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APSTRAKT

Dve parcijalne ¢cDNK (FeAP9 i FeAP12) koje kodiraju asparti¢ne proteinaze heljde su
dobijene primenom metode PCR sa degenerativnim prajmerima dizajniranim na osnovu
konzervisanih sekvenci biljnih asparti¢nih proteinaza (AP). Kori$¢enjem 5° i 3> RACE (rapid
amplification of ¢cDNA ends) pristupa, odgovarajuéi 5° i 3’ krajevi sekvence FedP9 su
amplifikovani i rekonstruisana je kompletna sekvenca. Utvrdeno je da FedP9 sadrzi otvoreni
okvir ¢itanja od 1521 bp koji kodira prekursorni protein od 507 ak. Poredenje aminokiselinskih
sekvenci sa ostalim biljnim AP pokazalo je da FeAP9 i FeAPI2 imaju veliku homologiju sa
tipiénim aspartiCnim proteinazama i da sadrze PSI (plant specific insert) sekvencu
karakteristicnu samo za biljne AP. Uocena je i karakteristi¢na struktura: signalna sekvenca,
prosegment i nizvodna polipeptidna sekvenca sastavljena od dva lanca zrelog enzima koja su
razdvojena PSI regionom. Dodatno je iz gDNK heljde izolovan i genomski klon FeAP9 duZine
5374 bp koji sadrzi 12 introna i ova strukturna organizacija pokazuje sli¢nost sa ve¢inom biljnih
AP. Dodatno je otkriveno prisustvo lider introna koji je lociran samo 1 bp uzvodno od ATG u
5’UTR regionu AP gena. Kompjuterska analiza ovog introna ukazuje na prisustvo potencijalnih

regulatornih sekvenci koje mogu biti ukljuéene u odgovor na razligite stimuluse.

U cilju ispitivanja ekspresije gena za FeAP vrSena su analize iRNK razli¢itih organa
heljde u normalnim fizioloskim stanjima ili u uslovima razli¢itih faktora abioti¢kog stresa.
Primenjene su metode Northern blot, RT PCR i Real-time PCR uz upotrebu proba ili prajmera
specificnih za FeAP9/FeAP12. Pokazano je da se FeAP9 eksprimira u semenu, listu, cvetu i
korenu heljde, a maksimum ekspresije u semenu dostize se u fazi 19-23 dana nakon cvetanja.
Osim toga, uoCeno je da nivo ekspresije FeAP9 dramaticno raste u senescentnom listu.
Ekspresija FeAP12 vezana je samo za seme, a profil ove ekspresije se razlikuje u odnosu na
profil ekspresije FedP9. Utvrdeno je takode da se nivo FeAP9 transkripta povecava u listovima
biljaka koje su izlagane susi, mraku, mehani¢kim povredama i salicilnoj kiselini, Sto ukazuje na

mogucu ulogu ovog gena u odgovoru na stres.

Takode je proizveden rekombinanti FeAP9 protein koris¢enjem pMAL ekspresionog

vektora, medutim protein je pretezno bio lokalizovan u inkluzionim telima, a razli¢ite metode



renaturacije nisu dovele do proteinazne aktivacije. Napravljena su primarna poliklonska antitela
koja prepoznaju 14 ak dug oligopeptid koji odgovara N terminusu FeAP9 proteina i kori$¢ena su
za imunodetekciju u analizi Western blot. Pri redukujué¢im uslovima antitelima smo detektovali
protein od 47 kDa u svima analiziranim tkivima, osim u cvetu gde je bio prisutan protein od oko
52 kDa. U prisustvu B-merkaptoetanola detektovan je polipeptid of 32 kDa u stablu, listu, korenu
i semenu, dok je polipeptid od 26 kDa uocen u cvetovima, $to je verovatno posledica post-
translacione obrade. Imunodetekcijom je pokazano da se FeAP9 akumulira u semenu tokom
sazrevanja i da je prisutan u poéetnim fazama germinacije. Osim toga, FeAP9 je bio zastupljen u

svim fazama razvica listova, kao i u tuckovima razvijenih cvetova heljde.



