106, 107). Kod mutanata za ORC drozofile javljaju



se defekti u kondenzaciji hromatina, povecava se broj prekida hromozoma kao i broj
Celija zaustavljenih u metafazi (108).

ORC najcesce ostaje vezan za hromatin u toku celog ¢elijskog ciklusa $to je u
skladu sa njegovim prethodno navedenim funkcijama (93). Takode je moguce da se
na ovaj nacin obeleZavaju ori sekvence koje ¢e se koristiti u sledecem celijskom
ciklusu. Kod X. laevis ORC se mozZe ukloniti sa ori posle formiranja preRC (u G1
fazi), pri Cemu MCM ostaje sposoban da samostalno inicira replikaciju (109).

Sinteza ORC nije strogo regulisana ni na transkripcionom ni na translacionom
nivou, bar kod S. cerevisiae. Transkripcija Orc1 sisara i drozofile regulisana je u toku
Celijskog ciklusa i nalazi se pod kontrolom E2F1 transkripcionog faktora (110). Osim
toga, kod sisara se Orc1 uklanja sa hromatina na kraju S faze i on se ponovo
ukljuCuje u ORC tek kada celije ponovo udu u G1 fazu. Na ovaj nacin se mozZda
spreCava reinicijacija replikacije u toku jedne S faze (111).

Pored regulacije transkripcije i translacije na aktivnost ORC moze da utice i
fosforilacija. Pojedine subjedinice (Orc1, Orc2 i Orc6) imaju mesta za fosorilaciju, a
Orc2 i Orc6 su fosforilisani tokom S, G2 i M faze celijskog ciklusa. Njihova
fosforilacija zavisi od ciklin-zavisnih kinaza, ali nije neophodna za inicijaciju
replikacije. Moguce je da fosforilacija ORC negativno reguli$e reinicijaciju replikacije,
tj. spreCava formiranje novih preRC-a posle ulaska u S fazu celijskog ciklusa (112).
Do sada nije pokazan ni jedan efekat fosforilacije na biohemijske osobine ORC, tako
da ni mehanizam spreCavanja reinicijacije replikacije nije objasnjen. Osim
fosforilacijom, ORC moze biti modifikovan i ubikvitinacijom. U ¢elijama hrcka ORC je
stabilno vezan za ori u toku celog celijskog ciklusa, ali je razli¢ito modifikovan
ubikvitinacijom &to sugeriSe da je duzina njegovog zivota u celiji regulisana

proteolizom (113).



1.3.1 Kompleks ORC S. cerevisiae (ScCORC)

Sesto&lani kompleks ORC prvi put je opisan kod pekarskog kvasca S.
cerevisiae kao multimer koji specificno prepoznaje odgovarajuce ori sekvence (67).
Kompleks je identifikovan i preCis¢en na osnovu sposobnosti da se specifictno i na
ATP zavisan nacin veze za ori DNK. Pre ScORC, u drugim vrstama takode su
identifikovani proteini koji vezuju ATP i ukljuCeni su specificno prepoznavanje ori
sekvenci. U ovu grupu spadaju DnaA, SV40 i papiloma T anigen, E1 protein virusa
govedeg papiloma i UI9 protein virusa herpes simpleks. Osim toga, pronadeni su i
mutiproteinski kompleksi za prepoznavanje ori kod paploma virusa — proteini E1 i E2,
koji se kooperativno vezuju za ori (114).

ScOrc1 i ScOrcb pripadaju AAA+ familiji proteina i imaju motive Voker A koji
predstavijaju potencijalna nukleotid-vezivha mesta, a ScOrc1 sadrzi i kompletnu
konsenzusnu sekvencu motiva Voker B koja je neophodna za hidrolizu ATP-a. ORC
se vezuje za DNK samo kada ima vezan ATP, §to moze predstavljati vid regulacije
funkcije ORC. Pretpostavlja se da ORC spada u klasu tzv. molekularnih prekidaca
(eng. molecular switches) kod kojih hidroliza ATP-a dovodi do konformacione
promene neophodne za funkcionisanje proteina.

Konformacija ScORC zavisi od molekula DNK za koji je vezan. Na
elektronskoj mikroskopiji ORC izgleda kao da se sastoji iz 2 velika globularna
domena, slicno ljusci kikirikija. Ovakvu konformaciju zauzima kada je u slobodnoj
formi i kada je vezan za dvolancanu DNK. Kada je vezan za jednolan¢anu DNK on
zauzima tzv. savienu (eng. bend, cashew) konformaciju. Na elektronskim
mikrografijama moze se sa pouzdanoscu utvrditi da se definitivno samo jedan ORC

vezuje za jedan ori. Osim toga, nedvosmisleno je pokazano i da se svaki kompleks



ORC sastoji iz 6 molekula proteina, tj. po jednog molekula svake od 6 subjedinica
(115).

U toku formiranja preRC prisustvo ATP-a je neophodno u bar dva koraka, pri
¢emu je njegova hidroliza neophodna u bar jednom od njih. Za specifi¢no
prepoznavanje ori neophodno je da Orc1 ima vezan ATP. Sposobnost Orc1 da vezZe
ATP je neophodna da bi ¢elija prezivela. Uloga ATP-a mozZe biti razli¢ita; on moze biti
ukljucen u formiranje preRC, aktivaciju ori ili u spre€avanje reinicijacije replikacije pre
otpocCinjanja sledeceg Celijskog ciklusa.

Da bi kompleks ORC hidrolizovao ATP, neophodna je kooperacija izmedu
Orc1 i Orc4 subjedinice. Orc4 sadrZi jedan argininski ostatak koji je potreban da bi
kompleks hidrolizovao ATP, ali on nije neophodan da bi kompleks vezao ATP ili da bi
interagovao sa DNK. Za proteinske komplekse koji sadrze vise AAA+ subjedinica jos
ranije je pokazano da jedna subjedinica hidrolizuje ATP stimulisana esencijalnim
argininskim ostatkom nazvanim argininski prsti¢ (eng. arginine finger), koji se nalazi u
susednoj subjedinici. U ScOrc4 Arg267 funkcioniSe kao argininski prsti¢. Ukoliko je
ovaj arginin zamenjen nekom drugom amino kiselinom ORC ne moZe da hidrolizuje
ATP, sa ili bez DNK. Osim toga, pokazano je da Orc1 i Orc4 interaguju sa istim
molekulom ATP-a (medusobno povezivanje Orc4 sa ATP-om je zavisno od ori DNK i
vezivanja ATP-a za Orc1). Ukoliko je Arg267 mutiran nema interakcije Orc4 sa ATP-
om. Kompleks koji sadrzi mutirani Orc4 neaktivan je u hidrolizi ATP-a, a ne i u
vezivanju za ATP ili DNK.

Prisustvo mutiranog Orc4 u kompleksu ne uti¢e na regrutovanje proteina
Cdc6, ali smanjuje regrutovanje kompleksa MCM. 1z ovoga se moZe zakljuciti da je

hidroliza ATP-a neophodna za efikasno asocijaciju kompleksa MCM.



Pored toga Sto se vezuje za ori DNK koja je dvolancana, ORC ima relativho
visok afinitet i za jednolandanu DNK, Kq oko 10, Afinitet ORC za jednolan¢anu DNK
zavisi od njene duZine, ali ne i od sekvence ili prisustva ATP-a. ORC se velikim
afinitetom vezuje za jednolan¢anu DNK duZine preko 80 nukleotida. Posto se u
procesu replikacije odmotavanjem DNK formiraju jednolan€ani delovi ova osobina
ORC mozda i nije tako neobi¢na i iznenadujuc¢a. Vezivanje ORC za jednolanéanu
DNK, u prisustvu ATP-a, stimuliSe hidrolizu vezanog ATP-a i stabilizuje izmenjenu

strukturu ORC (116).

1.3.2 Kompleks ORC S. pombe (SpORC)

Na evolutivnoj lestvici S. pombe je bliZi visim eukariotima, nego S. cerevisiae.
Njegovi ori replikacije i kompleks ORC slicniji su ori metazoa i njihovim ORC
kompleksima, nego pekarskom kvascu. U svakom slu€aju, subjedinice 1, 2 i 5 su
veoma mnogo, a subjedinice 3 i 6 veoma malo oCuvane u toku evolucije (117). Kao
Sto je spomenuto ranije, jedna od subjedinica SpORC, SpOrc4 poseduje poznati
DNK-vezivni domen. SpOrc4 na svom N terminalnom kraju sadrzi 9 motiva ,AT-
kukica“, odgovornih za njegovu interakciju sa DNK. Kompletni kompleks ORC
interaguje sa DNK preko ovog domena SpOrc4, pa se DNK-vezivna svojstva celog
kompleksa ne razlikuju se od svojstava pojedinacnog SpOrc4.

SpORC mozZe da se vezuje za viSe mesta u okviru jedne ori sekvence sa
slicnim afinitetom, a visok afinitet kompleksa za ori najverovatnije poti¢e od
kumulativnog efekta mnogo potencijalnih AT-bogatih vezivnih mesta. Zbog toga $to
SpOrc4 ima 9 ,AT-kukica“, logi¢no je oCekivati da one mogu da interaguju sa AT

bogatom sekvencom na veliki broj nacina tj. da razli¢it broj ,kukica“ bude ukljucen u



interakcije sa DNK sa razliCitim afinitetom. Afinitet svakog pojedinacnog modusa
vezivanja zavisio bi od broja uklju¢enih ,AT-kukica“, a broj uklju¢enih kukica od
razmaka izmedu AT blokova u okviru ori sekvence. Stoga bi ukupni afinitet SpOrc4
za ori predstavijao kompleksnu funkciju broja nacina vezivanja i njihovog afiniteta, a
za oCekivati je da se oni povecavaju sa duzinom i poveéanjem broja AT u okviru ori.
SpORC se vezuje za DNK nezavisno od prisustva ATP-a. Istovremeno vezivanje vie
LAT-Kukica® povecava snagu interakcije izmedu proteina i DNK, a utie i na
konformaciju DNK (118). Za regulaciju funkcije SpOrc znaajna moze biti i
fosforilacija subjedinica ciklin-zavisnim protein kinazama. Poznato je da izolovani
SpOrc2 ima dve forme za koje se pretpostavlja da predstavljaju fosforilovanu i
nefosforilovanu formu (119).

Slicno kao i kod pekarskog kvasca svih Sest subjedinica SpORC-a ostaje
vezano za hromatin u toku celog celijskog ciklusa, a jedina promena jeste

pojavljivanje nove forme Orc2 proteina u toku G1 faze (15).

1.3.2.1 Protein SpOrc4

C terminalni deo SpOrc4 pokazuje slicnost u sekvenci sa HsOrc4, XIOrc4 i
ScOrc4. N terminalni domen sadrzi 9 ponovaka takozvanog motiva ,AT-kukica“ koji
ukljuCuje jezgro (RGRP) oiviceno pozitivno naelektrisanim aminokiselinskim
ostacima. Ovaj deo proteina dug je oko 500 amino kiselina. Zna se da se jedan motiv
LAT-kukica® vezuje za mali Zljeb AT traktova dugih 4 do 8 nukleotida (idealna
sekvenca AA(T/A)T). Pored SpOrc4, SpOrc1 i ScOrc2 imaju po jedan motiv ,AT-
kukica“. Konzervisani RGRP motiv AT kukica usvaja produzenu konformaciju i leZi

duboko u malom Zljebu AT bogatih traktova koji su dugi bar 4 nukleotida. Okolni



bazni aminokiselinski ostaci posreduju u elektrostatickim interakcijama sa kicmom
DNK. DNK vezana za proteine koji sadrze ,AT-kukice* u osnovi se nalazi u B formi,
sa samd malo pro8irenim malim Zljebom. Prisustvo 9 motiva ,AT-kukica®
najverovatnije obezbeduje specificnost i povecava jacinu interakcije sa DNK. S druge
strane, Cinjenica da svaki pojedina¢ni modul ima relativno nizak afinitet za DNK
omogucava lake izmestanje proteina sa DNK, kada je ono potrebno. Moguce je da
specificnost vezivanja ORC odreduje prostorni aranzman susednih AT traktova, a ne
kratka konsenzusna sekvenca za kojom se bezuspe$no traga. Moguce je i da
relativni afinitet Orc4 za razliCite ori predstavlja faktor koji odreduje kojom se

efikasno8c¢u koji ori koristi (97).

1.3.3 Kompleks ORC Drosophilae melanogaster (DmORC)

Sestotlani kompleks ORC opisan je i kod drozofile, a biohemijskim i
genetickim testovima pokazano je da DmORC funkcionide kao inicijator replikacije
(120). U ekstraktu oplodenih jaja vinske mu$ice hromatin se moze replikovati samo u
prisustvu endogenog ili rekombinantnog kompleksa DmORC, a homozigotni mutanti
za Orc2, 31 5 umiru u larvalnom stadijumu, kada se potroSe sve zalihe maternalnog
kompleksa.

DmORC se vezuje za DNK samo ako je u kompleksu prisutno svih 6
subjedinica. Kao i kod S. cereviseae, rekombinantni ORC drozofile mora da ima
oCuvanu subjedinicu Orc1 da bi se vezao za DNK na ATP-zavisan nacin. Vezivanje
za DNK smanjuje hidrolizu vezanog ATP-a katalizovanu ORC-om. Subjedinice Orc4 i
Orc5 koje takode imaju oCuvane domene ukljuCene u vezivanje i hidrolizu ATP-a, ali

njihova uloga jo$ nije u potpunosti razjaSnjena. Tokom izu€avanja inicijacionog



kompleksa vinske musSice posebna paznja posvecena je proteinu DmOrc6 koji je,
osim u replikaciju, uklju¢en i u druge celijske procese, a karakteristican je i po svojoj
lokalizaciji u ¢eliji u toku celijskog ciklusa. DmORC kompleks u kome nije prisutan
Orc6 ne moze da se veze za DNK, ali mozZe da hidrolizuje ATP (101). Pored Orc6
vezanog u kompleksu postoji i znatna koli¢ina ovog proteina slobodnog u citoplazmi.
Ovaj deo Orc6 se nalazi u blizini citoplazmati¢énih membrana. Pokazano je da on
interaguje sa proteinom Pnut drozofile. Protein Pnut je ¢lan familije septina koji su
znacajni za Celijsku deobu. Uklanjanje Orc6 RNK interferencijom izaziva brzo
formiranja dvojedarnih ¢elija, a kasnije i prestanak replikacije. Ovo ukazuje na to da
nedostatak nego replikacija (121).

Nedavno su opisani strukturni detalji kompleksa ORC drozofile (122).
Pokazano je da ORC ima izduZenu strukturu, sli¢nu slovu S. Kompleks ima sredi$nji
domen, jezgro, koje sadrzi spiralni deo koji okruzuje kanal. Periferno u odnosu na
kanal, u osnovi kompleksa, nalazi se otvor koji okruzuje ,kragna“ (eng. collar). Kada
se ATP veze za ORC, konformacija proteina se menja tako $to se spiralni deo zateze
| suzava, dok se krana otvara. Postavljena je hipoteza po kojoj subjedinice Orc1-5
medusobno interaguju preko AAA+ domena i formiraju jezgarni kompleks u obliku
desnogirog spiralnog oligomera preko interakcija izmedu AAA+ domena. Ovakva
struktura je predloZena na osnovu preklapanja izmedu pentamera bakterijskog
inicijatora DnaA i drozofilinog ORC-a (122) (Slika 1.5). Nije pokazano koji bi deo
ovako formiranog kompleksa interagovao sa DNK, ali se pretpostavlja da bi

rearanzman, koji je posledica interakcije sa ATP-om izlozio odredene AAA+ domene

na povrsini kompleksa. U toku inicijacije izloZzeni domeni bi mogli da interaguju sa



AAA+ domenima drugih molekula (npr. Cdc6), $to bi moglo da izazove promene

afiniteta kompleksa za DNK u zavisnosti od ATP-a.

Slika 1.5 Konzervisana struktura zajedni¢ka za DnaA i Orc1-Orc5 ukazuje na
mogucnost postojanja konzervisane pavrsine za oligomerizaciju.

a) lzgled sekundarne strukture molekula arhealnog Cdc6/Orc1 AAA+ domena pokazuje
delove visoke konzervisanosti (zeleno), helikalni insert (a3-a4 crveno) je prisutan u 5

subjedinica kompleksa ORC

b) Superpozicija dva Cdc6/Orc1 monomera na ATP-DnaAS dimer. Komplementami

delovi su obeleZeni plavom i zlatnom.

1.3.4 Kompleks ORC Xenopus laevis (XIORC)

Jajne ¢elije africke zabe (X laevis) predstavijaju jedan od najcescée koridcenih
modela za proucavanje replikacije DNK. Za izu€avanje replikacije koriste se ekstrakti
jajnih ¢elija oslobodeni ¢elijske membrane koji, u pogledu regulacije i progresije kroz
¢elijski ciklus, zadrzavaju osobine jajne éelije. U ovakvim ekstraktima egzogena DNK
replikuje se na isti nacin kao i kada se injecira u jajnu celiju. Oko egzogene DNK

formiraju se pseudonukleusi u kojima se zatim inicira i precizno kompletira replikacija
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DNK. Kada se jedan ciklus replikacije DNK zavrsi, ekstrakt je neaktivan sve dok ne
prode kroz mitozu, §to omogucava da citoplazmatic¢ni faktori, neophodni za novu
rundu replikacije, udu u jedro. Ako se prilikom prolaska kroz mitozu blokira
dezintegracija nuklearne membrane, rereplikacija se ne desSava (123). Ove i slicne
osobine ekstrakta jaja X. /aevis veoma su doprinele izu€avanju procesa inicijacije
replikacije i uloge koju XIORC ima u njemu.

ORC X. laevis je takode SestoClani proteinski kompleks Cija je interakcija sa
DNK neophodna za replikaciju. lzgleda da tokom ranog embrionalnog razvica
ksenopusa sekvenca DNK nije znaCajna za selekciju mesta inicijacije replikacije. U
toku kasnijeg embrionalnog razvica, kada pocCne transkripcija, ori sekvence su
specificne, kao i kod ostalih eukariota. Moguce je da se relaksirana specificnost
inicijacije u jajnim celijama moZe objasniti velikom kolic¢inom maternalnog ORC-a koji,
buduci u velikom visku, prepoznaje i mesta za koja nema veliki afinitet. U jajnoj Celiji
ima bar 10 puta vise molekula ORC nego u somatskim ¢elijama, pa su u somatskim
Celijama favorizovana samo vezivna mesta za koja ORC ima najveci afinitet. Ovo je
jedno od mogucih objasnjenja zasto naizgled nasumicna inicijacija replikacije u ranim
embrionima kasnije prelazi u ureden proces. Pokazano je da se XIORC
preferencijalno vezuje za AT bogate regione DNK, i to za regione u kojima su adenini
i timini rasporedeni asimetricno. Interesantno je da SpOrc4 i XIORC kompetiraju za
ista mesta na DNK, iako zablji inicijator nema DNK vezivni domen odgovoran za
vezivanje kvascevog proteina (124, 125).

Jedna od karakteristika replikacije ksenopusa jeste da kompleks izmedu ORC-
a i hromatina moze da postoji u bar dve razli¢ite forme. U ranoj interfazi, pre nego $to
su ori sekvence licencirane, interakcije ORC i hromatina su veoma jake i mogu se

raskinuti samo u prisustvu visoke koncentracije soli ili ciklin zavisnih kinaza. Posle



licenciranja interakcija je znatno slabija, a XlOrc1 se mozZe ukloniti sa hromatina.
Moguce je da se uklanjanjem XlOrc1 spreCava reinicijacija na licenciranim ori
sekvencama. Mehanizam bi podrazumevao da ciklin-zavisne kinaze mogu da uklone
Orc1 sa hromatina samo jednom i to kada je ori licenciran za otpocinjanje replikacije

(109).