ABSTRACT

Two partial cDNAs (FeAP9 and FeAP12) encoding for buckwheat aspartic proteianse
were obtained by PCR with degenerate primers designed for conserved sequences of plant
aspartic proteinases (APs). Using rapid amplification of cDNA ends approach, 5’ and 3’ends
appropriate to FeAP9 has been amplified and full length sequence was reconstructed. It was
found that FeAP9 cDNA contained open reading frame of 1521 bp encoding precursor
polypeptide of 507 aa. Alignment of deduced amino acid sequences with other plant APs
demonstrated that FeAP9 and FeAP12 contained a plant specific insert of 104 amino acids (aa),
a unique sequence of plant APs. Derived amino acid sequence comprised: signal sequence,
prosegment and downstream polypeptide sequence that includes two chains of the mature
enzyme separated by PSI. In addition, we have isolated genomic clon FeAP9 of 5374 bp from
buckwheat gDNA. Structural organization of aspartic proteinase AP9 gene was similar to
majority of plant APs containing 12 introns. Also, we have reveled presence of the leader intron
located 1 bp ustream of the ATG in 5’UTR region of AP gene. Computer analiysis of the leader
intron predicted the existence of regulatory sequences that could be involved in responses to

different stimuli.

In order to investigate expression of the buckwheat FeAP, Northern blot analysis was
performed with gene specific probe and total RNA isolated from different buckwheat organs, as
well as from the seeds throughout development. It was shown that AP is expressed in buckwheat
seeds, leaves, flowers and roots. Expression reached maximum at stage of 19-23 days after
flowering. Also, it was detected that the level of AP expression dramatically increases during
leaf senescence. In order to distinguish precise difference in expression of FeAP9 and FeAP12
genes we have designed primers from 3’ UTR of FeAP9 gene and gene specific primers from
coding FeAP12 sequence. RT PCR experimentes indicate that FeAP9 is ubiquitinously
expressed in all analyzed tissues, while Fe4PI2 expression is seed specific and its profile of
expression differs in relation to FeAP9 profile. Furthermore we monitored FeAP9 expression

changes in response to a variety of abiotic stresses using Real-time PCR. We found that the



expression is upregulated by exposure to drought, darkness, wounding and SA, indicating a

likely role for the gene in stress responses.

Finally, we have produced recombinant FeAP9 protein using pMAL expression vector,
but protein was located mostly in inclusion bodies and different refolding methods did not result
in activation of the proteinase. Therefore, primary polyclonal antibodies against oligopeptide
corresponding to the N-terminal 14 residues of FeAP9 was produced and used in Western blot
analysis. Under nonreducing condition protein of 47 kDa corresponding to FeAP9 was detected
in all analyzed tissues except in the flowers, where the protein of 52 kDa was present. In the
presence of B-mercaptoethanol we detected polypeptide of 32 kDa in steams, leaves, roots and
seeds, while 26 kDa polypeptide was noticed in flowers. Imunodetection showed that FeAP9
was accumulated during seed development and it was present in early stages of germination.
Moreover, FeAP9 was detected in all stages of leaf development, as well as in pistils of fully

opened buckwheat flowers.



SKRACENICE

ak — amino kiselina

AP — aspartiCne proteinaze

APS — amonijum persulfat

BCIP — 5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat

bp — bazni par

BPB — bromophenol blue (bromfenol plavo)

BSA — bovine serum albumin (albumin govedeg seruma)
CCP — colloidal calcium phosphate (koloidni kalcijum fosfat)
c¢DNK — komplementarna cDNK

CDR1 — constitutive disease resistance

CND41 — chloroplast nucleoid DNA binding protein
cpm — counts per minute (otkucaji u minutu)

CTAB — cetil trimetilamonijum bromid

DAF — days after flowering (dani nakon cvetanja)

DAI — days after imbibition (dani nakon imbibicije)
DMSO — dimetilsulfoksid

DTT — ditiotreitol

EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid (etilendiamintetrasiréetna kiselina)
HRP — horseradish peroxidase