1.3.5 Kompleks ORC biljaka

Znanje o kompleksu ORC kod biljaka je veoma ograniceno. ORC je
identifikovan kod nekoliko biljnih vrsta, medu kojima su Arabidopsis thaliana, Zea
mays i Oryza sativa. ORC subjedinice biljaka pokazuju nisku homologiju sa ORC
zivotinja, dok je njihova slicnost sa kvasCevim subjedinicama jo$§ manja. Medu
odgovarajucim subjedinicama biljaka, medutim, postoji relativno visoka homologija.
Protein Orc1 pokazuje najvecu konzerviranost medu vrstama. Kod nekih biljaka nisu
identifikovane sve subjedinice koje se nalaze u kompleksu ORC drugih eukariota
(kod pirin€a nije naden Orc6).

Ekspresioni profili subjedinica ORC kod biljaka primetno se razlikuju od
ekspresionih profila kod ostalih prou¢avanih organizama. Kod Z. mays i A. thaliana
ekspresija ORC subjedinica je u skladu sa njegovom potencijalnom ulogom u
replikaciji tj. proliferaciji ¢elija (126, 127). Pored toga $to je visoka ekspresija ORC
subjedinica detektovana u proliferiSu¢im tkivima arabidopsisa, ona je primecena i u
zrelim tkivima koja ne proliferiSu. Ovakav nivo ekspresije moZe biti u vezi sa
endoreduplikacijom, a moguce je i da ORC il pojedinacne subjedinice ostvaruju u
ovim tkivima funkcije koje nisu povezane sa replikacijom (126). Kod pirinCa je

pokazano da je ekspresija razliCitih subjedinica zavisna od tkiva koje se posmatra, pri



¢emu se ekspresija ni jedne od subjedinica ne moze se detektovati u zrelom listu.
Pored toga, ekspresija ORC kod pirin€a je u korelaciji sa proliferacijom celija (128).

Za Orc2 arabidopsisa pokazano je da je esencijalan za biljku, kako za razvoj
embriona, tako i za razvoj endosperma. Kod mutanata za AtOrc2 javlja se letalni
mutantni fenotip ve¢ u stupnju zigota. Semena sa mutiranim Orc2 rano prestaju sa
razvojem, naj¢eSce se formiraju embrioni veliCine do 8 celija. Osim toga dolazi do
zaustavljanja deobe jedara u endospermu (129). Subjedinicama Orc2 biljaka
nedostaje ceo N terminalni domen koji je prisutan kod ostalih organizama, a u okviru
koga se nalaze mesta za fosforilaciju ove subjedinice. Posto se pretpostavlja da se
fosforilacijom Orc2 spreava reinicijaciju replikacije, zanimljivo bi bilo videti kako je
ovaj proces regulisan kod biljaka. U stvari nijedan do sada opisani domen kod Orc2
subjedinice ostalih organizama nije prisutan u Orc2 biljaka. Isti je slu€aj i sa Orc6
subjedinicom.

Za Orc3 biljaka je pokazano da sadrzi domen homolog domenu 1 kulina,
proteinske familije koja pripada ubikvitinskim ligazama i uklju¢ena je u degradaciju
velikog broja proteina. Ovaj domen nije prisutan kod Orc3 subjedinica van biljnog
sveta, a njegov znacaj tek treba pokazati.

Kod biljaka su oCuvani motivi Voker A i B kod Orc1 i Orc4 subjedinica, dok
Orc5 nosi samo Voker B motiv. Orc1 subjedinica nosi i BAH domen (eng. Bromo-
Adjecent Homology), koji se nalazi i u ovoj subjedinici drugih organizama. BAH
domeni drugih proteina su ukljueni u povezivanje metilacije i replikacije DNK i
regulacije transkripcije. Jedna od specifi¢nosti biljne Orc1 subjedinice je prisustvo tzv.
PHD prstica (eng. PHD finger, Plant HomeoDomain) koji nije prisutan kod ostalih
eukariota. Njegova ta¢na uloga u okviru Orc1 se jo$ uvek ne zna, ali se zna da ovaj

motiv nose jedarni proteini koji su uklju¢eni u regulaciju transkripcije posredstvom



hromatina. Jo$ jedna interesantna karakteristika biljnog Orc1 je i to Sto postoje dva
gena za ovaj protein. Oni su vrlo sliéni — 79% identi¢ne sekvence, 83% sli¢nosti u
sekvenci. lako je za biljne genome karakteristicna duplikacija nekih delova, u regionu
u kome se nalaze ova dva gena ne postoji nista Sto bi ukazivalo na to da je i ovde
doslo do duplikacije (u skorije vreme). Moguci odgovori na pitanje zbog Cega
arabidopsis ima dva gena za Orc1 su da su proteini koje kodiraju ovi geni u toku
evolucije stekli razliCite uloge i/ili obavljaju svoju funkciju (funkcije) u razli¢itim
stupnjevima razvi¢a. Za Orc4 je pokazano da postoje dve iIRNK koje nastaju
alternativnim obradom, a pri Cemu se ove dve forme eksprimiraju u razli¢ito vreme.
Podaci o njihovom profilu ekspresije ukazuju na moguc¢nost da ove dve forme Orc4
imaju razli€ite funkcije i/ili da su razli€ito regulisane u toku razvica.

Interakcije ukljuéene u formiranje ORC-a su proucavane kod Z. mays i
arabidopsisa i pokazano je da Orc2 i Orc3 direktno interaguju, kao i da Orc2 i Orc4
pokazuju znatan afinitet jedan prema drugom. Sli¢no formiranju humanog ORC, Orc1
interaguje tek sa formiranim jezgarnim kompleksom subjedinica Orc2-5. Za razliku od
humanog, ZmOrc1 interaguje jedino sa ZmOrc5 (127). Kod arabidopsisa model
formiranja se gotovo u potpunosti poklapa sa onim kod Coveka (126).

Pored uloge u replikaciji za odreden broj subjedinica kompleksa ORC, kao i za
ceo kompleks razlicitih biljnih vrsta pokazano je da imaju i uloge u drugim procesima.
AtORC je znac¢ajan u ranom razvoju semena i cveta. ZmOrc3 najverovatnije vrsi i
neke funkcije koje ne zahtevaju prisustvo ostalih subjedinica, jer je njegova
ekspresija detektovana u zelenom listu, dok ni jedna druga ORC subjedinica ovde

nije prisutna (127).



1.3.6 Kompleks ORC coveka (HsORC)

Humani kompleks ORC sastoji od 6 subjedinica (HsOrc1 — HsOrc6). Na
osnovu veli¢ina pojedinacnih subjedinica molekulska masa kompleksa bi trebalo da
iznosi oko 346 kDa. Medutim, na osnovu sedimentacionog koeficijenta i Stoksovog
preCnika kompleksa, a koris¢enjem jednacine Sigel-Montija, utvrdeno je da je
molekulska masa humanog holokompleksa manja od one izraCunate na osnovu
aminokiselinskog sastava, i da iznosi oko 270 kDa (130). Na osnovu denzitometrijske
analize SDS-PAGE profila kompleksa HsOrc1-5, subjedinice koje grade kompleks
zastupljene su u odnosu 1:1:1,31:2,03 (HsOrc1:HsOrc2:HsOrc3:HsOrc4+HsOrc5, jer
je Vestern bldtingom detektovano da se trake HsOrc4 i HsOrc5 preklapaju). Sli¢an
odnos naden je i kod kompleksa HsOrc1-6. 1z ovoga se moZe zakljuciti da kompleks
Cine monomeri subjedinica. Na osnovu frikcionog koeficijenta koji iznosi 1,5
pokazano je i da ceo kompleks ima izduzen oblik (130).

Subjedinice 1, 2, 4 i 5 pokazuju znatnu homologiju sa odgovaraju¢im
subjedinicama ostalih analiziranih organizama. Subjedinice Orc3 i Orc6 su izgleda
najbrze evoluirale, tako da su i razlike medu njima kod razli€itih vrsta vece. HsOrc3 je
slican odgovarajucoj subjedinici S. pombe i metazoa, dok gotovo nikakva homologija
ne postoji sa treCom subjedinicom S. cerevisiae. Orc6 je najmanje evolutivho
o¢uvana subjedinica kompleksa ORC, a HsOrc6 pokazuje izvesnu homologiju sa
odgovarajucom subjedinicom D. melanogaster.

U ¢Celijama kompleks postoji u najmanje dva oblika, sa vezanim HsOrc1 ili bez
njega. Ceo kompleks je vrlo ¢vrsto vezan za hromatin i da bi se eluirao potrebna je
visoka koncentracija soli (500 mM NaCl). Humani endogeni ORC ne sadrzi Orc6, a
delu eluiranih frakcija nedostaje i Orc1. Osim u frakciji ekstrahovanoj 500 mM NaCl-

om HsOrc1 nalazi se i u frakciji ekstrahovanoj 100 mM NaCl-om. Ovakav



ekstrakcioni profil ukazuje da HsOrc1 nije stabilno vezan za ostatak kompleksa $to
moze biti posledica regulisane asocijacije Orc1 u toku celijskog ciklusa. Pored toga,
Orc1 je jedina subjedinica ORC-a Cija je ekspresija pod kontrolom transkripcionog
faktora E2F koji je regulisan u toku celijskog ciklusa. Posttranslacione modifikacije
takode mogu imati uticaja na asocijaciju Orc1, a poznato je da je ovaj protein
hiperfosforilisan u toku M faze celijskog ciklusa (131). lako nije integralni deo
ekstrahovanog endogenog kompleksa, HsOrc6 ulazi u sastav rekombinantnog
kompleksa ORC, a detektovane su i medusobne interakcije izmedu HsOrc6 |
HsOrc2, odnosno HsOrc3. Izgleda da je subjedinica HsOrc6 slabo vezana za
endogeni kompleks, pa disosuje u toku ekstrakcije kompleksa sa hromatina. Postoji
mogucnost da je disocijacija uzrokovana posttranslacionim modifikacijama HsOrc6 ili
specificnim interakcijama sa drugim proteinima humanog porekla. Sa ili bez HsOrc6,
HsORC se vezuje za DNK, hidrolizuje ATP, zapocinje formiranje preRC i inicira
replikaciju. Pokazano je, da osim u replikaciji, HsOrc6 ima vaznu ulogu i u segregaciji
hromozoma i citokinezi (132).

Formiranje kompleksa ORC je stupnjevito i po uredenom redosledu.
Arhitektura kompleksa Coveka je najverovatnije slicna arhitekturi kompleksa ostalih
metazoa i kvasaca. Postoje dva moguc¢a mehanizma regulacije redosleda odvijanja
dogadaja u toku formiranja ORC. Jedna moguénost je da postoji aditivni efekat, tj. da
se slabost pojedinacnh veza nadoknaduje viSestrukim interakcijama, a druga, da
prethodne interakcije otkrivaju vezivna mesta za subjedinice koje slede u procesu
formiranja kompleksa (131).

Pokazano je da subjedinice 2, 3, 4 i 5 formiraju jezgro kompleksa. Direktne
medusobne interakcije pokazane su samo za HsOrc2 i HsOrc3, tako da se

pretpostavlja da je njihovo vezivanje prvi korak u formiranju jezgra. U interakciji ove



dve subjedinice uCestvuje 252 amino kiselina (ak) C terminalnog dela HsOrc2 i 200
amino kiselina N terminalnog dela HsOrc3. Funkcionalni domen HsOrc2, odgovoran
za protein-protein i protein-DNK interakcije, sadrzi domen dug 162 ak ukljuéen u
stabilnu interakciju sa ostalim subjedinicama (eng. ORC assembly domain) i dva
signala za lokalizaciju u jedru (NLS-A i NLS-B) (133). Da bi rekombinantni HsOrc2
mogao da zameni endogeni on mora da sadrzi ovaj funkcionalni domen, dug 252 ak.
Prisustvo HsOrc5 u kompleksu je neophodno da bi on ostvario interakciju sa HsOrc4.
Postoji mogucnost da se HsOrc5 i HsOrc4 vezuju istovremeno, ali i da je HsOrc5
neophodan da stabilizuje vezivanje HsOrc4. Za interakciju HsOrc2,3 kompleksa sa
subjedinicama 4 i 5 neophodan je oCuvan C terminus proteina HsOrc3 (134).
Interakcija HsOrc1 sa subkompleksom koji ¢ine HsOrc2 i 3 u potpunosti je zavisna od
prisustva HsOrc4 i HsOrc5. U stvari, HsOrc1 svoju interakciju sa HsOrc2,3 ostvaruje
indirektno, preko subkompleksa HsOrc4,5, pri ¢emu sa izdvojenim kompleksom
HsOrc4,5 interaguje slabije nego sa celim jezgarnim kompleksom (135). Poznato je
da su vezivna mesta za ATP kod AAA+ oligomera Cesto smestena na mestu dodira
subjedinica i to tako da obe subjedinice ostvaruju kontakt sa ATP-om, pa je ovakva
organizacija moguc¢a i u slu€aju interakcija ORC subjedinica Orc1, 4 i 5 koje
pripadaju AAA+ familiji proteina. Samo je HsOrc1-5, a ne i HsOrc2-5 subkompleks,
detektovan na hromatinu, tako da je moguce da je za stabilno vezivanje kompleksa
za DNK neophodan HsOrc1 (134).

Kompleks ORC u eukariotskim ¢elijama vrSi odabir mesta u genomu sa kojih
¢e otpoceti replikacija tj. gde ¢e se formirati preRC. Za odrzavanje stabilnosti genoma
od izuzetne je vaznosti da se svaki region replicira jednom i samo jednom u toku
jednog celijskog ciklusa. Vecina eukariota ima regulatorne mehanizme zavisne od

celijskog ciklusa (tzv. ,ORC cycle®) koji menjaju afinitet jedne ili viSe subjedinica



ORC-a za hromatin, a time i aktivnost kompleksa. Ovi regulatorni mehanizmi imaju
zadatak da sprece reinicijaciju u toku jedne S faze, Sto se obiCno postize
modifikacijom subjedinica na prelasku iz G1 u S fazu Celijskog ciklusa. Kod sisara,
afinitet subjedinice Orc1 za hromatin se smanjuje u toku S faze, a ponovo povecava
u toku rane G1 faze, Sto je kombinovano i sa ubikvitinacijom i degradacijom
nevezanog Orc1. Regulacija aktivnosti kompleksa ORC predstavlja prvi korak u
odredivanju vremena i mesta otpocinjanja replikacije.

Asocijacija i disocijacija kompleksa ORC in vivo pracena je i proucavanjem
obrasca vezivanja subjedinica HsOrc1 i HsOrc2 za LMNB2 ori, tokom celijskog
ciklusa. U G1 fazi dolazi do formiranja preRC. On pokriva oko 110 bp oba lanca
LMNB2. Po ulasku ¢elije u S fazu kompleks se rearanzira i pokriva oko 70 nukleotida
donjeg lanca i 30 nukleotida gornjeg lanca LMNB2. Ova promena je korelisana sa
disocijacijom HsOrc1 i izme&tanjem HsOrc2 za 17 bp u pravcu mesta inicijacije. U
toku mitoze ni jedan od proteina kompleksa ORC nije detektovan na DNK (64).

ORC se za LMNB2 vezuje nanomolarnim afinitetom, koji je 2 do 5 puta veéi u
prisustvu ATP-a. U odnosu na ostale NTP-ove ORC preferira ATP nekoliko stotina
puta. Jedini koji u nanomolskim koncentracijama takode stimuli$e vezivanje ORC za
ori je ATPyS, nehidrolizabilni analog ATP-a. Ovo ukazuje da vezivanje ATP-a za
ORC, a ne njegova hidroliza, stimuliSe vezivanje kompleksa za DNK. Za DNK se
podjednako dobro vezuju kompleksi HsOrc1-6 i HsOrc1-5. U oba slucaja vezivanje je
stimulisano, a kompleks sa DNK stabilizovan prisustvom ATP-a (130).

Kao i kod drugih metazoa, primarna struktura ori ne odreduje specifi¢nost
interakcije sa kompleksom ORC koji, u ekstraktima jaja ksenopusa moze da inicira
replikaciju bilo koje DNK, prokariotskog ili eukariotskog porekla (44). Za vezivanje

kompleksa ORC za DNK vaZnost ima struktura malog Zljeba DNK. Na ovo ukazuju



podaci da sinteti¢ki polinukleotidi koji imaju medusobno slicne strukture malog Zljeba
vrlo efikasno kompetiraju LMNB2 ori u reakciji vezivanja za ORC (44).

Svi do danas opisani kompleksi ORC imaju ATPaznu aktivnost. Subjedinice
HSORC 1, 4 i 5 pripadaju AAA+ superfamiliji ATPaza (102). Ova superfamilija
obuhvata najceS¢e multimerne proteine za koje je karakteristicno je da posle
vezivanja ATP-a prolaze kroz konformacionu promenu ili je indukuju u svojim
partnerima. Sve subjedinice ORC koje pripadaju ovoj familiji proteina imaju visoko
oCuvan motiv Voker A u formi GKT, sem kod S. cerevisiae gde je motiv YKT. Osim
motiva Voker A, Orc1 i Orc4 imaju dobro, a Orc5 delimi¢no oCuvan i motiv VVoker B,
Motiv Voker A je mesto kontakta sa nukleotidima, dok je motiv Voker B mesto
vezivanja jona Mg?* koji je vazan za hidrolizu ATP-a (136). ATPazna aktivnost celog
kompleksa zavisi od o€uvanosti motiva Voker A subjedinice Orc1, dok je za biolo$ku
aktivnost u inicijaciji replikacije neophodna oCuvanost nukleotid-vezivnih domena sve
tri subjedinice. ATPazna aktivnost kosedimentira sa kompleksom HsOrc1-5, a nije
detektovana u kompleksu HsOrc2-5, ili u izolovanom HsOrc1. Ova aktivhost dva puta
je stimulisana jednolan€anom DNK, a tri do pet puta inhibirana dvolancanom DNK.
Da bi funkcionisao kao ATPaza, HsORC mora da sadrzi HsOrc1 sa oCuvanim
motivom Voker A. Kada su u ORC uklju¢ene HsOrc1, 4 ili 5 kojima je motiv Voker A
mutiran, efekat ATP-a na stimulaciju vezivanja ORC za DNK neznatno opada, dok je
sposobnost kompleksa da veze DNK znatno smanjena. Medutim, ako je u kompleksu
prisutna bilo koja od navedenih mutiranih subjedinica, inicijacija replikacije u ¢elijskim
ekstraktima je inhibirana. 1z ovoga se moze zakljuCiti da je vezivanje ATP-a za
HsOrc4 i HsOrc5 neophodno za interakciju kompleksa sa hromatinom praéenu

formiranjem preRC-a i inicijacijom replikacije. Promene u funkcionisnju kompleksa



izazvane vezivanjem ATP-a najverovatnije poticu od konformacionih promena u
jednoj ili viSe subjedinica (130).

ATP je Klju¢ni kofaktor ukljucen u formiranje ORC, a njegovo kontinuirano
prisustvo potrebno je za odrzavanje integriteta kompleksa. Kontinuirano prisustvo
ATP-a je neophodno da bi kompleks HsORC bio stabilan, pa zamena ATP-a ADP-
om u toku purifikacije kompleksa ne povecava njegovu stabilnost, dok je zamena
ATPyS-om stabilizuje kompleks. Osim toga, i formiranje subkompleksa HsOrc2,3,5
sa HsOrc4 i HsOrc4,5 sa HsOrc1 u potpunosti zavisi od ATP-a, koji, i u ovom sluéaju,
moze biti zamenjen ATPyS. Ukoliko HsOrc4 ima mutirani motiv Voker A on ne moze
da interaguje ni sa HsOrc2,3,5, niti sa samim HsOrc5, tako da nema ni formiranja
kompleksa sa HsOrc1. Izgleda da subjedinica HsOrc4 sluzi kao detektor prisustva
ATP-a neophodnog za stabilizaciju kompleksa (135).

Buduci da su neke osobine proteina HsOrc4 predmet eksperimentalnog dela
ovog rada, poznati podaci o njegovoj strukturi i funkciji bice opisani u narednom

poglavlju.

1.3.6.1 Protein HsOrc4

Humani Orc4 je identifikovan i kloniran kao humani homolog odgovarajuce
subjedinice S. cerevisiae 1997. godine (137). Gen koji kodira ovaj protein se nalazi
na hromozomu 2 u traci q22-23 (138). Gen se sastoji iz 14 egzona, koji se prepisuju
u iRNK dugu 2,2 kb i kodira protein dug 436 amino kiselina. Protein ima molekulsku
masu 50377 Da i pripada familiji AAA+ AATPaza. Identifikovane su 4 forme HsOrc4
koje su produkti alternativne obrade primarnog transkripta (139 — 141) (Slika 1.6).

Procenjeno je da u celiji ima oko 5*10° molekula HsOrc4.
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Slika 1.6 Forme HsOrc4 kao produkti alternativne obrade primarnog transkripta.

Simbol ' » ' oznadava intron, a simbol ' mesto spajanja dve egzonske jedinice.

Homologija HsOrc4 sa kvas€evim Orc4 iznosi oko 29%, dok je njegova
homologija najve¢a sa Orc4 Simpanze (99,85%). Ekspresija iRNK i nivo proteina
praceni su u Hela celijama i pokazano je da su konstantni u toku celijskog ciklusa
(137). Pokazano je da HsOrc4 pripada AAA+ familiji proteina jer sadrzi oCuvane
motive Voker A | Voker B. HsOrc4 pokazuje homologiju sa proteinima Orc1, Orc5 i
Cdch. Pri tome postoji homologija izmedu celog Orc4, i gotovo kompletnog Orch
proteina sa C terminalnim krajevima Orc1 i Cdc6 koja je, osim kod Coveka, zapazena
i kod ksenopusa i misa. Postoji pretpostavka da Cetiri proteina imaju sli¢nu tercijarmu
strukturu i da vode poreklo od zajedni¢kog predackog proteina. Ovi proteini imaju
sli¢nost i sa jednom aminokiselinskom sekvencom arhea, pa se moze pretpostaviti
da su subjedinice ORC-a, i ceo kompleks, nastali od predackog inicijatornog proteina
koji je divergirao u toku evolucije (125). lako je eksperimentalno pokazano da se
HsOrc4 vezuje za DNK, on ne sadrzi niAjedan do danas poznati DNK-vezivni domen.

U okviru gena identifikovane su 3 bazne zamene koje dovode do zamene

amino kiselina u proteinu (Tabela 1.1). Ucestalost ovih promena u populaciji je
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razliCita $to moze ukazivati na njihovu potencijalnu ulogu u funkcionisanju proteina,

iako funkcionalna analiza nijedne od navedenih promena nije uradena.

Tabela 1.1 Opisane aminokiselinske zamene u proteinu HsOrc4

region Zoi‘-gg{(a Ucestalost zgﬁf:r?a Amir:;ﬁize::;nska Pozlilc.ija
proteinu
egzoné 498 \iCCiminsana G o 113
egzon 5 393 gigg E 2;2 ;g
egzon4 326 gg;g ((3; |E/(;at!J gg
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2 CILJ RADA

Kao $to je opisano u Uvodu, inicijacija replikacije jednocelijskih ili visecelijskih
eukariota zapodinje vezivanjem konzervisanog proteinskog kompleksa ORC za ori
sekvence, a zavr8ava se regrutovanjem kompletnog replizoma. Kod viSecelijskih
eukariota priroda interakcije izmedu ori sekvenci i ORC-a ostaje nepotpuno
razjasnjena uprkos ogromnom bioloSkom znacaju procesa koji ovom interakcijom
zapocinje. lako u ori sekvencama nisu pronadene konsenzusne sekvence odgovorne
za vezivanje kompleksa ORC, neke zajednicke karakteristike postoje i mogle bi biti
relevantne i za vezivanje inicijacionog proteina. Ove zajedniCke karakteristike
obuhvataju visok sadrzaj AT baznih parova i izvesnu pravilnost u rasporedu
homopurinskih-homopirimidinskih regiona koja mozda reflektuje Cinjenicu da sli¢na
sekundarna struktura ori sekvenci igra ulogu u odredivanju njihove specificnosti. Ori
sekvence visSecelijskih eukariota sadrze mnoge elemente koji, pod specificnim
uslovima, mogu da sagrade alternativne strukture. Prethodna istrazivanja naSe grupe
bila su usredsredena na LMNB2 ori Coveka, njegovu strukturu i protein-DNK
interakcije u koje je uklju¢en. Pokazali smo da fragment izolovan iz LMNB2 i oznacen
kao Ibo |, zauzima specificnu, neortodoksnu strukturu koja moze biti znacajna za
njegovu funkciju (89). U izuCavanju protein-DNK interakcija izdvojili smo protein
HsOrc4, za koji smo ranije pokazali da poseduje samostalnu DNK vezivnu aktivnost,
veoma sli¢nu vezivnoj aktivnosti kombletnog kompleksa ORC (144). Za protein
HsOrc4 takode je znacCajno da pripada superfamiliji makromolekulskih Saperona

sposobnih da, na racun energije ATP-a, menjaju konformaciju razliCitih bioloskih



supstrata. U skladu sa biohemijskom prirodom proteina HsOrc4 i njegovim ranije
utvrdenim afinitetom za Ibo [, osnovni cilj ovoga rada bilo je ispitivanje efekta proteina
HsOrc4 na strukturu odabranih DNK supstrata i karakterizacija eventualnih

strukturnih promena izazvanih delovanjem proteina.



3 MATERIJAL | METODE

3.1 Puferi koriS¢eni u radu

Lauri Broth (LB)
10 g tripton
5 g ekstrakt kvasca
5 g NaCl
dH,Odo1L
za dobijanje Cvrste podloge u 1 L medijuma je dodavano 17 g agara

Pufer za ekvilibraciju i pranje (Equilibration/Wash pufer) (EW)
50 mM Na-fosfatni pufer pH 7,0
300 mM NacCl

Pufer za eluciju (EB)
50 mM Na-fosfatni pufer pH 7,0
300 mM NacCl
150 mM imidazola

Pufer za glicerolske gradijente
20 MM HEPES pH 7,9
30 mM NaCl
2 mM ZnCl;
6 mM MgCl,
0,1 mM ATP
0,1 mM EDTA
1mMDTT
0,1 mM PMSF

Pufer za SDS PAGE
25 mM Tris baza
192 mM glicin
0,1% SDS

Pufer za nano8enje uzoraka za SDS PAGE
50 mM Tris-HCI pH 6,8
4% SDS
20% glicerol
715 mM B-merkaptoetanol



0,02% boja bromfenol plavo

Pufer za vezivanje
20 mM HEPES pH 7,9
30 mM NacCl
6 mM MgCl,
0,2 mM ZnCl,
0,1mM ATP
10% glicerol
1TmMDTT

TBM pufer
89 mM Tris baza
89 mM borna kiselina
2 mM MgCl,

Pufer za nano$enje uzoraka za TBM PAGE
50% glicerol u 1xTBM puferu
0,25% boje ksilen cijanol
0,25% boje bromfenol plavo

Pufer A1
20 mM HEPES pH 7,9
30 mM NacCl
2 mM ZnCl,
20 mM MgCl,
0,1 mM ATP
0,1 mM EDTA
TmMDTT
0,1 mM PMSF

Pufer A2
20 mM HEPES pH 7,9
30 mM NacCl
2 mM ZnCl,
24 mM MgCl,
0,1 mM ATP
0,1 mM EDTA
1mMDTT
0,1 mM PMSF

TAE pufer
40 mM Tris acetat
2mM EDTA pH 8

Pufer za nanosenje uzoraka za agaroznu elektrforezu

50% glicerol u 1xXTAE puferu
0,5% boja oranz G



Pufer za vezivanje za afinitetnu hromatografiju
20 mM HEPES pH 7,9
30 mM NacCl
6 mM MgCl,
0,2 mM ZnCl,
0,1 mM ATP
10% glicerol

Pufer za terminalnu dinukleotidil transferazu (TdT)
200 mM kalijum kakodilat
25 mM Tris baza pH 7,2
1 mM CoCl,
0,1mMDTT
0,01% Triton X-100

TEN1qo pufer
10 mM Tris pH 7,5
1mM EDTA
100 mM NacCl

TEN1ooo pufer
10 mM Tris pH 7,5
1mM EDTA
1M NaCl

Pufer za dijalizu
25 mM Tris-HCI pH 6.8
10% glicerol
1 mM PMSF

PCR pufer
10 mM Tris-HCI pH 9,0
50 mM KCI
0,1% Triton X-100

TBE pufer
89 mM Tris baza
89 mM borna kiselina
2mM EDTA pH 8,0

Pufer za nanoSenje uzoraka za TRE PAGE
50% glicerol u 1xTBE puferu
0,25% boje ksilen cijanol
0,25% boje bromfenol plavo

.....

Pufer za nano$enje uzoraka na denaturisici gel
95% dejonizovan formamid
0,37% Na,EDTA pH 7,0
0,3% boja ksilen cijanol
0,3% boja bromfenol plavo



Dilucioni pufer za DNazu |
10 mM Tris-HCI pH 7,5
10 mM CacCl,
10 mM MgCl,
10% glicerol

Stop pufer za DNazu |
200 pg/mL proteinaze K
10 mM EGTA
10 mM Tris-HCI pH 7,8
5 mM EDTA
0,5% SDS

Ligacioni pufer
50 mM Tris-HCI pH 7,5
10 mM MgCl,
10 mM DTT
1 mM ATP
25 yg/mL BSA
Pufer R
10 mM Tris-HCI pH 8,5
10 mM MgCl,

100 mM KCl
0,1 mg/mL BSA

3.2 Bakterijski sojevi korisc¢eni u radu

e Soj M15 (pREP4) (Nal®, Str®, Rif®, Lac’, Ara’, Gal', MtI", F, RecA*, Uvr"), derivat
soja K-12, koji sadrzi plazmid pREP4 sa genom za represor Lacl koji spreCava
ekspresiju rekombinantnog proteina pre indukcije izopropil-B-D-tiogalaktozid
(IPTG), koris¢en je za ekspresiju rekombinantnoih proteina fuzionisanih sa His
markerom.

e Soj XL1-Blue (supE44, hsdR17, recA1, endA1, gyrA46, thi, relA1, lac, F
[proAB*, lacl®, lacZAM15 Tn10 (tet')];u kojem je moguca plavo-bela selekcija X-

galom, korisc¢en je za propagaciju konstrukata i izolovanje plazmidne DNK



e Soj XL-10 Gold (Tet" A(mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi-
1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB, laclP’ZAM15 Tn10 (Tet) Amy Cam],

koridéen je za propagaciju odgovarajuéih konstrukata i izolovanje plazmidne DNK

3.3 Konstrukcija ekspresionih plazmida

Protein HsOrc4 i njegove mutirane forme HsOrc4 WA i HsOrc4 WB,
eksprimirani su u bakterijama kao rekombinantni proteini fuzionisani sa His6 epitopom.
Plazmidi sa kojih su eksprimirane mutirane forme proteina, WA i WB, sintetisani u
reakciji dirigovahe mutageneze. Kao matrica u reakciji je koriS¢en ranije konstruisan
plazmid pQE-30 (Qiagen, USA) u koji je subkloniran fragment duZine 1311 bp koji
kodira HsOrc4. Sekvence oligonukleotida koji su koriS¢eni u reakcijama dirigovane
mutageneze dati su u tabeli, kao i aminokiselinske promene do kojih dovode (Tabela
3.1). Za mutagenezu je koris¢en komercijalni kit QuikChange Multi Site-Directed

Mutagenesis Kit (Stratagene, USA) i reakcije su izvodene po uputstvu proizvodaca.

Tabela 3.1 Granicnici koriS¢eni za mutagenezu proteina HsOrc4

aminokiselinska

protein granicnik

zamena
Hsﬁ:’“ 5-CCCCGAGGATCAGGAGCAACTATGTTAATAAG-3 K73A
HsOrc4

WB 5-GCCCAGTGATCTTCATATTAGCTGCATTTGATCTTTTTGCTCATC-3 DE159-160AA

Procedura mutagenze obuhvata tri koraka. U prvom koraku se reakcijom

lan¢anog umnozavanja dobija veliki broj molekula mutiranog lanca plazmida.
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Granicnici koji se koriste za mutagenezu se prvo vezuju za denaturisanu matricu, a
zatim Pfu polimeraza iz enimskog miksa sintetiSe DNK i to bez izmestanja prajmera.
Na ovaj nacin sintetiSe se dvolanCani molekul DNK u kome jedan lanac sadrZi
mutacije i prekide. Prekide zatvara jedna od komponenti enzimskog miksa. U drugom
koraku produkti reakcije umnozavanja se tretiraju enzimom Dpnl. Ovaj enzim
specifiéno see metilovanu i hemimetilovanu DNK, sekvence 5-Gm°ATC-3". Na ovaj
nacin se eliminiSu parentalni molekuli, jer je DNK izolovana iz vecine sojeva E. coli
dam metilovana. U poslednjem koraku, reakcionom smeSom Ciji najveci deo Cine
jednolan¢ani molekuli koji nose mutacije, transformisu se kompetentne ¢elije u kojima
se jednolan€ana prevodi u dvolantanu DNK.

Reakcione sme8e zapremine 25 pL sadrzale su 2,5 yL 10X QuikChange
Multi reakcionog pufera, 50 ng plazmidne DNK, 100 ng odgovarajuceg fosforilisanog
prajmera, 1 pL miksa dNTP-ova i 1 pL enzimskog miksa QuikChange. Program
umnozZavanja je bio: 1 min inicijalne denaturacije i 30 ciklusa denaturacije na 95°C u
trajanju od 1 min, renaturacije na 55°C u trajanju od 1 min i sinteze DNK na 65°C u
trajanju od 9 min. Reakciona smesa posle PCR reakcije je tretirana enzimom Dpnl da
bi se ukonili molekuli matrice. Delom digestionih smeSa transformisane su

M15(pREP4) kompetentne Celije.

Sekvenca plazmida sintetisanih na ovaj nacin proverena je sekvenciranjem, a
time i potvrdeno prisustvo odgovaraju¢e bazne zamene odgovorne za inaktivaciju

domena.



3.4 lzolovanje proteina divljeg tipa i mutiranih proteina

Svi proteini koriS¢eni u ovom radu klonirani su u bakterijski ekspresioni vektor
PQE-30 (Qiagen) i eksprimirani u soju E. coli M15(pREP4). Rekombinantni proteini su

imali histidinski epitop dodat na N-terminalnom kraju.

3.4.1 Ekspresija proteina divljeg tipa i mutiranih proteina

Visok nivo ekspresije proteina sa vektora pQE-30 obezbeden je
transkripcionim sistemom pod kontrolom T5 promotora. U regulaciju transkripcije je
uklju€en i lac operator. Dve sekvence lac operatora obezbeduju efikasnu represiju inace

veoma jakog promotora T5 ukoliko u Celiji postoji lac represor. Bakterijski soj
M15(pREP4) konstitutivno eksprimira lac represor sa pREP4 plazmida. Indukcija
ekspresije rekombinantnog proteina vrsi se dodavanjem IPTG-a koji se vezuje za lac
represorni protein i inaktivira ga, $to otklju¢ava T5 promotor i omogucava ekspresiju.
Bakterijski klon sa odgovaraju¢im plazmidom (pHsOrc4, pHsOrc4d WA,
pHsOrc4 WB) zasejavan je sa sveze petri Solje ili iz glicerolskog stoka (u odnosu
1:1000) u 50 mL LB medijuma sa antibioticima (ampicilin 100 pg/mL, kanamicin 30
ug/mL). Bakterijska kultura je inkubirana preko noc¢i na 25°C uz lagano mesSanje (180
rom). Prekonoénom kulturom zapremine 40 mL sledeceg dana je inokulirano dva litra
LB medijuma sa antibioticima. Bakterije su rasle na 25°C uz lagano muckanje do ODgqo
od 0,5 do 0,7. Potom je indukovana ekspresija proteina dodavanjem IPTG-a u finalnoj
koncentraciji 0,2 mM i kultura inkubirana jo$ 2 sata pod istim uslovima. Bakterijske celije

su onda taloZzene centrifugiranjem u trajanju od 20 min na 3000 g na 4°C. Protein je

preci¢avan iz svezih taloga ili iz taloga zamrznutih na -20°C.



3.4.2 Precis¢avanje rekombinantnog proteina HsOrc4

Za precis¢avanje proteina pod nativnim uslovima koris¢ena je afinitetna
hromatografija na komercijalnom medijumu TALON (TALON Metal Affinity Resin
Clontech Laboratories Inc, Palo Alto, CA). PreCiS¢avanje je vrSeno po uputstvu
proizvodaCa, uz manje modifikacije. Ova procedura se zasniva na reverzibilnoj

interakciji imobilizovanih  metalnih  jona kobalta sa polihistidinskim repi¢em
rekombinantnog proteina. Rekombinantni protein eluira se imidazolom koji kompetira
polihistidinskom repi¢u vezanom za smolu.

Bakterijski talog iz 2 L kulture resuspendovan je u 150 mL pufera EW (eng.
Extraction/Wash) (50 mM Na-fosfatni pufer pH 7,0; 300 mM NaCl; kompletni proteazni
inhibitori (Complete, EDTA free, Roche)), a zatim mu je dodato 0,75 mg/mL lizozima i 2
U/mL DNase | u odgovaraju¢em reakcionom puferu (40 mM Tris-HCI| pH 7,5; 6 mM
MgClp). Prilikom utvrdivanja optimalnih uslova za prec€iS¢avanje mutiranih u ovom
koraku testirani su neki deterdzenati (0,5% NP40 ili 0,5% CHAPS), visoka so (1 M
NaCl) ili 10 mM ATP. Liziranje celija se odvijalo 1 sat na ledu. Bakterijska, genomska
DNK fragmentisana je kratkom sonikacijom. Sonikacija je ponovljena 3 puta po 10
sekundi sa pauzama od po 30 sekundi, na ledu, uz 70% — 80% maksimalne jaline
sonikatora (Sonic dismembrator model 300, Fisher). Uzorak je zatim centrifugiran 20
min na 7500 g, na 4°C da bi se uklonili ostaci razbijenih celija. Bistri supernatant je
pomes$an sa 6 mL hromatografskog medijuma i inkubiran 2 sata na 4°C uz konstantnu
rotaciju (15 rpm). Pre upotrebe hromatografski medijum je dva puta opran EW puferom.
Posle inkubacije, smola sa vezanim proteinom je stalozena kratkim centrifugiranjem, 2
min na 700 g, na 4°C, i zatim oprana 3 puta, svaki put sa po 50 mL EW pufera i u

trajanju od 15 min. Vezani proteini eluirani su puferom za eluciju, EB (50 mM Na-

fosfatni pufer pH 7,0, 300 mM NaCl, 150 mM imidazol, kompletni proteazni inhibitori



(Complete, EDTA free, Roche, Switzerland)) u trajanju od 1 sata na 4°C, uz stalno
mesanje. Eluati su zatim propustani kroz Costar kolonice (Sigma Aldrich Chimie GmbH,

Germany) da bi se oslobodili smole i odmah nanoseni na glicerolske gradijente.