HRP — horseradish peroxidase

HvAP — asparti¢na proteinaza je¢ma (Hordeum vulgare)
IPTG — izopropiltio-p-D-galaktozid

iRNK — informaciona RNK

kDa — kilodalton

MBP — maltose binding protein

NBT — nitroblue tetrazolium

OsAspl — asparti¢na proteinaza pirinca (Oryza sativa)
PBS — phosphate-buffered saline

PCR - polymerase chain reaction (reakcija lan¢anog umnozavanja segmanata DNK)



PRE — presegment (signalni peptid)

PRO - propeptid

PRP — pathogenesis-related protein (protein vezan za patogenezu)
PSI — plant specific insert (insert specifi¢an za biljke)

PVDF — polivinil diflorid

PVP — polivinilpirolidon

RACE - rapid amplification of cDNA ends

RP —rezervni protein

rRNK - ribozomalna RNK

RT —reverzna transkripcija

SA —salicylic acid (salicilna kiselina)

SDS — sodium dodecyl sulfate (natrijum dodecil sulfat)
SDS-PAGE — sodium dodecyl! sulphate polyacrylamide gel electrophoresis
TBS — Tris-buffered saline

TEMED — N,N,N’,N’-tetrametilendiamin phenol blue

TGB — Tris-glycine buffer

Tris — tris (hidroksimetil) aminometan

tRNK — transportna RNK

UTR — untranslated region (netranslirajuci region)



1. UVOD

1.1. Proteaze
1.1.1. Opste karakteristike

Proteini predstavljaju najraznovrsnije organske molekule zivih sistema neophodne za sve
aspekte njihovog funkcionisanja i izgradeni su od aminokiselina kao osnovnih gradivnih
jedinica. Zivi organizmi obezbeduju aminokiseline iz Zivotne sredine putem ishrane ili ih sami
sintetiSu i povezuju, formiraju¢i bioloske polimere t.j. polipeptide. Nakon sinteze polipeptida u
zivim sistemima se konstantno kontroliSe njihova veli¢ina i oblik posredstvom brojnih
mehanizama kojima se oni pakuju u globularne oblike, ¢ime nastaju proteini. Osim S§to
predstavljaju strukturne komponente svih zivih celija, proteini mogu vrsiti i odredene funkcije.
Takvi proteini nazivaju se enzimima i oni predstavljaju katalizatore biohemijskih reakcija.
Enzimi oznaceni kao proteaze katalizuju razgradnju proteina uvodenjem molekula vode u
peptidnu vezu usled Cega se raskidaju veze izmedu amino kiselina. Ujedno, proteaze su
esencijalne i za sintezu samih proteina kontrolisuéi njihovu kompoziciju, oblik, veli¢im, obradu
i finalnu razgradnju. Proteoliticka obrada peptidnih veza je jedna od najzastupljenijih i
najvaznijih enzimskih modifikacija proteiné u kojoj proteaze igraju fudamentalnu ulogu. Proteini
sintetisani kao prekursori podlezu selektivnom enzimskom seCenju peptidnih veza, ¢ime se
prekursori prevode u zrele proteine. U vecini slucajeva ovo je od kljuéne vaznosti za formiranje
finalne trodimenzionalne strukture proteina, ¢ime je omoguéeno njihovo pravilno lokalizovanje i
obavljanje specificne funkcije. Aktivnost proteaza je selektivna i svaka od njih je odgovorna za
secenje izmedu specificnih aminokiselinskih sekvenci pri odredenim uslovima. Osim toga,
proteaze su ukljuene u proces degradacije nepravilno obradenih proteina, u razgradnju proteina

u toku normalnog éelijskog ciklusa, kao i u rekonstrukciji tkiva (Puente ez al., 2003; Seife, 1997).




Obzirom da su proteoliticki enzimi ukljuéeni u mnogobrojne fizioloske funkcije: od
jednostavne degradacije proteina tokom varenja hrane do signalne transdukcije u visoko
regulisanim kaskadnim procesima, nije zacudujuéa Cinjenica da su one mnogobrojne i
raznovrsne. Postoji viSe od 500 humanih proteaza, a poznato je da oko 2% humanog genoma
¢ine sekvence koje kodiraju ove enzime. One imaju suStinsku ulogu u nastajanj, rastu,
sazrevanju, starenju kao i smrti svih zivih organizama kontroliSu¢i aktivaciju, sintezu i
modifikaciju proteina u veéini fizioloskih procesa. Vecina znanja o strukturi, funkcijama koje
obavljaju i bioloskoj ulozi proteaza proistekla je iz studija na humanim i mikrobijalnim

enzimima (Barrett ez al., 1998).