3.4.3 Glicerolski gradijenti

Dodatno preciscavanje preparata proteina kroz gliceroslki gradijent vrSeno je
da bi se uklonili insolubilni agregati proteina.

Centrifugiranje je izvodeno u 10% do 30% glicerolskim gradijentima
pripremljenim u odgovaraju¢em puferu (20 mM HEPES pH 7,9; 30 mM NaCl; 2 mM
ZnCly; 6 mM MgCl; 0,1 mM ATP; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT i 0,1 mM PMSF).
Gradijenti su centrifugirani u SW41 Beckman rotoru 20 sati, brzinom od 38000 rpm na
8°C. Frakcionisanje gradijenata je vr§eno sa dna tube uz pomoc¢ peristalticke pumpe, u
razmacima od 15 sec i pri brzini pumpe od 65 rpm.

Frakcije glicerolskog gradijenta su analizirane SDS elektroforezom u
poliakrilamidnim gelovima (SDS PAGE). Frakcije koje su sadrzale maksimalnu koli¢inu

proteina su sakupljane i razdeljene u alikvote koji su do upotrebe Cuvani na -80°C.

3.5 Analiza proteina divljeg tipa i mutiranih proteina

3.5.1 SDS PAGE

Uzorci proteina su razdvajani elektroforezom u 12% SDS poliakrilamidnim
gelovima u puferu sastava: 25 mM Tris baza, 192 mM dglicin i 0,1% SDS. Uzorcima je

dodavana ista zapremina dva puta koncentrovanog pufera za uzorak (50 mM Tris-HCI
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pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol; 715 mM B-merkaptoetanol; 0,02% boja bromfenol

plavo), a pred nano$enje na gel proteini su denaturisni 5 min na 95°C.

3.5.2 Bojenje proteinskih uzoraka komasi plavim

Proteinski uzorci boje se komasi plavom bojom (Coomassie Brilliant blue G-
250, Sigma Aldrich Chimie GmbH, Germany) zato $to se boja fizicki adsorbuje na
povrsinu odredenih amino kiselina (arginin, histidin i aromatiéne amino kiseline) u Kiseloj
sredini. Ovim metodom tipi¢no se detektuju proteini u koncentraciji od 100 ng pa navise.

Posle elektroforeze, SDS poliakrilamidni gelovi su bojeni rastvorom komasi
plavog (0,4% komasi plavo; 10% siréetna kiselina; 40% metanol) 1 sat ili preko noci.
Odbojavanje gelova je vrSeno u rastvoru 10% sircetne kiseline i 50% metanola, dva
puta po 30 minuta, i nastavljeno u rastvoru 7% sir¢etne kiseline i 25% metanola dok

uzorci nisu bili jasno vidljivi na gelu.

3.5.3 Bojenje proteinskih uzoraka srebrom

Bojenje proteina srebrom je znatno osetljivije nego bojenje komasi plavim, pa
se zbog toga i koristi kada je potrebno detektovati manje koliCine proteina. Donja
granica osetljivosti ove metode je nekoliko nanograma proteina. Reakcija bojenja se
zasniva na redukciji jona srebra u metalno srebro na povrsini proteina.

Prema proceduri za bojenje, uzorci su posle elektroforeze prefiksirani 30 min u
rastvoru 50% metanola i 10% sir¢etne kiéeline, a zatim je fiksiranje nastavljeno u

rastvoru 5% metanola i 7% siréetne kiseline 2 sata, ili preko noci. Sve inkubacije su

vréene na sobnoj temperaturi uz lagano muckanje. Gel je zatim ispiran vodom 30 min,



pa fiksiran u 10% glutaraldehidu takode 30 min. Posle ovog fiksiranja gel je ispiran
vodom 4 sata ili preko noc¢i. Gel je potom inkubiran 15 min u rastvoru srebra. Rastvor se
pravi tako 8to se 20,4 mL vode sa 0,63 mL 3M NaOH i 0,8 g AgNO3 titruje amonijum
hidroksidom dok rastvor ne postane bezbojan, a zatim se doda voda do 100 mL. Posle
bojenja gel je kratko ispiran velikom koliCinom vode, a boja je razvijana rastvorom
0,005% limunske kiseline i 0,02% formaldehida. Razvijanje je zatim zaustavljano

vodom.

3.5.4 Elektroforetska analiza proteina na proteinskom ¢Cipu Protein 230
za Agilent Bioanalyzer 2100

Analiza proteina na proteinskom Cipu Protein 230 za Agilent Bioanalyzer 2100
zasniva se na kapilarnoj elektroforezi kroz specificni matriks, pri ¢emu se proteini boje
direktno u toku elektroforeze intekalatorskom fluorescentnom bojom.

Proteini su analizirani kitom Agilent Protein 230, po upustvu proizvodaca, uz

obradu odgovaraju¢im softverskim paketom.

3.6 lIspitivanje interakcije proteina i DNK

Interakcije proteina i DNK ispitivane su metodom promene elektroforetske
pokretljivosti (EMSA esej — Electrophoretic Mobility Shift Assay) i afinitetnom
hromatografijom na sintetskim kopolimerima vezanim za magnetne kuglice. Nakon
EMSA eseja uzorci DNK su analizirani elektroforezom, a gelovi su su$eni pod
vakuumom i autoradiografisani. Posle afinitetne hromatografije uzorci proteina su

analizirani SDS elektroforezom, a gelovi zatim bojeni srebrom.



3.6.1 EMSA esej

DNK;vezivna aktivnost proteina HsOrc4 testirana je u EMSA eseju. U tu svrhu
kori§¢en je proteinski preparat precis¢en afinitethom hromatografijom i centrifugiranjem
u glicerolskom gradijentu, u kombinaciji sa fragmentom Ibo |, poreklom iz LMNB2 ori
Coveka. Vezivanje za radioaktivno obeleZen fragment Ibo | odvijalo se u puferu za

vezivanje (20 mM HEPES pH 7,9; 30 mM NaCl; 6 mM MgCIZ; 0,2 mM ZnCIZ; 0,1 mM

ATP; 10% glicerol; 1 mM DTT) sa ili bez 0,1 mM EDTA. Reakciona smesa, zapremine
10 — 15 uL, sadrzala je 50 — 500 ng proteina HsOrc4, 5 fmol — 20 fmol probe i
nespecifiéni kompetitor poli(dGdC)-(dGdC), prisutan u 100 puta teZinskom visku u
odnosu na probu. Nakon inkubacije od 15 — 30 minuta na 25°C dobijeni kompleksi su
razdvajani elektroforezom na 5% nativnim poliakrilamidnim gelovima pripremljenim u

TBM puferu (89 mM Tris baza, 89 mM borna kiselina i 2 mM MgCl,).

3.6.2 Afinitetna hromatografija na sintetskim kopolimerima vezanim za
magnetne kuglice

Za afinitetnu hromatografiju koris¢eni su preparati proteina HsOrc4
preciscenog glicerolskim gradijentima i dugi dvolan€ani ili trolanéani sintetski kopolimeri.
Od dvolan€anih kopolimera koris¢eni su naizmenicni, poli(dAdT)-poli(dAdT) i
poli(dGdC)-poli(dG-dC), i homogeni, poli(dA)Ipoli(dT). Da bi se formirali dugi trolan¢ani
molekuli, monotoni kopolimer poli(dA)-poli(dT) (GE Healthcare, UK) inkubiran je sa
jednolancanim fragmentom poli(dT), (n = 34 ili 40). Reakciona smesa, zapremine 10-23
pL, sadrzavala je pufer za vezivanje (20 mM HEPES pH 7,9; 30 mM NaCl; 6 mM MgCly;
0,2 mM ZnClz; 0,1 mM ATP; 10% glicerol), 2 ng polimera poli(dA)-poli(dT) i 300 fmol

fragmenta poli(dT),. Hibridizacija se odvijala 30 min na 37°C. Radi provere integriteta



trolan€anog molekula u smesu je povremeno dodavan radioaktivno obeleZeni poli(dT).
Formiranje tripleksa proveravano je elektroforezom na agaroznim TBM gelovima i
autoradiografijom. Da bi se dvolanc¢ani ili trolan¢ani kopolimeri vezali za magnetne
kuglice oblozene streptavidinom, u prvom koraku im je dodavan C repi¢ koji je
hibridizovan sa jednolan€anim, biotinilovanim homoguaninom. U tu svrhu, sintetski
kopolimeri  poli(dA)-poli(dT), poli(dAdT) poli(dAdT) i poli(dGdC) poli(dGdC) (GE
Healthcare, UK) su inkubirani sa terminalnom dezoksinukleotidil transferazom (TdT) i
dCTP-om kao supstratom, ¢ime su njihovi 3’ krajevi produzavani jednolan&anim nizom
poli(dC). Reakciona smesa je sadrzavala oko 4 pmol dvolancanih kopolimera, 50 — 100
U TdT, 12 mM dCTP u volumenu od 100 uL u puferu za TdT (200 mM kalijum kakodilat;
25 mM Tris baza pH 7,2; 1 mM CoCly; 0,1 mM DTT, 0,01% Triton X-100). Reakcione
smese su inkubirane 45 min na 37°C, a reakcije zatim zaustavljane inkubacijom na
70°C. Posle toga, reakcije su hladene do sobne temperature u prisustvu 25 uM
biotinilovanog (dG);p da bi dodlo do hibridizacije komplementarnih jednolan¢anih
regiona. Posto su kao hromatografski medijum kori§¢ene magnetne kuglice obloZzene
streptavidinom (10 mg/mL, Roche, Switzerland), biotinilovani kopolimeri su direktno
vezivani za 180 pL magnetnih kuglica. Efikasnost vezivanja je bila oko 1 pmol sintetskih
kopolimera na 80 pL kuglica. Pre koriS¢enja magnetne kuglice su prane tri puta sa po
700 pL TEN4q pufera (10 mM Tris pH 7,5; 1 mM EDTA; 100 mM NacCl). Sakupljanje
magnetnih kuglica posle pranja vrSeno je na magnetnom stalku. Posle pranja na
dobijenu koli¢inu kuglica dodavan odgovarajuéi sintetski kopolimer koji je na 5 kraju
imao ugraden biotin. Reakcija vezivanja streptavidina za biotin odvijala se 45 min na
25°C. Nevezani materijal je ispiran iz smese pranjem dva puta sa po 1 mL pufera
TEN1goo (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA; 1 M NaCl). Zatim su ovako spremljeni

supstrati ili odmah inkubirani sa HsOrc4, u slu€aju dvolancanih supstrata, ili su prvo
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inkubirani sa (dT)4 da bi se formirali trolan¢ani molekuli, a zatim inkubirani sa HsOrc4
(2 sata na 25°C, uz muckanje). Protein-DNK kompleksi vezani za kuglice sakupljani su
u magnetnom stalku. U slu€aju reakcija sa dvolan€anim supstratima kompleksi vezani
za kuglice su dva puta prani puferom TEN1q, dok su kompleksi proteina i trolancanog
supstrata ispirani puferom TENjgo u koji je dodat 6 mM MgCl,. Uklanjanje proteina sa
magnetnih kuglica vrseno je tretmanom uzoraka DNazom | (100 U, 30 min na 25°C, uz
konstantno muckanje na 1400 rpm). Ovako sakupljeni uzorci su dijalizirani u puferu za
dijalizu (25 mM Tris-HCI pH 6,8; 10% glicerol, 1 mM PMSF) i zatim analizirani na SDS

PAGE.

3.7 lzolovanje genomske DNK

Genomska DNK izolovana je iz humanih limfocita periferne krvi kitom za
izolovanje DNK (GFX Genomic Blood DNA Purification Kit, GE Healthcare, UK), a po

uputstvu proizvodaca.

3.8 lzolovanje plazmidne DNK

Plazmidna DNK je izolovana iz prekonocnih bakterijskih kultura QlAprep Spin

Miniprep kitom (Qiagen, USA) za izolovanje plazmida, a po uputstvu proizvodaca.
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3.9 Kloniranje i mutageneza fragmenta Ibo |

Fragment Ibo | poreklom iz humanog LMNB2 ori dobijen je reakcijom lan€anog
umnozavanja DNK. Kao matrica koris¢ena je genomska DNK izolovana iz humanih
limfocita sa grani¢nicima: D: CAAAAACGGAGCTGGGCTCAGCTG i E:
GACATCCGCCGCTTCATTAGGGCAGAGGCC.

Reakciona smesa, zapremine 50 pL, sadrzavala je PCR pufer (10 mM Tris-
HCI pH 9,0; 50 mM KCI; 0,1% Triton X-100), 1,5 mM MgCl,, 800 uM smesu dNTP-a,
0,5 UM svakog grani¢nika, 2 U Taq polimeraze i odgovaraju¢u plazmidnu DNK kao
matricu (1 — 10 ng). DNK je umnoZavana u 35 — 45 identi¢nih ciklusa, uz pocetnu
denaturaciju od 5 min na 94°C i zavr$nu sintezu od 10 min na 72°C. Profil svakog
ciklusa umnozavanja je bio sledeci: denaturacija 45 s na 94°C, renaturaciju 30 s na
65°C i sinteza DNK 1 min na 72°C.

Produkti reakcije lan€anog umnozavanja su preci§c¢avani na nativnom poliakrilamidnom
gelu i koris¢eni u daljem radu. Za kloniranje fragmenta Ibo | kori§éen je bakterijski vektor

pGEM T-Easy (Promega, USA), prikazan na Slici 3.1.
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Ligacija Zeljenog framenta i vektora vrSena je po uputstvu proizvodaca. Delom
ligacione smese transformisane su kompetentne bakterijske celije soja XL-10 Gold.
Posle analize restrikcionim enzimom (Notfl) i reakcijom lanCanog umnoZavanja
pronadeno je nekoliko pozitivnih klonova. Sekvenciranjem plazmida proverena je
sekvenca ugradenog fragmenta i odabran je jedan klon koji je koris¢en u daljim
eksperimentima.

Osim intaktnog fragmenta Ibo I, konstruisan je mutirani fragment - mutCg, u
kome je srediSnjih 6 T homotiminskog niza na poziciji 3903 — 3908 zamenjeno
citidinima. Prvi korak u formiranju fragmenta mutC6 bila je sinteza fragmenta koji je
sadrzavao Sest citidina umesto timina. U tu svrhu, u reakciji lan¢anog umnoZavanja
termostabilnom polimerazom korisceni su granicnici E i C1:
TTTTTAAGAAGATGCATGCCTAGCGTGTTCTTCCCCCCTTCCAATGATTTG.

Ovako dobijeni fragment (C1E) i plazmid sa kloniranim fragmentom Ibo | su seceni
enzimima Nsil i Xhol, jer je trebalo zameniti fragment Ibo | izbaCen ovim enzimima iz
plazmida fragmentom C1E C&iji su krajevi obradeni ovim enzimima. Prvo je vrSena
digestija enzimom Xhol u digestionoj smesi koja je sadrzavala DNK (do 2 ng), pufer R
(10 mM Tris-HCI pH 8,5; 10 mM MgCl,; 100 mM KCI; 0,1 mg/mL BSA) i 20 U enzima
Xhol. Digestija je vréena na 37°C preko noc¢i. Zatim su produkti digestije presisceni
kitom QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen, USA), po uputstvu proizodaca. Potom je
sledila parcijalna digestija enzimom Nsil u digestionoj smesi koja je sadrzavala
precid¢eni fragment digestije, pufer R (10 mM Tris-HCI pH 8,5; 10 mM MgCl,; 100 mM
KCI; 0,1 mg/mL BSA) i 4 U enzima Nsil. Digestija je bila parcijalna zato §to osim mesta
u insertu koji je trebalo iseci, postoji i mesto -seéenja enzimom Nsil u plazmidu. Da bi se
povecala efikasnost ligacije i verovatno¢a dobijanja Zzeljenog produkta ligacije,

odgovaraju¢a traka dobijena posle dvostruke digestije plazmida izolovana je iz
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agaroznog gela. Reakcija ligacije ovako precis¢enog fragmenta vektora i odgovarajuceg
fragmenta inserta inkubirana je preko no¢i na 16°C u ligacionom puferu (50 mM Tris-
HCI, pH 7,5, 10 mM MgCI2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 25 pug/mL BSA) sa 400 U T4
ligaze (New England Biolabs, USA). Delom ligacione sme$e transformisane su
kompetentne bakterijske celije soja XL-1 Blue. Posle analize klonova restrikcionim
enzimima pronadeno je nekoliko pozitivnih klonova. Prisustvo Zeljene izmene u

nukleotidnoj sekvenci potvrdeno je sekvenciranjem.

3.9.1 lzolovanje fragmenta DNK iz agaroznog gela

Fragmenti DNK su razdvajani elektroforezom u 1% agaroznom gelu pri
konstantnoj voltazi od 5 V/cm. Za elektroforezu je koriS¢en pufer TAE (40 mM Tris
acetat; 2 mM EDTA pH 8). Uzorak je nanoSen u odgovarajéem puferu za uzorak (50%
glicerol u 1XTAE puferu; 0,5% boja oranz G). Po zavr8enoj elektroforezi traka od
interesa isecana je iz gela i DNK iz nje izolovana kitom Wizard SV and Gel Kit

(Promega, USA), po uputstvu proizvodaca.

3.10 Sinteza fragmenta Ibo | u kojem je dATP zamenjen 7-deaza-dATP-
om

Supstrati koji sadrZze 7-deaza-dATP sintetisani su u reakciji lananog
umnozavanja polimerazom, pri ¢emu je umesto dATP-a, kao nukleotid kori§¢en 7-
deaza-dATP (Jena Bioscience, USA). Reakcione smesSe zapremine 50 pL su
sadrzavale PCR pufer sa 1,5 mM MgCl, (10 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCI; 0,1%
Triton X-100), 10 mM smesu dNTP-a (dTTP, dCTP, dGTP, 7-deaza-dATP), 0,6 uM

svakog granicnika, 2,5 U QIAgen Taq polimeraze (Qiagen, USA) i odgovarajuéu



plazmidnu DNK kao matricu (1 — 50 ng). Program kori§¢en za umnozavanje bio je isti

kao i za fragment Ibo |I.

3.11 Elektroforeza DNK u nativnom poliakrilamidnom gelu

Elektroforetska analiza produkata reakcija restrukturiranja je vrSena u Hoefer
Ruby 600 (GE Healthcare, UK) sistemu za elektroforezu. Fragmenti DNK su razdvajani
u 4% — 10% nativnim poliakrilamidnim gelovima pri konstantnoj voltazi od 10 — 15 V/cm
gela. Za elektroforezu su korisceni slededi puferi: TBE (89 mM Tris baza; 89 mM borna
Kiselina; 2 mM EDTA pH 8,0) i TBM. Uzorci su nanoSeni na gelove u odgovaraju¢im
puferima za uzorke. Za TBE PAGE kori§¢en je pufer za uzorak sastava: 50% glicerol u
1XTBE puferu, 0,25% boje ksilen cijanol i 0,25% boje bromfenol plavo, dok je za TBM
PAGE upotrebljavan pufer za uzorak sastava: 50% glicerol u 1xTBM puferu, 0,25% boje

ksilen cijanol i 0,25% boje bromfenol plavo.

3.12 lzolovanje fragmenata DNK iz nativnog poliakrilamidnog gela

Produkti reakcije lan€ane polimerizacije oslobadani su od nespecificnih traka i
neugradenih grani¢nika elektroforezom na 10% poliakrilamidnom gelu u 1XTBE puferu.
Po zavrdenoj elektroforezi, traka od interesa isecana je iz gela i homogenizovana u 300
pL =450 pyL dH,0. Dobijena smeSa je inkubirana 1 h na 37°C u termomikseru na 1000
rpm. Propustanjem kroz kolonicu iz suspenzije su uklanjani parCici akrilamida, a DNK je
potom taloZzena u etanolu uz prisustvo Na-acetatog pufera (pH 5,2) i glikogena u
svojstvu nosaca. Talog je ispiran tri puta hladnim 70% etanolom, su$en pod vakuumom

i rastvaran u dH,0O.



3.13 Elektroforeza DNK u denaturiSecem poliakrilamidnom gelu

Duzina fragmenata DNK proverevana je elektroforezom u denaturiSu¢éem
poliakrilamidnom gelu. Fragmenti su razdvajani u 6% denaturiSsu¢em poliakrilamidnom
gelu (urea 6M) u 1XTBE puferu. Elektroforeza je vrSena pri konstantnoj voltazi od 40 —

50 V/cm. Po zavr$enoj elektroforezi gelovi su autoradiografisani.

3.14 Izolovanje fragmenata DNK iz denaturiSuéeg poliakrilamidnog gela

Jednolan¢ane DNK izolovane su iz denaturiSu¢eg poliakrilamidnog gela
pripremljenog i koris¢enog u 1XTBE puferu. Po zavrSenoj elektroforezi, traka od interesa
isecana je iz gela i homogenizovana u 100 pyL — 150 pL dH,O. Dobijena smeda je
inkubirana 2 min na 95°C, i zatim hladena na sobnu temperaturu. Propustanjem kroz
kolonicu iz suspenzije su uklanjani parCi¢i akrilamida, a dobijena DNK je potom

kori8¢ena u daljim eksperimentima.

3.15 Obelezavanje DNK radioaktivnim izotopom 32P

DNK je obelezavana reakcijom fosforilacije u prisustvu [y—32P]ATP i T4
polinukleotid kinaze. Za obeleZavanje grani¢nika (D i E) i monotonih jednolan&anih
oligonukleotida (poli(dA),, poli(dT),) reakciona smesa, zapremine 25 plL, sadrzavala je
grani¢nik (12 pmol) ili monotoni oligonukleotid (10 pmol), 1xpufer za fosforilaciju
(Fermentas), [y->*PJATP (10 pmola) i 20 - 30 U T4 kinaze (Fermentas). Reakcija
fosforilacije se odvijala 45 min na 37°C, a zaustavljanja je inkubacijom 10 min na 65°C.
Neugradeni radioaktivni nukleotidi uklanjani su iz reakcije metodom molekulskog

sejanja kroz G-25 sefadeks kolonice (GE Healthcare, UK), po uputstvu proizvodaca.



Koli¢ina radioaktivnog izotopa inkorporiranog u fragment DNK merena je u
scintilacionom brojacu za te€ne uzorke. ObeleZeni granicnici koriS¢eni su za dobijanje
radioaktivno obeleZenih fragmenata Ibo | reakcijom lan€anog umnozavanja, a monotoni
jednolanéani oligonukleotidi za ekperimente restrukturiranja posredstvom proteina
HsOrc4.

Obelezavanje DNK lestvice od 10 bp vrSeno je u reakcionoj smesi (25 uL) koja
je sadrzavala DNK lestvicu (100 ng), 1x pufer za fosforilaciju (Fermentas), [y->*PJATP (2
pmol) i 10 U T4 kinaze (Fermentas). Po inkubaciji na 37°C u trajanju od 45 min,
reakciona smesa je propustana kroz G-25 sefadeks kolonicu i precipitirana dodavanjem
glikogena i Na-acetata (pH 5,2) u 95% etanolu. Talog je ispiran tri puta hladnim 70%
etanolom, su$en pod vakuumom i rastvaran u sterilnoj dH,O. Ovako obelezena lestvica
je koriS¢ena na denaturiSu¢im poliakrilamidnim gelovima kao standard duzine

fragmenata DNK.

3.16 Reakcije sa hemijskim agensima specificnim za neortodoksne
strukture DNK

U svim hemijskim reakcijama kori§¢ena je DNK sa jednim obelezenim &'

krajem, §to je postignuto ubacivanjem odgovarajuceg obeleZzenog granicnika u PCR.

3.16.1 Modifikacija DNK osmijumtetraoksidom (OsO,)

Reakcione smese, tretirane OsO,, sadrzavale su radioaktivno obeleZen
fragment DNK (125 fmol), 10 ug poli(dldC)-poli(didC), 2 L piridina i pufer za vezivanje
(20 mM HEPES pH 7,9; 30 mM NaCl; 6 mM MgCl,; 0,2 mM ZnCly; 0,1 mM ATP; 10%

glicerol) u zapremini od 24 pL. Po dodavanju 2% OsO4 (30 pL), uzorci su inkubirani 25



min na ledu uz povremeno vorteksovanje. Reakcija je zaustavljana precipitacijom DNK
u apsolutnom etanolu uz prisustvo Na-acetatog pufera (pH 5,2). Talog je ispiran 70%

etanolom, susen pod vakuumom i tretiran piperidinom.

3.16.2 Modifikacija DNK hloroacetaldehidom (CAA)

Reakcione smese, tretirane CAA, sadrzavale su 1 uL CAA (55%), radioaktivno
obelezen fragment DNK (200 fmol - 500 fmol), 10 ug poli(dldC)-poli(didC) i pufer za
vezivanje (20 mM HEPES pH 7,9; 30 mM NaCl; 6 mM MgCly; 0,2 mM ZnCly; 0,1 mM
ATP; 10% glicerol) u zapremini od 100 uL. Uzorci su inkubirani 1 sat na 37°C. Reakcija
je zatim hladena na ledu i DNK precipitirana u apsolutnom etanolu uz prisustvo Na-
acetatog pufera (pH 5,2). Talog je ispiran 70% etanolom, su$en pod vakuumom i

tretiran piperidinom.

3.16.3 Modifikacija DNK dietilpirokarbonatom (DEPC)

Za modifikaciju DEPC-om reakciona smes$a, zapremine 100 pL, sadrzavala je

pufer za vezivanje (20 mM HEPES pH 7,9; 30 mM NaCl; 6 mM MgCl, 0,2 mM ZnCly;

0,1 mM ATP; 10% glicerol), radioaktivno obelezen fragment DNK (100 fmol) i 10 ug
poli(dldC)-poli(dldC). Po dodavanju 10 yL DEPC-a, uzorci su inkubirani 15 min na
sobnoj temperaturi uz povremeno vorteksovanje. Reakcija je zaustavljana
precipitacijom DNK u apsolutnom etanolu uz prisustvo Na-acetatog pufera (pH 5,2).

Talog je ispiran 70% etanolom, su$en pod vakuumom i tretiran piperidinom.



3.16.4 Sekvenciranje DNK metodom Maksama i Gliberta

Purinske baze u fragmentima DNK detektovane su sekvenciranjem po
Maksamovom i Gilbertovom principu. Reakciona smesa, zapremine 10 yL, sadrZzavala
je radioaktivno obelezen DNK fragment (50 fmol — 250 fmol) i 1 pg poli(dldC)-poli(dldC).
Dodavanjem 4% mravlje kiseline (1 yL) i inkubacijom 25 min na 37°C modifikovane su

purinske baze, a zatim je modifikovana DNK depurinisana i isprekidana piperidinom.

3.16.5 Tretman DNK piperidinom

Uklanjanje modifikovanih baza i stvaranje jednolancanih prekida u molekulu
DNK je vr§eno dodavanjem 150 yL 1 M piperidina po jednom uzorku. Reakciona smesa
je inkubirana 30 min na 90°C, a potom hladena 5 min na ledu. Ovako fragmentisana
DNK oslobadana je od piperidina uzastopnim ekstrakcijama n-butanolom. Prvo je
dodavan 1 mL n-butanola, smesa je vorteksovana i centrifugirana, 10 min na 11400 g.
Po uklanjanju supernatanta, u talog je dodavan n-butanol (1 mL) i 1% SDS (150 pL), a
smesa je vorteksovana i centrifugirana 3 min na 11400 g, nakon Cega je odstranjen
supernatant. Uzorak je potom ispiran dva puta sa po 0,5 mL n-butanola, osusen pod
vakuumom i precipitiran u apsolutnom etanolu pomocu glikogena i Na-acetatnog pufera
(pH 5,2). Talog je ispiran tri puta hladnim 70% etanolom, suSen pod vakuumom i
formamid; 0,37% NaEDTA pH 7,0; 0,3% boja ksilen cijanol i 0,3% boja bromfenol
plavo). Kod produkata reakcije sekvenciranja tretiranih piperidinom korak precipitacije je

izostajao. Pre nanoSenja na gel, uzorci su denaturisani 5 min na 95°C.



3.17 Hidroliza DNK Dezoksiribonukleazom | (DNaza [)

Pre enzimske reakcije, uzorci su inkubirani u puferu za vezivanje (20 mM
HEPES pH 7,9; 30 mM NaCl; 6 mM MgCly; 0,2 mM ZnCly; 0,1 mM ATP; 10% glicerol),
2h na 25°C. Parcijalna hidroliza vrSena je u smeSi zapremine 4 — 6 uL. 300 fmol — 400
fmol probe je tretirano sa 0,3 U DNaze | (GE Healtcare, UK) u prisustvu 1 pg
nespecificne DNK (poli(dGdC)-poli(dGdC)), a enzim je razblazivan u dilucionom puferu
(10 mM Tris-HCI pH 7,5; 10 mM CaCly; 10 mM MgCl,; 10% glicerol). Do dodavanja
endonukleaze reakcione sme8e su drzane na ledu, a sama reakcija odvijala se na
sobnoj temperaturi. Reakcije su zaustavljane dodavanjem iste zapremine stop pufera
(200 pg/mL proteinaze K; 10 mM EGTA; 10 mM Tris-HCI pH 7,8, 5 mM EDTA, 0,5%
SDS) i inkubiranjem 1 h na 55°C. Uzorci su pripremani za elektroforezu dodavanjem
iste zapremine pufera za nanoSenje uzoraka (95% dejonizovan formamid; 0,37%
Na,EDTA pH 7,0; 0,3% boja ksilen cijanol i 0,3% boja bromfenol plavo) i potonjim
denaturisanjem 5 min na 95°C. Produkti seCenja DNazom | su razdvajani u 6%

denaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu.

3.18 Reakcije restrukturiranja DNK

Uticaj proteina na restrukturiranje DNK ispitivan je na razlicitim jednolananim
supstratima. U tu svrhu, radioaktivho obelezeni fragmenti [bo | rastvoren je u vodi, u
koncentraciji 1 fmol/uL. Dvolancani fragment je zatim denaturisan inkubacijom na
temperaturi od 95°C u trajanju od 10 min. Denaturisani uzorak DNK (3 — 4 L) je brzo
razblazivan u puferu A2 prethodno zagrejanom na 37°C (20 mM HEPES pH 7,9; 30 mM
NaCl; 2 mM ZnCl;; 24 mM MgCl,; 0,1 mM ATP; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT i 0,1 mM

PMSF). Osim u kontrolnim reakcijama, u ovaj pufer bio je dodat protein HsOrc4, u



koli¢ini 1 ng — 500 ng. Reakcione smese su zatim inkubirane na 37°C, 15 min, ili kao sto
je opisano uz razli¢ite eksperimente. Uz kontrole bez proteina, radene su i kontrolne
reakcije sa denaturisanim proteinom HsOrc4 i proteinima BSA i SSB. Ove reakcije su
postavljane kao $to je prethodno opisano, dok su koli€¢ine proteina HsOrc4, BSA i SSB
bile 200 ng. U nekim eksperimentima varirana je koncentracija magnezijumovih jona u
opsegu od 1 mM do 50 mM. Posle inkubacije na 37°C reakcione smeSe su brzo
hladene na ledu. U nekim slu¢ajevima uzorcima je dodavan rastvor 1 M NaCl i 1% SDS,
a zatim su deproteinisani mesavinom hloroforma i izoamilalkohola. U drugim
slu€ajevima protein je uklanjan proteinazom K koja je dodavana u koli€ini 1 ug -5 pgiu
rastvoru 0,1% — 0,5% SDS. Digestija proteinazom vrSena je 15 min na 37°C. Produkti
reakcija su analizirani elektroforezom u 5% ili 8% TBM poliakrilamidnim gelovima.

U reakcijama u kojima su kao supstrati koriS¢eni jednolancani oligonukleotidi,
1 fmol — 4 fmol obeleZzenog jednolantanog nukleotida (dA)4o rastvorenog u puferu A1
(20 mM HEPES pH 7,9; 30 mM NaCl; 2 mM ZnCl,; 20 mM MgCl; 0,1 mM ATP; 0,1 mM
EDTA; 1 mM DTT; 0,1 mM PMSF) inkubirano je sa 1 ng do 500 ng proteina HsOrc4 ili
bez njega. Inkubacija je vrSena u termomikseru, na 37°C i uz konstantno muckanje na
600 rpm. Tipi€na reakciona smesa imala je zapreminu 25 pL. U nekim eksperimentima,
kao §to je opisano u Rezultatima, reakcione smeSe su sadrzale i 20 mM EDTA ili su
varirane koncentracije Mg?* jona u opsegu 1 mM — 50 mM (1 mM, 5 mM, 10 mM, 15
mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM). Reakcije u kojima je ispitivana
sposobnost mutiranih proteina HsOrc4 WA i HsOrc4 WB da formiraju viSelantane
oligoadeninske strukture sadrzale su ove proteine u koncentracijama od 10 ng do 200
ng. Gde je naglaSeno, jednolancani o-ligonukleotidi su inkubirani sa viskom
odgovaraju¢eg komplementarnog lanca. Uzorci su posle inkubacije deproteinizovani

delovanjem proteinaze K, a zatim analiziani na TBM PAGE i autoradiografisani.
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Odabrani rezultati su kvantifikovani u OptiQuant softveru na Cyclone™ Storage
Phosphor System (Perkin Elmer).

U nekim slucajevima, u reakcijama restrukturiranja kori§¢eni su parcijalno
jednolanCani supstrati sintetisani od dATP-a ili 7-deaza-ATP-a. Ovi supstrati
pripremljeni su od fragmenta Ibo | kome su terminalnom TdT-om, sa dATP ili 7-deaza-
ATP kao supstratima, produzavani 3' krajevi. Reakciona sme8a je sadrzavala oko 1
pmol fragmenta DNK, 30 — 40 U TdT (Fermentas Life Sciences), 120 mM dATP ili 150
mM 7-deaza-dATP u volumenu od 20 uL u puferu za TdT (200 mM kalijum kakodilat; 25
mM Tris baza, pH 7,2, 1 mM CoCl,; 0,01% Triton X-100). Reakcione smese su
inkubirane 15 min na 37°C, a reakcije zatim zaustavljane dodavanjem 2 uL 0,5 M
EDTA. Ovako sintetisani supstrati koriS¢eni su posle etanolske precipitacije ili posle

prec€isc¢anja nativnom PAGE.



4 REZULTATI

Rezultati ovoga rada podeljeni su u Cetiri celine. U prvom delu opisana je
konstrukcija i ekspresija proteina potrebnih za izu€avanje potencijalnog uticaja
proteina HsOrc4 na strukturu DNK. Ovaj deo se odnosi na konstrukciju mutiranih
formi rekombinantog proteina HsOrc4 koje imaju neaktivne domene za vezivanje
(HsOrc4 WA) ili za hidrolizu vezanog ATP-a (HsOrc4 WB), kao i na standardizaciju
ekspresije i izolacije mutiranih proteina. U drugom delu dodatno je testirana DNK
vezivna aktivnost proteina HsOrc4 sa ciliem da se pokaZe da razvijeni protokol za
purifikaciju proteina daje samo jednu DNK vezivnu aktivnost, sadrzanu u proteinu
HsOrc4. Ovo je bilo neophodno kao dokaz da isklju€ivo protein HsOrc4, a ne neka od
mogucih kontaminacija, utice na DNK na nacin opisan u radu. U treCem delu
rezultata dodatno su ispitana neortodoksna strukturna svojstva fragmenta Ibo |
poreklom iz humanog ori LMNB2, sa ciliem da se ovaj fragment upotrebi kao jedan
od supstrata u reakcijama restrukturiranja izazvanog proteinom HsOrc4. Poslednji

deo rezultata opisuje novootkrivenu sposobnost HsOrc4 da restrukturira razliCite

DNK supstrate i da izazove formiranje sloZzenih viselan€anih struktura.

4.1 Rekombinatni humani Orc4 (HsOrc4) protein i njegove mutirane
forme

4.1.1 Konstrukcija ekspresionih plaimida

DNK-vezivni protein HsOrc4 predstavlja deo inicijatornog kompleksa ORC.

HsOrc4 pripada superfamiliji AAA+ proteina za koje je karakteristicno da posle



vezivanja ATP-a prolaze kroz konformacionu promenu ili je indukuju u svojim
partnerima (142). Oba motiva karakteristicna za ovu superfamiliju, Voker A i Voker B,
oCuvana su kod proteina HsOrc4. Voker A motiv je mesto kontakta sa nukleotidima,
dok je Voker B motiv mesto vezivanja jona Mg®* neophodnog za hidrolizu ATP-a
(136). Da bi se bolje okarakterisala uloga ATP-a u interakcijama proteina HsOrc4 i
DNK, konstruisani su i eksprimirani mutirani proteini HsOrc4 — HsOrc4 WA i HsOrc4
WB. Kod HsOrc4 WA mutanta izmenjen je domen za vezivanje ATP-a, a kod HsOrc4
WB mutanta domen odgovoran za hidrolizu ATP-a. Kod mutiranog proteina HsOrc4
WA lizin na mestu 73 iz o€uvanog GKT motiva, zamenjen je alaninom (GKT u GAT).
Mutiranom proteinu HsOrc4 WB, u aktivnom mestu u okviru domena Voker B, su
zamenjeni asparinska kiselina na mestu 159 i glutaminska kiselina na mestu 160,

alaninima (DE u AA).

4.1.2 Ekspresija i izolacija proteina divljeg tipa i mutiranih proteina

HsOrc4 divljeg tipa, kao i mutirani proteini, eksprimirani su u E. coli soju
M15(pREP4). Optimalni uslovi ekspresije proteina divljeg tipa ranije su odredeni
poredenjem koli¢ina proteina izolovanih iz priblizno iste koliCine bakterijskih Celija i
ovi uslovi su primenjeni i za ekspresiju mutiranih proteina. Primeceno je da je nivo
ekspresije mutiranih proteina, narocito HsOrc4 WB, nizi u odnosu na nivo ekspresije
proteina divljeg tipa. Nivo ekspresije mutiranih proteina proveren je elektroforezom na
SDS poliakrilamidnim gelovima (Slika 4.1) ili na proteinskim Cipovima za Agilent

Bioanalyzer 2100.



Slika 4.1. Ekspresija proteina HsOrc4 WA.
Bakterijski lizati razlicitih klonova koji eksprimiraju HsOrc4 WA (1 — 5) i preciséeni
HsOrc4 (6) analizirani elektroforezom u SDS poliakrilamidnom gelu i bojeni komasi

plavim

Analizom bakterijskih lizata elektroforezom u SDS poliakrilamidnom gelu
pronadeni su klonovi koji eksprimiraju mutirane proteine. lako je nivo ekspresije
mutiranih proteina bio nizi u odnosu na nivo ekspresije proteina divljeg tipa on je ipak
bio dovoljan da se nastavi sa procesom izolacije ovih proteina iz bakterijskih lizata.