U medicini proteaze predstavljaju veoma vazne potencijalne ciljne molekule za razli¢ite
medicinske intervencije, obzirom da je poznato da mutacije u preko 50 humanih proteaza dovode
do nastanka naslednih t.j. genetskih bolesti. Takode, usled faktora spoljasnje sredine moze doci
do prekomerne ili preterano smanjene produkcije samih proteaza ili njihovih inhibitora i
aktivatora Sto dovodi do patoloskih stanja i bolesti, a poznato je da virusi, bakterije i paraziti
koriste proteaze za Sirenje infekcije u domaéinima. Zbog svega navedenog nauénici nastoje da
razviju 1 sintetiSu nove generacije spec.iﬁénih proteaznih inhibitora, potencijalno moc¢nih
terapeutika. Neke od humanih proteaza, kao $to su kalikreini i katepsini, su identifikovani kao
vazni prognosti¢ki indikatori raznih bolesti, a neke proteaze su sastavni deo eksperimentalnih

vakcina, koje bi se koristile za odbranu od infektivnih bolesti kao $to je malarija.

Ocigledno, karakterizacija specifi¢nih proteolitickih enzima, kao i bolje razumevanje

njihove funkcije u bioloskim procesima ima veliki znacaj.



1.1.2. Nomenklatura: proteaze, proteinaze i peptidaze

[zraz “proteaze™ se ve¢ dugo koristio kao naziv za enzime koji degraduju proteine
hidrolizujué¢i peptidne veze kada su Grassmann & Dyckerhoff (1928) uocili da postoje dva
veoma razli¢ita tipa ovih enzima. Oni su primetili da neki od proteoliti¢kih enzima deluju
najbolje na intaktne proteine, dok drugi pokazuju preferenciju prema malim peptidima kao
supstratima. Na osnovu ove pojave autori su predloZili novi termin “proteinaze” za proteaze koje
pokazuju specifi¢nost za intaktne proteine kao supstrate. Priroda ovih razlika postala je jo$
uocljivija kao razultat rada na sintetickim peptidnim supstratima saili bez blokiranih terminalnih
ostataka, kada su Bergamann & Ross (1936) uveli dodatne termine: “endopeptidaze™ i
“egzopeptidaze”. Danas je prihvacena takva terminologija na osnovu koje se sve hidrolaze
peptidnih veza nazivaju proteaze ili peptidaze (Barre¢ & McDonald, 1936). Ovo je veoma opsti
termin koji se odnosi na sve proteoliticke enzime bez obzira na mehanizam njihove aktivnosti. U
okviru proteaza definiSu se dve grupe enzima: proteaze koje deluju na unutradnje peptidne veze
oznacene kao “proteinaze”ili “endopeptidaze” i proteaze koje seku terminalne peptidne veze t.j.

“egzopeptidaze”.

1.1.3. Standardna klasifikacija proteaza

Aminokiseline specificne za aktivno mesto, trodimenzionalna struktura i hemijski
mehanizami kataliticke aktivnosti su osnovni parametari za klasifikaciju proteinaza. Klasifikacija
je takode bazirana i prema njihovoj molekulskoj masi, naelektrisanju, medusobnoj homologiji,
supstratnoj specifi¢nosti i osetljivosti prema razli¢itim specifi¢nim inhibitorima. Prvobitno su ovi

enzimi bili klasifikovani u Cetiri osnovne grupe: serinske, cisteinske, asparti¢ne i metalo —



proteaze (Barret er al., 1998). Nedavno su jo$ dva tipa proteaza dodata u opStu klasifikaciju:
treoninske proteinaze koje su konstitutivni elementi 26S proteazoma (Seemiiller et al., 1995;
Wlodawer et al., 1995) i glutaminske proteinaze koje su pronadene iskljucivo u filamentoznim
gljivama (Sims et al., 2004). Alternativni nacin klasifikacije proteaza moze biti i na osnovu
optimalnog pH na kome su aktivne, tako da se prema ovom parametru proteaze se dele na:

kisele, neutralne i bazne.