Procedura za izolaciju proteina divljeg tipa opisana je u poglavlju Materijal i
Metode. Na isti nacin su izolovani i mutirani proteini. Medutim, u slu¢aju mutiranih
proteina ovim postupkom su dobijeni preparati zadovoljavajuée Ccistoce, ali ne i
koncentracije, pa su uslovi izolacije optimizovani. U toku izolacije dodati su razliciti
deterdzenti (NP40 ili CHAPS), NaCl ili ATP. Prinos preci§¢éenog HsOrc4 WA mutanta
povecan je kada je izolacija vrSena u puferu sa visokom koncentracijom NaCl (1 M).
lzvesno povecanje prinosa HsOrc4 WB mutanta primeéeno je u preparatima

izolovanim u prisustvu ATP-a. | u ovom slu€aju su prinos i Cisto¢a preparata



proveravani ili elektroforezom u SDS gelovima (Slika 4.2) ili na proteinskim ¢ipovima

na Agilent Bioanalyzer 2100 aparatu.

Slika 4.2. Precis¢avanje proteina HsOrc4 WA.
Elektroforetska analiza u SDS poliakrilamidnom gelu bakterijskog lizata lizata posle
sonifikacije (1), preparata posle vezivanja za smolu (2), tri pranja (3 — 5) i preéiséenog

preparata odabranog klona koji eksprimira HsOrc4 WA (6), marker molekulske mase

(7). Uzorci su bojeni komasi plavim

Uslovi za izolaciju mutiranih proteina koji su optimizovani na ovaj nacin
obezbedili su da se dobiju koli€ine proteina dovoljne za dalji rad.

Da bi se proteinski preparati oslobodili insolubilnih agregata i da bi im se
povecala CistocCa, izvrSeno je dodatno preciS€avanje centrifugiranjem u gradijenu
glicerola, kao $to je opisano u sekciji Materijal i Metode. Posle centrifugiranja

gradijenti su frakcionisani i analizirani na proteinskom Cipu (Slika 4.3).
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Slika 4.3. Elektroforetska analiza frakcija glicerolskog gradijenta HsOrc4 WA na
proteinskom Cipu Protein 230 za Agilent Bioanalyzer 2100.

Marker molekulske mase (1), preparat nanet na glicerolski gradijent (2), frakcije
glicerolskog gradijenta od 13 do 20 (3 — 10) u kojima je detektovan maksimalna

kolicina proteina, dno gradijenta (11)

Frakcije glicerolskin gradijenata su analizirane elektroforezom u SDS
poliakrilamidnim gelovima ili na proteinskim Cipovima, i one u kojima je detektovan
protein sakupljene su i zatim razdeljene u delove koji su do koriS¢enja Cuvani na -
80°C. Na ovaj nacin su obezbedeni preparati dovoljne koncentracije i Cisto¢e za

kori§¢enje u daljim esejima.

4.2 Interakcije proteina HsOrc4 i DNK

Ranije je pokazano da se protein HsOrc4 kooperativho vezuje za razliCite,
adeninom i timinom bogate fragmente ori sekvenci LMNB2 i DHFR, za duge
sintetske kopolimere sastavljene iz naizmeniénih ili monotonih adenina i timina, kao i

za kratki trolan¢ani molekul (d7)4 (dA)4o (dT)40, formiran od dupleksa (dA) (dT)4o i



jednolancanog poli(dT)4o. Posto je ovaj rad prevashodno posvecen nacinima na koje
protein HsOrc4 utiCe na DNK, bilo je znaajno potvrditi da vezivna aktivnost
detektovana u EMSA esejima potice iskljuCivo od proteina HsOrc4, a ne od
bakterijskih kontaminacija koje se mogu uoditi ako se afinitetno preciS¢eni izolat
proteina oboji srebrom. U tu svrhu, uradena je sledecCa serija eksperimenata. U
prvom koraku, ispitana je DNK vezivna aktivnost razli€itih frakcija gradijenta glicerola.
Odgovaraju¢e frakcije gradijenta su prvo analizirane elektroforezom u SDS
poliakrilamidnom gelu, koji je zatim bojen srebrom (Slika 4.4). Na Slici 4.4 se osim
proteina HsOrc4 uoCava jos nekoliko proteina manje molekulske teZine koji mogu biti

proteoliticki fragmenti rekombinantnog proteina ili bakterijske kontaminacije.

i
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Slika 4.4. Analiza pojedinacnih frakcija glicerolskog gradijenta SDS PAG

elektroforezom i bojenjem srebrom.
Marker molekulske mase (1), ranije precisc¢eni HsOrc4 (2), start — preparat koji je

nanet na glicerolski gradijent (3) i frakcije 10 do 21 glicerolskog gradijenta (5 — 14)

DNK vezivna aktivnost frakcija glicerolskog gradijenta ispitana je EMSA
esejom sa obelezenim fragmentom Ibo |, poreklom iz LMNB2 ori ¢oveka. Frakcije

glicerolskog gradijenta su inkubirane 1 sat na 25°C zajedno sa obelezenim



fragmentom Ibo |, a onda su produkti reakcije analizirani elektroforezom u 5% TBM

poliakrilamidnom gelu (Slika 4.5).
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Slika 4.5. DNK vezivna aktivnost frakcija glicerolskog gradijenta.

EMSA esegj frakcija 11 do 20 glicerolskog gradijenta sa obeleZzenim fragmentom Ibo |

(2 - 10). Kontrolna reakcija bez proteina (1)

Do formiranja kompleksa, tj. do promene u elektroforetskoj pokretljivosti
fragmenta Ibo |, do$lo je samo u onim reakcijama u kojima je u frakciji glicerolskog
gradijenta prisutan protein HsOrc4, a maksimalno vezivanje dobijeno je sa uzorcima
koji sadrze najvecu koli€inu proteina. Ovo pokazuje da je detektovana DNK-vezivna
aktivnost u potpunosti korelisana sa proteinom HsOrc4. U reakcijama se takode
moze primetiti da se formiraju viSestruki kompleksi izmedu proteina i DNK, $to je u
skladu sa ranije opazenim kooperativnim vezivanjem proteina HsOrc4 za LMNB2.

Frakcije koje sadrze najvecu koli¢inu proteina i pokazuju maksimalnu vezivnu
aktivnost dodatno su ispitane je afinitetnom hromatografijom na sintetickim
polinukleotidima. Posto su polisintetski nukleotidi biotinom vezani za magnetne
kuglice oblozene streptavidinom, ova metoda se naziva i streptavidinskim ,pull

down“-om. U esejima su koris¢eni dugi dvolan¢ani sintetski kopolimeri — naizmenicni



poli(dAdT)-poli(dAdT) i poli(dGdC)-poli(dGdC) i homogeni, dvolancani i delimiéno
trolan¢ani, poli(dA)-poli(dT). Kopolimeri vezani za magnetni medijum inkubirani su sa
preparatom HsOrc4, a proteini vezani za DNK skinuti su sa magnetnih kuglica
enzimom DNaza |. DNazom | se eluiraju samo proteini vezani za DNK, a ne i oni
nespecificno asocirani s magnetnim kuglicama, $to obezbeduje specificnost i
selektivnost eseja. Na Slici 4.6 prikazana je elektroforetska analiza produkata ,pull
down" eseja.
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Slika 4.6. Vezivanje HsOrc4 za naizmenicne duge poli(dAdT) poli(dAdT) i
poli(dGdC)-poli(dGdC) kopolimere.
HsOrc4 (1) vezan za dvolancani kopolimer poli(dAdT) poli(dAdT) (2) i dvolancani

kopolimer poli(dGdC)-poli(dGdC) (3)

U eksperimentima sa naizmeni¢nim dvolancanim kopolimerima pokazano je
da se HsOrc4 vezuje sa velikim aﬁnitetom za poli(dAdT)-poli(dAdT), dok je njegovo
vezivanje za poli(dGdC)-poli(dGdC) gotovo zanemarljivo, $to je u skladu sa ranije

dobijenim rezultatima.



Takode je pokazano da se HsOrc4 vezuje i za dvolanCani i za delimicno

trolan¢anu DNK sa priblizno jednakim afinitetom (Slika 4.7).

p HsOrc4 S

DNazal
N

SEE

Slika 4.7. Vezivanje HsOrc4 za dvolan¢ani kopolimer AT i delimi¢no trolan¢ani

kopolimer TAT.
HsOrc4 vezan za poli(dAdT)poli(dAdT) (1) | za delimicno trolancani

(dT)40 poli(dA)-poli(dT) (2)

Ovom serijom eksperimenata potvrdeno je da u pripremljenom preparatu
jedino HsOrc4 pokazuje afinitet za DNK. Takode je potvrdeno da se HsOrc4 direktno
vezuje za sintetske i prirodne molekule DNK bogate AT parovima. Posto je velika
zastupljenjost A'i T nukleotida jedna od karakteristika ori fragmenata, preferencija za
AT bogatu DNK moze da predstavlja znacajnu osobinu proteina HsOrc4 koja mu
omogucava prepoznavanje ori DNK i obezbeduje relativhu selektivnost u interakcija
sa ovim regionima. Sa preparatima pripremljenim na slican nacin uradeni su i
eksperimenti u kojima je je ispitano da li vezivanje i /ili hidroliza ATP-a uti¢u na DNK

vezivna svojstva proteina HsOrc4. Posto je utvrdeno da ATP ne uti¢e na efikasnost



vezivanja proteina HsOrc4 za DNK, mutantni proteini nisu bili testirani u reakcijama

vezivanja.

4.3 Struktura fragmenata Ibo |, njegovog C6 mutanta i 7-deaza Ibo |

Kao §to je pokazano ranije, fragment Ibo | zauzima neortodoksnu strukturu
(89). Na osnovu delovanja razli€itih hemijskih agenasa specificnih za jednolan¢ane
regione DNK, kao i na osnovu reakcije sa antitelom koje prevashodno interaguje sa
trolancanom DNK, neortodoksna struktura je identifikovana kao intramolekulski
tripleks tipa upletenog ¢vora (eng. braided knot). Rezultati su takode sugerisali da
ova trolancana struktura nastaje interakcijom centralnih timina strukture nalik okcu u
regionu 3900-3912 i jednog od kracih, nesusednih nizova (dA)-(dT). Da bi se bolje
okarakterisala neortodoksna struktura koju zauzima fragment Ibo |, konstruisan je
mutirani fragment - mutC6, u kome je sredisnjih 6 T homotiminskog niza (3903 —
3908) koji uCestvuje u formiranju okca, zamenjeno citidinima. Struktura mutiranog,
kao i originalnog fragmenta, ispitivana je hemijskim agensima specificnim za
jednolan€anu DNK. Ovi agensi modifikuju pojedine baze u strukturama razliitim od
B-forme. Modifikovana DNK se zatim tretira piperidinom, Sto dovodi do isecanja
modifikovane baze i stvaranja jednolananog prekida u molekulu DNK. Specifi¢nost
interakcije zavisi od tipa nukleotida i strukture DNK u kojoj se dati nukleotid nalazi. U
ovom radu koris¢ena su dva hemijska agensa: osmijumtetraoksid (OsQOy), koji u
prisustvu piridina efikasno modifikuje timin, i u manjem stepenu citozin, u
jednolancanoj DNK, i hloroacetaldehid (éAA) koji modifikuje nesparene adenine i

citozine i u manjoj meri guanine (143). Na Slici 4.8 je prikazana analiza produkata



hemijskih eseja (Slika 4.8). Osim hemijskih agenasa koriS¢ena je i DNaza | koja

dvolan¢anu DNK hidrolizuje mnogo efikasnije nego jednolan¢anu.
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Slika 4.8. Osetljivost fragmenata mutCé6 i Ibo | na razliSite hemijske agense.
Parcijalna hidroliza fragmenta mutC6 (1) i Ibo | (2) enzimom DNaza I, modifikacija
mutC6 (3) i fragmenta Ibo | (4) agensom CAA, modifikacija mutC6 (5) i fragmenta Ibo

I (6) agensom OsOy
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U skladu sa ranijim rezultatima, najvecu reaktivnost na OsO4 u fragmentu Ibo |
pokazao je niz od 10 timina koji formira okce i uCestvuje u formiranju trolancanog
regiona (Slika 4.8, linije 5 i 6). U fragmentu mutC6 nije uo€ena reaktivnost u ovom
regionu, $to se moglo objasniti ili strukturnom razli¢itoS¢u dva fragmenta ili manjom
osetljivoséu citozina na primenjeni hemijski agens. Radi utvrdivanja koja od ove dve
mogucénosti odgovara istini, fragmenti Ibo | i mut C6 bili su tretirani DNazom | koja
najefikasnije hidrolizuje dvolan€anu DNK, a mnogo manje efikasno jednolancane
delove. U fragmentu Ibo | region okca bio je mnogo manje osetljiv na DNazu | nego
odgovarajuc¢i region fragmenta mutC6, $to je pokazalo da u prvom fragmentu ovaj
region ima otvorenu, a u drugom dvolan&anu strukturu (Slika 4.8, linije 1 i 2). Osim
toga, profili se€enja normalnog i mutiranog fragmenta piperidinom, posle modifikacije
baza hloroacetaldehidom ne razlikuju se zna¢ajno. U ovom slu&aju, fragment Ibo | je
rezistentan na CAA zato §to u regionu okca ima timine, a fragment mutC6 zato $to
nema okce. Kombinovanim hemijskim agensima pokazano je da fragment Koji
umesto centralnih timina u regionu 3900 — 3912 sadrzi 6 citozina ne formira
neortodoksnu strukturu, $to znali da su centralni AT parovi neophodni za formiranje
neortodoksne strukture i ne mogu biti zamenjeni GC parovima.

U formiranju trolanCane strukture DNK uvek kao centralni lanac ucCestvuje
purinski lanac. Centralni lanac u tripleksu istovremeno formira dva tipa veza — veze
Votson-Krikovog tipa drze dvolan€anu strukturu zajedno, dok veze Hugstinovog tipa
vezuju tre¢i lanac za dupleks. U sluCaju fragmenta Ibo | Hugstinove veze
omogucavaju da okce ostane otvoreno t. da ne dode do reasocijacije lanaca
bogatog timinima sa lancem bogatim adem:nima. Ukoliko bi lanac sadrzao nukleotide
koji ne mogu da formiraju Hugstinove veze, ne bi bilo moguce formiranje trolan¢ane

strukture i doSlo bi do promene osetljivosti fragmenta na OsO,. Radi testiranja



znaCaja Hugstinovih veza za odrzavanje neortodoksne strukture fragmenta Ibo I,
sintetisan je fragment Ibo | koji umesto dATP-a sadrzi 7-deaza-dATP. 7-deaza-dATP
ne moze da formira Hugstinove veze jer nema azot koji bi u€estvovao u njihovom
formiranju i zbog toga neé¢e moci da formira tripleks. Posle sinteze fragment 7-deaza-
lbo | preciséen je na nativnoj PAGE, a njegova veliina i celovitost su provereni
elektroforezom u denaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu (Slika 4.9). Ovako pripremljen

fragment zatim je podvrgnut tretmanu OsQO4 (Slika 4.9).
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Slika 4.9. Modifikacija fragmenta 7-deaza-lbo | OsO,,.
Levi  panel.  Pokretljivost fragmenta  7-deaza-lbo | (2) u denaturisuéem

poliakrilamidnom gelu poredena sa standardom duzine — lestvica 10 bp (1).



Desni panel. Marker duzine DNK (1), G+A sekvenca gornjeg lanca fragmenta Ibo |
odredena po metodi Maksama i Gilberta (2) modifikacija OsO, 7-deaza-dATP

fragmenta Ibo | (3) i fragmenta Ibo | (4)

U eksperimetima sa fragmentom 7-deaza-lbo | primeéuje se dramatic¢no
smanjenje osetljivosti na OsO4-piridin u okviru okca (Slika 4.9, desni panel, linija 3),
Cime je pokazano da Hugstinove veze omogucéavaju formiranje specificne strukture
Ibo I. Pored toga moze se primetiti i postojanje novih signala u okviru fragmenta 7-
deaza-lbo | u odnosu na normalan fragment Ibo I. Ovo moZe da ukazZe na to da su i

neki drugi delovi strukture ovog fragmenta stabilizovani formiranjem tripleksa.

4.4 Restrukturiranje DNK izazvano proteinom HsOrc4

4.4.1 Restrukturiranje fragmenta Ibo | stimulisano proteinom HsOrc4

Cinjenica da HsOrc4 prepoznaje neortodoksnu strukturu fragmenta Ibo |
navodi na pretpostavku da isti protein mozda ucestvuje i u njenom formiranju, na
slican nacin na koji hemijski agensi koji prepoznaju i stabilizuju neortodoksne
strukture stimuliSu i njihovo stvaranje. Kao deo inicijacionog kompleksa Cija je
prevashodna funkcija da remodeluje ori DNK i obezbedi pristup replikacionoj
masiniriji, HsOrc4 moze uticati i na strukturu DNK. U prilog ovakvoj funkciji govori i
¢injenica da HsOrc4 pripada superfamiliji AAA+ proteina Kklasifikovanih kao
makromolekulski Saperoni, sposobni da nafaéun energije dobijene hidrolizom ATP-a
promene strukturu razli¢itih bioloskih supstrata. Radi testiranja uticaja proteina

HsOrc4 na strukturu DNK razvijen je sledeéi esej. Radioaktivno obelezeni fragment

Ibo | je denaturisan desetominutnim inkubiranjem na 95°C, a zatim brzo prenesen u
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pufer za vezivanje preinkubiran na 37°C, i dodatno inkubiran na istoj temperaturi, u
prisustvu proteina HsOrc4 ili bez njega. U svim eksperimentima restruktuiranja Ibo |
posredstvom HsOrc4 koriscen je pufer u kome je prethodno ispitivana struktura ori
sekvence ili vezivanje proteina za ori sekvencu. Po zavrSetku inkubacije, smese su
brzo ohladene na ledu, deproteinisane i analizirane TBM-PAGE koja je izvodena na

4°C (Slika 4.10).
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Slika 4.10. HsOrc4 stimuliSe renaturaciju fragmenta Ibo |.
Obelezeni fragment Ibo | je denaturisan i onda inkubiran na 37°C bez HsOrc4 i sa

njim (150 ng). Vremena inkubacije su prikazana na slici

Na Slici 4.10. vidi se da je bez proteina tek mali deo Ibo | bio renaturisan posle
pola sata inkubacije na 37°C, dok je sa proteinom renaturacija bila gotovo kompletna
ve¢ posle 15 minuta. Kako je povec¢avano vreme inkubacije sa HsOrc4, tako se

povecavala i koli¢ina renaturisanog produkta.



Slican ekperiment je izveden je sa razlicitim koli¢inama proteina HsOrc4, pri
¢emu je vreme inkubacije bilo isto za sve uzorke. Na Slici 4.11. su prikazani produkti

ovih reakcija.
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Slika 4.11. Efekat proteina HsOrc4 proporcionalan je njegovoj kolicini.
Denaturisani fragment Ibo | je inkubiran na 37°C sa razlic¢itim kolicinama HsOrc4 u
trajanju od 15 min. Koli¢ine dodatog proteina su bile 25 ng (1), 50 ng (2), 100 ng (3),

150 ng (4), 250 ng (5) i 500 ng (6).

Moze se primetiti da je sa povecanjem koli€ine proteina povecava i koli¢ina
renaturisanog produkta. Na ovaj nacin je pokazano da HsOrc4 stimuli$e renaturaciju
ispitivane ori DNK.

U sledecem eksperimentu ispitano je da li denaturacija proteina unistava i
njegovu sposobnost da stimuliSe renaturaciju ori DNK. Pored toga u eksperimentu su
koriSceni i drugi proteini kao kontrole, BSA (Bovine Serum Albumin) i SSB (Single-
Stranded DNA Binding Protein) (Slika 4.12). Ovi proteini su ukljuceni u reakcije da bi

se utvrdilo da li je uticaj na strukturu DNK svojstven samo proteinu HsOrc4.
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Slika 4.12. Samo intaktni HsOrc4 stimuliSe reasocijaciju komplementarnih lanaca
fragmenta Ibo |.