1.1.4. Serinske proteaze

Serinske proteaze (serinske endopeptidaze ili proteinaze) predstavljaju jednu od najveéih
grupa proteoliti¢kih enzima i trenutno prema MEROPS bazi podataka postoji preko 50 familija
serinskih proteaza (Barrett & Rawlings, 1995). Karakteristicne su po tome $to im je jedna od
amino kiselina u aktivnom mestu serin, a pronadene su i u jednocelijskim i u sloZzenim
organizmima (Polgér, 2005). Serinske proteinaze su grupisane u klanove u okviru kojih dele
strukturnu sli¢nost, a dodatno su podeljene u podgrupe — familije u koje su svrstani enzimi sa
sliénim sekvencama. Glavnim klanovima pripadaju: himotripsinu i subtilizinu sli¢ne proteinaze,
alfa/beta hidrolaze 1 signalne peptidaze. U evolutivnom smislu serinske proteinaze su
prevashodno sluzile kao digestivni enzimi. U sisarskim sistemima, one su evoluirale genskim
duplikacijama kako bi obavljale raznovrsne funkcije u imunskom sistemu, inflamaciji i
zgruSavanju krvi. Himotripsin, tripsin i elastaze su najpoznatiji predstavnici klana himotripsinu
slicnih proteinaza (Blow, 1976; Huber & Bode, 1978). Sva tri enzima se sintetiSu u ¢elijama
pankreasa u obliku zimogena, sekretuju se u tanko crevo i svaki od njih katalizuje vrlo spedfi¢ne

reakcije delujuéi na razli¢ite regione polipeptida u zavisnosti od bo¢nih lanaca amino kiselina



koje okruzuju mesto secenja. Himotripsin je odgovoran za secenje izmedu hidrofobnih, tripsin
izmedu pozitivno naelektrisanih, a elastaza izmedu neutralnh amino kiselina. Kombinacija ova
tri enzima omogucava efikasno varenje proteina. Subtilizin je prokariotska serinska proteaza koja
je sli¢na himotripsinskom klanu po katalitickom mehanizmu i kataliti¢koj trijadi (His-Ser-Asp),
ali su evolutivno nesrodne sa himotripsinom i njemu sliénim proteazama. Ovo je primer
konvergentne evolucije obzirom da je isti mehanizam evoluirao dva puta nezavisno tokom
evolucije. Inhibitori serinskih proteinaza su oznaceni kao serpini od kojih su najpoznatiji alfa I-
antitripsin, alfa 1-antihimotripsn, antitrombin, neuroserpini i plazminogen inhibitor 1. Promene u
sintezi 1 ekspresiji serinskih proteaza mogu dovesti do pojave raznih bolesti, kao §to su tromboze,

kancer i nerodegenerativne bolesti.

Vecina saznanja o serinskim proteazama proisti¢e iz analiza humanih serinskih proteaza,
dok se o biljnim proteazama malo zna i pretpostavlja se da su ukljucene u regulaciju procesa
razvi¢a i diferencijacije, kao i u odbrambene mehanizme biljaka (Tripathi & Sowdhamini.,
2006). Biljne serinske proteinaze ucestvuju u mikrosporogenezi, simbiozi i deo su signalnih
puteva koji vode Rubisco proteolizi izazvanoj fungalnim toksinom. Osim toga, kod nekih od
biljnih serinskih proteinaza doslo je do divérziﬁkacije funkcije, obzirom da se ponasaju prekao
aciltransferaze nego kao hidrolaze, i kao takve uklju¢ene su u regulaciju sekundarnog

metabolizma kod biljaka (Schaller, 2004).