Denaturisani fragment Ibo | je inkubiran sa identicnim koli¢inama (200ng)

denaturisanog HsOrc4 (1), nativnog HsOrc4 (2), BSA (3) i SSB (4)

Rezultati eksperimenta ukazuju na to da je sposobnost da stimuliSe
renaturaciju specificno svojstvo nativnog HsOrc4 proteina. Ostali proteini korisceni u
eksperimentu, kao ni denaturisani HsOrc4 nemaju uticaja na renaturaciju fragmenta
Ibo I.

Protein HsOrc4 pripada familiji AAA+ ATPaza. Za funkcionisanje ove grupe
proteina, t. da bi ovi proteini hidro_lizovali ATP, neophodno je prisustvo
magnezijumovih jona, pa je u slede¢im eksperimentima ispitan njihov uticaj na
delovanje proteina HsOrc4 u renaturaciji fragmenta Ibo | (Slika 4.13 i Grafik 4.1).

Posto je poznato i da Mg®" joni mogu da poveéavaju stabilnost razligitih struktura



DNK, tako 8to smanjuju elektrostaticko odbijanje medu naelektrisanim grupama, u
kontrolnim reakcijama bez proteina ispitano je da li sam magnezijum mozZe da ima
efekta na renaturaciju fragmenta Ibo |I.
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Slika 4.13. Stimulatorni efekat proteina zavisi od koncentracije Mg** u reakcionoj
smesi.
Gornji panel. Denaturisani fragment [bo | inkubiran je na 37°C sa jednakim koli¢inama
HsOrc4 (150 ng) u prisustvu rastucih koncentracija magnezijumovih jona: 1 mM (2), 5
mM (3), 10 mM (4), 20 mM (5), 30 mM (6), 40 mM (7), 50 mM (8).
Donji panel. Denaturisani fragment Ibo | inkubiran je na 37°C bez proteina u prisustvu
rastucih koncentracija magnezijumovih jona 1 mM (2), 5 mM (3), 10 mM (4), 20 mM

(5), 30 mM (6), 40 mM (7), 50 mM (8).



U reakcijama u kojima nije bilo proteina koncentracija magnezijumovih jona
nije imala velikog uticaja na renaturaciju Ibo |, dok je u reakcijama sa proteinom
koncentracija Mg®* izmedu 20 mM i 30 mM davala najveéu koli¢inu reneturisanog
produkta.

Izabrani eksperimenti su analizirani Cyclone™ Storage Phosphor System-om
(Perkin Elmer) i kvantifikovani kori§¢enjem OptiQuant softvera. Dobijni rezulati su

statistiCki obradeni i prikazani na grafiku (Grafik 4.1).
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Grafik 4.1. Uticaj jona magnezijuma na renaturaciju fragmenta Ibo | stimulisanu

proteinom HsOrc4.
Kolicine dvolanc¢ane (m) i jednolancane (o) DNK iz tri razlicita eksperimenta

kvantifikovane i iscrtane u funkciji koncentracije magnezijumovih jona

4.4.2 Struktura produkta renaturacije

Kao §to je pokazano u ranijim eksperimentima Ibo | zauzima nekanonsku,

delimi¢no trolan€anu strukturu. Ova struktura okarakterisana je na razliite nacine,



ukljugujuci i testove sa hemijskim agensima OsOs-piridinom i DEPC-om, koji su
pokazali da se, usred molekula, nalazi otvoreni region, okce, Ciji je jedan lanac

sastavljen od timina, a drugi od adenina (Slika 4.14).
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Slika 4.14 Model trolancane Strukture ori-sekvence lamin B2.
Akceptorski region nalazi se uzvodno (A) ili nizvodno (B) u odnosu na donorski lanac
tripleksa, a lanci spojeni Hugstinovim vodoni¢nim vezama mogu biti paralelno (1, 2) ili

antiparalelno (3, 4) orijentisani.

Timinski lanac interaguje sa nesusednom, komplementarnom sekvencom i
gradi intramolekulski tripleks, Sto rezultira karakteristicnim obrascem secenja
piperidinom posle modifikacije baza osmijum tetraoksidom i dietilpirokarbonatom.
Ovaj obrazac je karakteristiCan za pretezno jednolanc¢ane regione u fragmentu [bo |
pokazuje delimiCnu zasti¢enost sredi$njih timina trolan¢éanom TAT strukturom. Da bi
se utvrdilo da li HsOrc4 takode stimulise formiranje trolan¢ane strukture, fragment Ibo
| renaturisan pod delovanjem HsOrc4 izolovan je uz gela i tretiran OsOg-piridinom i

DEPC-om (Slika 4.15).
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Slika 4.15. Produkat renaturacije fragmenta Ibo | stimulisane proteinom HsOrc4

predstavija intramolekulski tripleks.
Shematski je prikazan TAT tripleks koji se detektuje u fragmentu Ibo I, kao i obrazac
seCenja sekvence koja daje treci lanac.
G+A sekvenca gornjeg lanca fragmenta Ibo | odredena po metodi Maksama i Gilberta
(1), lanac bogat timinom modifikovan OsO,om (2), G+A sekvenca donjeg lanca
fragmenta Ibo | odredena po metodi Maksama i Gilberta (3), lanac bogat adeninom

modifikovan DEPC-om



Profil koji je dobijen seCenjem izolovanog fragmenta bio je isti kao i patern
seCenja samog fragmenta Ibo I. Ovo je pokazalo da HsOrc4 potpomaze formiranje

prethodno identifikovane trolanCane strukture u okviru fragmenta Ibo I.

4.4.3 Uticaj proteina HsOrc4 na formiranje oligonukleotidnih
viselancanih struktura

Eksperimenti sa fragmentom Ibo | pokazali su da HsOrc4 moze da utiCe na
strukturu DNK. Radi boljeg definisanja ciljnih sekvenci i supstratne specifi¢nosti
proteina HsOrc4 ispitana je njegovu aktivnost sa razli€itim oligonukleotidnim
supstratima. U prvom koraku testirani su homotiminski i homoadeninski
oligonukleotidi sliéni elementima od kojih je sacinjena struktura prethodno
identifikovana u Ibo |. Kada se jednolanani oligoadenin inkubira sa viskom
jednolanCanog oligotimina, na neutralnom pH i u prisustvu magnezijumovih jona,
formiraju se intermolekulski tripleksi sli¢ni neortodoksnim elemenima fragmenta Ibo .
Kao i za Ibo |, HsOrc4 se vezuje za ove strukture (Slika 4.16). U eksperimentu
prikazanom na Slici 4.16., obelezeni oligoadenin inkubiran je sa rastucim koliCinama
neobelezenog oligotimina, u prisustvu proteina HsOrc4. SmeSe su inkubirane 15
minuta na 37°C u puferu koji je sadrzao 20 mM Mg?*. Nakon inkubacije, u kontrolnim
uzorcima HsOrc4 je digeriran proteinazom K. Uzorci su analizirani elektroforezom u

TBM gelu (Slika 4.16).
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Slika 4.16. HsOrc4 se vezuje za viSelancane strukture i stimul$e njihovo formiranje.
Obelezeni (dA)s4 (1) inkubiran je sa rastuc¢im koncentracijama neobeleZzenog (dT)ss U
prisustvu HsQOrc4 (2—6i 7 — 11). Kontrolni uzorci (2 — 6) su digerirani proteinazom K.
Na donjem panelu je prikazana kraca ekspozicija istog gela. DNK-protein kompleksi

oznaceni su zvezdicama

Da bi se ispitalo da li HsOrc4 utiCe na formiranje ove strukture obelezeni
oligoadenin inkubiran je sa rastu¢im koli¢inama neobeleZzenog oligotimina, bez
HsOrc4 ili sa njim. SmeSe su inkubirane 15 minuta na 37°C u puferu koji je sadrzao
20 mM Mg?®". Po zavréetku inkubacije HsOrc4 je unisten dodavanjem proteinaze K, a
produkti reakcije su analizirani elektroforezom u 8% TBM gelu (Slika 4.17 i Grafik

4.2).
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Slika 4.17. HsOrc4 stimulise formiranje intermolekulskih TAT tripleksa

Gomji panel. Mode! formiranja TAT tripleksa

Donji panel. Obelezeni (dA)s4 (1) inkubiran sa rastucim koli¢inama (d'T)s4 bez HsOrc4

(2-7) i u priustvu 150 ng HsOrc4 (8-13).
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Grafik 4.2. HsOrc4 stimulise formiranje intermolekulskih TAT tripleksa.
Na grafiku je prikazana koli¢ina formiranih TAT tripleksa u zavisnosti od odnosa T:A u
prisustvu HsOrc4 (o) | kada on nije prisutan (m) (grafikom su predstavijeni rezultati tri

nezavisna eksperimenta)

Iz prethodne slike i grafika vidi se da se u prisustvu HsOrc4 intermolekulski
TAT tripleksi formiraju pri nizem odnosu T:A nego bez njega, $to potvrduje da protein
stimulie formiranje ove strukture.

Pored toga Sto se interakcijama izmedu oligadenina i oligotimina moze
formirati TAT tripleks, teorijski je moguce da se formira i AAT tripleksa. U formiranje
ovakve strukture ukljucene su, pored Votson-Krikovih, reverzne Hugstinove veze. Da
bi se utvrdilo da li HsOrc4 utiCe na formiranje i ovakvih struktura, obelezeni oligotimin
inkubiran je sa viskom oligoadenina, u prisustvu HsOrc4 ili bez njega (Slika 4.18).

Rezultati su pokazali da se, pod datim uslovima, AAT tripleks ne formira.
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Slika 4.18. HsOrc4 ne dovodi do formiranja AAT tripleksa.
Gornji panel. Model formiranja AAT tripleksa
Donji panel. Oblezeni (dT)s. je inkubiran sa rastucim kolicinama (dA)ss, bez HsOrc4 ili
sa njim. Koli¢ine (dA)s. su bile: 5 fmol (1, 6), 25 fmol (2, 7), 50 fmol (3, 8), 100 fmol (4,

9) i 500 fmol (5, 10). U reakcijama je bilo 150 ng HsOrc4 (6 — 10)

Rezultati prethodnih eksperimenata pokazuju da se pod uslovima u kojima se
detektuje neortodoksna struktura lbo | formira samo TAT tripleks, sliCan elementu
detektovanom u samoj ori sekvenci.i da HsOrc4 stimuliSe formiranje i inter i
intramolekulskih struktura ovog tipa. Eksperimenti vezivanja za TAT tripleks takode

pokazuju da HsOrc4 bar delimi¢no ostaje vezan za ovu strukturu, formirajuci
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komplekse razliCitih veli¢ina. Ovi kompleksi mogu biti posledica vezivanja vide
molekula proteina za molekul DNK, ili posledica formiranja neortodoksnih struktura
sa viSe od tri lanca DNK. Za odrzavanje viselanéanih struktura bilo bi neophodno
stalno prisustvo proteina, ali za odrZavanje struktura koje smo identifikovali u
eksperimentima njegovo konstantno prisustvo nije bilo neophodno. Do strukturnih
rearanZmana molekula DNK dovodila je bar deset puta manja koli¢ina HsOrc4, nego
Sto je bilo potrebno proteina da bi se detektovalo njegovo vezivanje za DNK. Ovo
ukazuje na to da jedan molekul proteina moze da dovede do rearanZmana, tj.
restruktiriranja vise molekula DNK.

Mada srodni adeninski i timinski elementi preovladuju u razlicitim ori
sekvencama viSecelijskih eukariota, neki zajedniCki guaninski i citozinski elementi,
takode bi mogli da budu uklju¢eni u formiranje neortodoksnih struktura. Tako se, na
primer, stabilni GGC tripleks formira u prisustvu HsOrc4, kada se homocitozin
inkubira sa dvostrukim viSkom homoguanina. HsOrc4 je takode pokazao sposobnost
da stimuliSe asocijaciju homopurinskih oligonukleotida u vece strukture, dok to nije
mogao da ucini sa homopirimidinima. Medutim, TAT, GGC i GG strukture mogle su
se oformiti i bez proteina koji je samo stimulisao interakciju oligonukleotida. U tom
pogledu apsolutni izuzetak bile su strukture formirane iz adeninskih oligonukleotida
koje su se mogle formirati samo u prisustvu proteina HsOrc4. Zbog ovog znacajnog
svojstva, oligoadeninski supstrat koriS¢en je kao primer za razliCite aspekte delovanja

HsOrc4.



4.4.4 Interakcije proteina HsOrc4 i oligoadenina

U pocetnom eksperimentu oligoadenin je inkubiran sa rastuéim koli¢inama
HsOrc4, koji je potom uklonjen delovanjem proteinaze K. Produkti reakcije su
analizirani elektroforezom u TBM gelu na 4°C i uporedeni su sa jednolantanim
(dA)s4, dvolancanim (AT)ss i trolanCanim (TAT)ss molekulima da bi se dobila

predstava o njihovoj veli€ini, kao §to je pokazano na Slici 4.19.
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Slika 4.19. HsOrc4 dovodi do formiranja viselancanih homoadeninskih struktura.
Obelezeni (dA)s4 (1), dvolancani AT (2) i trolanc¢ani TAT (3) tridesetéetvoromeri kao
markeri velicine produkata. ObeleZeni (dA)s4 inkubiran bez HsOrc4 (4) i sa rastuc¢im
koli¢inama HsOrc4 (5 — 11). Koli¢ine proteina su bile 25 ng (5), 50 ng (6), 100 ng (7),
150 ng (8), 200 ng (9), 250 ng (10) i 500 ng (11). Homoadeninske strukture su

obelezene strelicama.

HsOrc4 je izaziva formiranje produkata koji po veli¢ini odgovaraju

homodupleksu, a najverovatnije i homokvadripleksu oligoadenina.



Kao $to je ranije napomenuto, Mg®* joni znadajni su za funkcionisanje AAA+
ATPaza kojima pripada i protein HsOrc4. Radi ispitivanja znacaja magnezijuma za
formiranje viSelanCanih oligoadeninskih struktura, eksperimenti restrukturiranja
ponovljeni su u prisustvu etilen diamin tetrasiréetne kiselina (EDTA). EDTA
predstavlja helatorni molekul koji uklanja dvovalentne (i trovalentne) jone iz rastvora.

Kada je oligoadenin je inkubiran sa rastu¢im koli¢inama HsOrc4 u prisustvu
EDTA ili bez nje (Slika 4.20) primeceno je da EDTA je spretava formiranje

homoadeninskih struktura pod delovanjem HsOrc4.

EDTA - = - - + + + +
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Slika 4.20. EDTA sprecava formiranje homoadeninskih struktura pod delovanjem
HsOrcA.
(dA)s4 inkubiran sa rastu¢im koli¢inama HsOrc4, bez EDTA (1 —4) i sa 20 mM EDTA
(5 - 8). Kolicine proteina su bile: 50 ng (2 i 6), 100 ng (3 i 7) and 150 ng HsOrc4 (41

8)



Da bi se ispitao direktni uticaj jona magnezijuma na formiranje
homoadeninskih struktura pod delovanjem HsOrc4, oligoadenin je inkubiran sa

proteinom u prisustvu rastucih koncentracija magnezijumovih jona (Slika 4.21).
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Slika 4.21. Magnezijumovi joni potrebni su za formiranje homoadeninskh struktura.
Obelezeni (dA)s4 je inkubiran sa HsOrc4 bez Mg jona (1) i u prisustvu rastuéih kolidina
Mg: 1 mM (2), 5mM (3), 10 mM (4), 15 mM (5), 20 mM (6), 25 mM (7), 30 mM (8), 40

mM (9), 50 mM (10)

Najniza koncentracija Mg®* jona koja je obezbedivala maksimalnu aktivnost
HsOrc4 iznosila je 15 mM. Dalje povecanje koncentacije ovih jona nije imalo
dodatnog efekta na formiranje viSelananih homoadeninskih struktura.

ViselanCane strukture Cesto su okarakterisane pove¢anom termostabilno$éu u
odnosu na dvolananu DNK. Radi ispitivanja termostabilnosti struktura koje formiraju
oligoadenini pod delovanjem proteina HsOrc4, ove strukture su kao i obiéno

formirane na 37°C, nakon Cega je protein uklonjen proteinazom K. Vi$elan&ane



strukture zatim su inkubirane 10 min na temperaturama od 55°C do 95°C, a onda

analizirane elektroforezom u TBM gelu na 4°C (Slika 4.22).

HsOrc4 - + + + + + +
T(®) 37 55 6575 85 95
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Slika 4.22. Homoadeninske strukture formirane po delovanjem HsOrc4 s izuzetno
termostabilne.
Strukture formirane interakcijom obeleZzenog (dA)ss sa proteinom HsOrc4 inkubirane
na 55°C (3), 65°C (4), 75°C (5), 85°C (6) i 95°C (7). Obelezeni (dA)s« (1) i produkt

formiran i inkubiran na 37°C (2)

Homoadeninske strukture formirane pod delovanjem proteina HsOrc4
pokazale su neobicno visoku termestabilnost. Najveci deo formiranih produkata ostao
je stabilan €ak i na temperaturi od 95°C.

HsOrc4 pripada familiji ATPaza asociranih sa razli¢itim funkcijama u celiji, pa
je bilo zanimljivo ispitati uticaj ATP-a na funkcionisanje proteina u reakcijama
restrukturiranja DNK. ATP moze da ima tzv. strukturnu ulogu — da samim prisustvom
| vezivanjem za protein omogucéava njegovo funkcionisanje ili da hidrolizom
obezbeduje energiju za funkcionisanje proteina. Za razja$njavanje uloge ATP-a u

funkcionisanju HsOrc4 napravljeni su mutirani proteini — HsOrc4 WA, koji ne moze da
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veze ATP, i HsOrc4 WB, koji ne mozZe da hidrolizuje ATP. Ovi mutirani proteini su
ispitivani u esejima restrukturiranja homoadenina, izvedenim kao i u slu¢aju proteina

divljeg tipa (Slika 4.23).
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Slika 4.23. HsOrc4 WA — HsOrc4 mutant koji ne moZe da vezuje ATP, ne dovodi do
formiranja homoadenskih struktura. Hidroliza ATP-a nije neophodna da bi se

formirale homoadeninske strukture.
Obelezeni (dA)s4 je inkubiran sa rastucim koli¢inama proteina HsOrc4 WB (1 — 3),
HsOrc4 WA (4 — 6) i HsOrc4 (7 — 9). Kolicine odgovarajucih proteina su bile 50 ng (1,

4i7),100ng (2,5i8)i150 ng (3, 6i9)

Kao $to se sa slike moZe videti ukoliko protein ne moze da veze ATP u
potpunosti nestaje i njegova sposobnost da restruktuira homoadeninske supstrate.
Ovo pokazuje da je vezivanje ATP-a neophodno za funkcionisanje HsOrc4, §to nije
slucaj sa njegovom hidrolizom. Mutant neaktivan u hidrolizi ATP-a jo$ uvek je mogao

da restruktuira oligoadenin.
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Pod pretpostavkom da se homoadeninske strukture formiraju uspostavljanjem
vodoncnih veza izmedu oligoadeninskih molekula, bilo je zanimljivo je videti koji tip
veza je ukljuCen u formiranje ovih struktura. Radi ispitivanja tipa veza prisutnih u
oligoadeninskim strukturama konstruisani su posebni supstrati za protein HsOrc4. U
tu svrhu koris¢en je fragment 7-deaza-lbo | u kome su adenini zamenjeni bazama
koje ne mogu da grade Hugstinove veze. Na ovakav molekul terminalnom
transferazom dodati su jednolan&ani repovi formirani od dATP-a ili 7-deaza-dATP-a.
Produkti sa dodatim repi¢ima su izolovani iz 10% TBE gelova i njihova celovitost i
duzina su provereni elektroforezom u denaturiSuéem poliakrilamidnom gelu (Slika
4.24). Supstrati koji su dobijeni na ovaj nacin naj¢esc¢e su imali jednolancane repiée
duge 50 do 90 nukleotida kada je za sintezu koris¢en dATP i 90 do 140 nukleotida
kada je za njihovu sintezu koriS¢en 7-deaza-dATP. Parcijalno jednolancani supstrati
inkubirani su u prisustvu HsOrc4, kao i u predhodnim eksperimentima, a produkti ove

reakcije takode su analizirani TBM PAGE i autoradiografijom.
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Slika 4.24. Tipicni produkt posle dodavanja dATP repica terminalnom transferazom

na fragment 7-deaza-Ibo .

Duzina produkta (2) proverena je elektroforezom u denaturisuéem poliakrilamidnom

gelu poredenjem sa standardom duZine (1) i samim fragmentom Ibo | (3)

Dalja analiza ovih supstrata vrSena je kao i u prethodnim eksperimentima

(Slika 4.25).
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Slika 4.25. Hugstinove vodoni¢ne veze su neophodne za restrukturiranje supstrata

delovanjem proteina HsOrc4.
Fragment 7-deaza-lbo | sa 7-deaza-dATP (1 - 5) ili dATP (6 — 10) repié¢ima inkubiran
sa rastucim koli¢inama proteina HsOrc4 (2 -4 i 7 — 9) ili sa proteinom HsOrc4 WA (5
i 10). Koli¢ine proteina HsOrc4 su bile: 100 ng (2 i 6), 150 ng (3 7) i 200 ng (4 i 8),

dok je HsOrc4 WA dodat u kolicini od 150 ng (5 10)

Supstrati sa dATP repi¢ima su pod delovanjem HsOrc4 prevedeni u veée
strukture. Ovo nikad nije bio slu¢aj sa supstratima koji su imali jednolantane 7-
deaza-dATP repice. 1z ovih rezultata jasno je da u formiranju viih struktura DNK pod
delovanjem proteina HsOrc4 ucestvuju Hugstinove vodoni¢ne veze. Delovanje
proteina HsOrc4 u restrukturiranju supstrata sa jednolanéanim repi¢ima zavisilo od
prisustva Mg®* i ATP-a, dok je reakcija bila inhibirana u prisustvu EDTA. Mutirani

protein HsOrc4 WA nije imao uticaja na restrukturiranje ovih supstrata.
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5 DISKUSIJA

Slozeni mehanizmi sastavljeni od genetickih i epigenetickih elemenata
odreduju sposobnost celije da inicira sintezu DNK. U ovom radu istrazivanjem su
obuhvaceni samo neki od u€esnika u procesu inicijacije replikacije, sa ciliem da se
rasvetli priroda njihovih medusobnih interakcija, a diskutovan je i moguéi znacaj
dobijenih rezultata za proces u celini. Opisani eksperimenti nastavljaju ranije
zapocetu analizu interakcije replikatora LMNB2 ¢oveka i proteina HsOrc4, koji je deo
inicijacionog kompleksa ORC.

Replikator LMNB2 aktivan je u velikom broju ¢elijskih linija humanog porekla, a
zadrzava aktivnost i po prebacivanju na ektopiéna mesta u genomu. U ovom radu bio
je koris¢en fragment oznacen kao Ibo | koji je neophodan za ektopi¢nu aktivnost
LMNB2, a obuhvata pretpostavljeno mesto otpoc&injanja bidirekcione sinteze DNK i
region zasti¢en proteinima in vivo i in vitro. Osim toga, Ibo | sadrzi i sekvencu koja, u
eseju ektopiCne ekspresije, moze da zameni funkcionalno znacajni element poreklom
iz ori DHFR hrcka (62). Medusobno zamenjivi elementi poreklom iz oba replikatora
ne poseduju konsenzusne sekvence, a njihova funkcionalnost zavisi od visokog
sadrzaja i rasporeda AT parova. Fragment Ibo | u svom sastavu ima 55% AT parova,
a adenini i timini su asimetri¢no rasporedeni u odnosu na osu zavojnice. Visestruki
homotiminski traktovi nalaze se u gornjem lancu fragmenta Ibo I. U in vitro uslovima,
na neutralnom pH, fragment Ibo | zauzima neortodoksnu strukturu (89).

Neortodoksna struktura predstavlja intramolekulski tripleks koji nastaje kao
posledica interakcije dve nesusedne homoadeninske/homotiminske sekvence.

Tripleks po svemu sudeci zauzima strukturu upletenog ¢vora koja ukljucuje centralne
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timine strukture okca u regionu 3900-3912 i jedan od kracih nizova (dA)-(dT), van
okca.

Protein HsOrc4 je jedna od subjedinica kompleksa ORC, univerzalnog
eukariotskog inicijatora. On pripada familiji AAA+ ATPaza ukljuCenih u razliCite
funkcije u celiji (103). Za ove proteine je karakteristicno da posle vezivanja ATP
prolaze kroz konformacionu promenu ili je indukuju u svojim partnerima. Osim
tipicnog AAA+ domena, sastavljenog iz konzervisanih motiva odgovornih za
vezivanje ATP-a i njegovu hidrolizu, HsOrc4 ne sadrzi ni jedan do danas opisani
funkcionalni proteinski domen. Eksperimentalno je pokazano da se ovaj protein
vezuje za DNK, ali osim AAA+ domena koji je ukljuCen u protein-DNK interakcije
inicijatora Arhea, kod ovog proteina takode nije identifikovan nijedan poznati DNK-
vezivni domen. Kao $to je opisano u Uvodu, AAA+ domen sastavljen je iz motiva
Voker A i Voker B uklju¢enih u vezivanje i hidrolizu ATP-a. U literaturi postoji mnogo
podataka o uticaju mutacija u Voker motivima (pretezno Voker A) na formiranje
kompleksa ORC i njegovu ATPaznu aktivnost, dok se daleko manje zna o njihovom
uticaju na interakcije sa DNK. Postoje podaci da je ekspresija mutiranih proteina
primetno niza u odnosu na ekspresiju proteina divljeg tipa (130). Vezivanje ATP za
HsOrc4 neophodno je za formiranje kompleksa sastavljenog od subjedinica 2 -5, kao
i za interakciju subkompleksa HsOrc1-5 sa HsOrc1 (135, 145). HsOrc4 sa mutiranim
Voker A motivom ne moze da formira kompleks sa HsOrc2/3/5, dok se mutanti u
Voker B i argininskom ostatku u ovom slu€aju ponasaju kao protein divljeg tipa (145).
Pretpostavlja se da je uloga ATP pre svega strukturna, da on deluje kao neophodni
kofaktor u formiranju kompleksa i da je njegovo prisustvo neophodno za odrzavanje

integriteta kompleksa. Pokazano je da hidroliza ATP-a nije potrebna da bi se

nagradio HsORC kompleks, jer se njegov nehidrolizabilni analog, ATPyS, u



eksperimentima se ponaSa isto kao i sam ATP. Subjedinica HsOrc4 izgleda ima
kKljuénu ulogu u prenoSenju efekta ATP na medusobne interakcije subjedinica
kompleksa, i u stabilizaciji kompleksa (135). Pokazano je da se kompleks koji sadrzi
mutiran Voker A motiv HsOrc4 vezuje za DNK manje efikasno nego protein divljeg
tipa (80%) (130). Nema podataka kako mutacije u Voker B motivu HsOrc4 uti¢u na
interakcije sa DNK. Sto se ti¢e preci§¢enog proteina HsOrc4, pokazano je da njegovo
vezivanje za DNK ne zavisi od ATP-a (151).

U ovom radu je potvrdeno da HsOrc4 poseduje samostalnu DNK-vezivnu
aktivnost i vezuje se prirodne i sintetitke DNK bogate AT parovima, ukljuéujuéi i
sekvencu Ibo |, poreklom iz LMNB2 ori Coveka. Interakcije HsOrc4 i fragmenta Ibo |
ispitivane su EMSA esejom. U EMSA eseju pokazano je da dolazi do formiranja
viSestrukih kompleksa proteina i DNK. Ranije je pokazano da se visestruki kompleksi
formiraju kooperativno, prilikom vezivanja proteina za viSestruka mesta u okviru ori
(151). Sposobnost HsOrc4 da se vezuje za razliCite sintetske kopolimere ispitivana je
afinitetnom hromatografijom. U ovim eksperimentima takode je potvrdeno da protein
preferira supstrate bogate AT parovima i da se moZe vezati kako za dvolan€ane, tako
i za trolanCane DNK. Iz ovih rezultata moZe se pretpostaviti da bi inicijalni korak u
interakcijama proteina i DNK moglo biti vezivanje proteina za trolan¢ani element koji
se formira u okviru ori, za kojim bi mogli da slede kooperativho prepoznavanje manje
specificnih AT bogatih, ali dvolananih sekvenci.

Na primeru fragmenta Ibo | mogu se opisati strukturni elementi neophodni za
formiranje tripleksa. Da bi se ovakva struktura formirala neophodno je postojanje
jednog dovoljno dugog ili vise relativno kratkih purinsko/pirimidinskih regiona u
molekulu DNK. Da bi razli€iti delovi jednog ovakvog regiona, ili razli€iti regioni mogli

medusobno da interaguju neophodno je da budu simetricni, a tipovi simetrije koju



moraju zadovoljiti jesu refleksija i klizajuca refleksija. U intramolekulskom tripleksu
centralni lanac je uvek bogat purinima, jer samo purini imaju dve povrsine koje mogu
da grade vodoniCne veze sa komplementarnim bazama. Centralni lanac povezan
klasi¢nim Votson-Krikovim vezma sa sebi komplementarnom sekvencom gradi
dupleks, a sa tre¢im, takode komplementarnim lancem interaguje preko Hugstinovih
veza. Ukoliko je tre¢i lanac bogat purinima on formira reverzne Hugstinove veze u
antiparalelnoj orijentaciji sa centralnim lancem, a ako je bogat pirimidinima
Hugstinove veze se formiraju u paralelnoj orijentaciji.

U ovome radu dodatno je analizairana i struktura fragmenta Ibo I. U tu svrhu
analizirani su specificno izmenjeni molekuli Ibo |. Analizirani su: mutirani Ibo | koji je
imao centralnih 6 timina okca zamenjen citidinima (mutC6) i fragment za Ciju je
sintezu koriscen 7-deaza-ATP umesto dATP-a (7-deaza-lbo ). Hemijskim agensima,
pogodnim za strukturnu analizu molekula DNK, utvrdeno je da ni fragment mutC6,
kao ni 7-deaza-Ibo | ne zauzimaju ranije okarakterisanu neortodoksnu strukturu. U
fragmentu mutC6 ne postoji denaturisani region, okce fragmenta Ibo I, pa samim tim
ne postoji ni donor treCeg lanca. Fragment 7-deaza-lbo | ima izuzetno smanjenu
osetljivost na OsOg4-piridin, $to pokazuje da je za formiranje ranije okarakterisanog
tripleksa neophodno da adenini mogu da grade vodoniéne veze Hugstinovog tipa.
Pored toga uoceno je i postojanje novih signala u okviru fragmenta 7-deaza-lbo | u
odnosu na normalan fragment Ibo |. Ovo moZe da ukaze na to da su i neki drugi
delovi strukture ovog fragmenta stabilizovani formiranjem tripleksa.

Analizom sekvenci genoma eukariota otkriva se hiljade
polipurinski/polipirimidinskih traktova koji ispunjavaju teoretske uslove za formiranje
tripleksa. Kada se u obzir uzme samo verovatnoéa zastupljenosti ovakvih sekvenci u

genomu, uvida se da se one javljaju mnogo ¢e$ée nego $to je oCekivano (146).



Regioni u kojima se nalaze ove sekvence ukljuceni su u razliCite procese u celiji. One
mogu da predstavljaju mesta vezivanja razliCitih regulatornih proteina, kao i da
uéestvuju u pozicioniranju nukleozoma i tako uticu na lokalnu i globalnu strukturu
DNK ili da vr§e neke do danas nepoznate funkcije. Do danas je pokazan bioloski
znacaj vise trolan¢anih regiona genomske DNK — za njih se vezuju neki transkripcioni
faktori (npr. protein GAGA D. melanogaster), imaju ulogu u procesu rekombinacije,
kao i u replikaciji. Ranije je pretpostavljeno da trolan€ane strukture mogu da
predstavljaju mesta terminacije replikacije (147, 148), ali da takode mogu imati ulogu
u inicijaciji replikacije. Da bi doSlo do inicijacije mora doc¢i do odmotavanja spirale
molekula DNK. Formirani intramolekulski tripleksi mogli bi da obezbede otvoreni
region Kkoji bi onda mogao da predstavlja mesto za ulazak proteina uklju¢enih u
inicijaciju replikacije. Medu ovim proteinima na prvom mestu je svakako ORC, a u
njegovoj interakciji sa nekanonskim strukturama ori ulogu bi mogao imati i HsOrc4.

Jedna od novih karakteristika HsOrc4 pokazana u ovom radu ogleda se u
njegovom delovanju na jednolan¢ane molekule poreklom iz ori sekvence Ibo | ili na
razliCite oligonukleotide koje prevodi u nekanonske strukture. Kao $§to je pokazano u
Rezultatima, protein HsOrc4 stimuliSe renaturaciju fragmenta Ibo |. Analiza produkta
ove reakcije, pokazala je da Ibo | zauzima ranije opisanu strukturu tripleksa.
Delovanje HsOrc4 na renaturaciju predstavija specificno svojstvo ovog proteina,
zavisno od koncetracija jona magnezijuma. Pod uslovima pod kojima se detektuje
formiranje tripleksa u okviru Ibo I, HsOrc4 dovodi do formiranja TAT, ali ne i AAT
tripleksa.

Osim trolan€anih opisane su i mnoge druge neortodoksne strukture. Poznato
je da nizovi guaninskih nukleotida mogu medusobno da se povezuju i grade

CetvorolanCane strukture, nazvane G-kvarteti ili kvadrupleksi (149). Ovakve strukture



I sekvence sa potencijalom za njihovo formiranje najcesSce se javljaju u regionima
telomera i prorhotora i pretpostavlja se da imaju ulogu u njihovom funkcionisanju. U
ovom radu je pokazano da i oligoadenini mogu graditi viSelanCane strukture i to
isklju€ivo u reakciji katalizovanoj proteinom HsOrc4. Adeninski nukleotidi u prisustvu
proteina HsOrc4 mogu da se sparuju i grade dvolan€ane, pa Cak i strukture viSeg
reda. U formiranju ovih struktura delovanje HsOrc4 je katalitiCko. Kao i G-kvarteti
homoadeninske strukture su termostabilne i povezane Hugstinovim vezama, koje
adeninski nukleotidi grade preko azota N7 u purinskom prstenu. Za formiranje ovih
struktura znacajni su magnezijum i ATP, a mutirani protein HsOrc4 WA, koji nema
sposobnost vezivanja ATP-a, neaktivan je u restrukturiranju oligoadenina. Protein
HsOrc4 WB, mutirana forma koja ne mozZe da hidrolizuje, ali moze da veZze ATP,
pokazuje slicnu aktivnost kao i protein divljeg tipa. Ovi rezultati ukazuju na to da ATP
u ovim reakcijama najverovatnije deluje kao kofaktor, i da njegova hidroliza nije
neophodna za ovu funkciju HsOrc4. Delovanje proteina u reakcijama restrukturiranja
je u skladu sa ocCekivanim delovanjem proteina koji pripadaju AAA+ familiji, za
odvijanje reakcije potrebno je prisustvo jona magnezijuma, a delovanje je regulisano
vezivanjem ATP-a za protein.

Sekvence koje mogu graditi neortodoksne AT elemente opisane u predhodnim
pasusima veoma su Ceste u replikatorima viSecelijskih eukariota i Coveka. Kao $to je
navedeno ranije, replikatori su bogati AT parovima organizovanim u krace ili duze
medusobno simetricne nizove. Nizovi homoadenina i homotimina bi mogli da budu
ukljuCeni u reakcije restrukturiranja izazvane ili stimulisane proteinom HsOrc4.
Ukoliko bi produkat neke od tih reakcija bio TAT tripleks, jedan adeninski lanac ostao
bi slobodan i mogao bi da ucestvuje u formiranju viselan€anih adeninskih struktura.

Finalna struktura replikatora, preoblikovana u ovakvim ili sli¢cnim interakcijama, mogla



bi da bude veoma kompleksna. Formiranje tripleksa in vivo bi omogucilo da se svi
neophodni strukturni elementi za inicijaciju smeste u okviru jedne petlje, pri Cemu bi
jedan inicijatorni dogadaj — vezivanje inicijatora za trolanCanu DNK, moglo da
otpakuje strukturu i omogudi inicijaciju.

Sposobnost proteina HsOrc4 da katalizuje DNK-DNK interakcije zanimljiva je i
zbog toga $to bi na ovaj nacin mogao da se znatno proSiri repertoar struktura koje
genomska DNK moze da zauzme, uklju€ujuci i energetski nepovoljne strukture. ORC
je uklju¢en i u mnoge druge funkcije u Celiji, pa bi sposobnost HsOrc4 da indukuje
DNK-DNK interakcije mogla da bude znacajna i za njih. Jedna od ovih uloga je
kohezija sestrinskih hromatida nezavisna od kohezina.

lako do danas nisu opisane konzervisane sekvence u okviru ori metazoa,
sliénost koja medu njima postoji mogla bi da ukaZze na to da njihova sekundarna
struktura igra znalajnu ulogu u odredivanju njihove specificnosti. Postojanje
elemenata koji mogu da nagrade alternatvne strukture u okviru ori i Cinjenica da
HsOrc4 interaguje sa ovakvim strukturama, da mozZe da stimuliSe njihovo formiranje
moZda predstavlja pravac u kojem bi se nastavilo traganje za opstim eukariotskim
replikatorom i do kraja razreSilo pitanje specificnosti i regulacije prvih koraka

inicijacije replikacije.



6 ZAKLJUCCI

1.

Potvrdeno je da fragment Ibo |, poreklom iz LMNB2 replikatora Coveka,
zauzima delimi¢no trolanéanu strukturu. Za formiranje ove neortodoksne
strukture neophodan je otvoreni region ili okce koje se nalazi na poloZaju 3900
— 3912, a sastavljeno je od jednog homotiminskog i jednog homoadeninskog
lanca ukljuéenog u formiranje Hugstinovih veza tripleksa.

Potvrdeno je da se protein HsOrc4, subjedinica univerzalnog eukariotskog
inicijatora ORC, vezuje za prirodne ili sintetske DNK bogate AT parovima ili
TAT elementima.

Utvrdeno je da protein HsOrc4 stimuliSe nekanonsku renaturaciju
komplementarnih lanaca fragmenta Ibo | ili nekanonsku renaturaciju
homoadeninskih i homotiminskih oligonukleotida u odgovarajuée trolanCane

strukture.

. Pokazano je da protein HsOrc4 katalizuje asocijaciju adeninskih lanaca u

dvolan€ane i verovatno Cetvorolanfane molekule.

Pokazano je da su homoadeninske strukture termostabilne, zavisne od
magnezijumovih jona i vezane Hugstinovim vezama.

Na osnovu eksperimenata sa mutiranim formama proteina HsOrc4, utvrdeno
je da kataliticki efekat proteina HsOrc4 zavisi od vezivanja, ali ne i od hidrolize

ATP-a.
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