1.1.5. Cisteinske proteaze

Cisteinske proteaze su Siroko rasprostranjene medu svim Zivim organizmima i gotovo sve

proteaze ove familije su lokalizozvane u lizozomima gde ucestvuju u finalnoj neselektivnoj



proteinskoj degradaciji. Ipak u skorije vreme su otkriveni i novi ¢lanovi koji imaju ogranic¢enu
tkivnu ekspresiju Sto ukazuje da ove proteaze mogu uzeti ue$ce i u specificnim bioloskim
funkcijama. U odredenim uslovima cisteinske proteaze se mogu naci van lizozoma $to najcesce
rezultuje patoloskim stanjima. Kataliti¢ki mehanizam cisteinskih proteaza ukljucuje sulfihidrilnu
grupu cisteina koji zajedno sa histidinom ¢ini kataliticku dijadu. Najzastupljenija medu njima je
klasa papainskih cisteinskih proteaza koja pored papaina, sadrzi, karikain, bromelain, aktinidin,
ficin, aleurain, kruzipain kao i kaspaze i katepsine (Turk ez al., 2000). Pored ove klase poznata je
i klasa nelizozomalnih enzima oznacenih kao kalpaini kojima je za aktivnost neophodan Ca .
Cisteinske proteinaze su relativno male molekulske mase i sintetiSu se kao preproenzimi koji se
aktiviraju u lizozomima u uslovima pH koji je nizi od neutralnog. Medutim, njihova aktivnost
takode moze biti regulisana specifiénim endogenim inhibitorima kao S$to su cistatini i stefini.
Uloga ovih proteaza se povezuje sa apoptozom, adaptivnim imunskim odgovorom,
prohormonskim procesovanjem i remodelovanjem ekstracelijskog matriksa tokom razvica
kostiju. Uoceno je da su cisteinske proteaze ukljucene i u nastanak brojnih bolesti kao §to su
reumatoidni artritis, osteoporoza, Alchajmerova bolest, mi§i¢na distrofija i kancer. U najveéem
broju ovih bolesti otkriveno je da su cisteinske proteinaze prisutne u ekstracelijskoj t.j.

ekstralizozmalnoj formi (Chapman et al., 1997).

Za biljne cisteinske proteaze se predpostavlja da zbog velike zastupljenosti ucestvuju u
vaznim Celijskim procesima. Poznata je njihova uloga u odbrani od insekata, u procesima
razviéa, kao i u programiranoj ¢elijskoj smrti (Rowan, 1990). Najpoznatije biljne cisteinske
proteaze su poreklom iz nezrelih plodova papaje, ananasa i kivija u kojima su zastupljene u

veoma velikoj koli¢ini (npr, do 1g po plodu ananasa). Proteaze izolovane iz ovog voca nasle su



primenu u eliminisanju intestinalnih Nematoda obzirom da mogu degradovati kolagenu sli¢ne

proteine koji izgraduju kutikulu ovih crevnih parazita (Stepek et al., 2004).

1.1.6. Metaloproteaze

Metaloproteaze predstavljaju proteoliticke enzime u ¢ije je kataliticke mehanizme
uklju¢en metal. Aktivnost najveéeg broja metaloproteaza zavisi od cinka, dok je za aktivnost
nekih od njih neophodno prisustvo kobalta ili mangana. Tretman helatirajué¢im agensima kao $to
je EDTA koji uklanja cink iz aktivhog mesta dovodi do kompletne inaktivacije metaloproteaza.
Jon metala je za veéinu metaloproteaza povezan posredstvom konsenzus sekvenci HEXXH, dok
neke matriksne metaloproteaze imaju produzen cink vezujuéi motiv (HEXXHXXGXXH) u
kome dominirju tri histidina (Hooper, 1994). U skorije vreme opisana je nova familija ATP
zavisnih metaloproteaza koja se odlikuje po prisustvu visoko konzervisanog ATP vezujuleg

domena — AAA motiv (Patel & Latterich, 1998).

Neke od metaloproteaza ukljucene su u remodelovanje tkiva ucestvujuéi u degradaciji
eksracelijskog matriksa Sto se desava prilikom fizioloskih procesa kao §to su morfogeneza,
angiogeneza ili povredivanje. Neke imaju ulogu u celijskom prenosu signala zahvaljujuci
sposobnosti da otpustaju citokine ili faktore rasta sa celijske povrSine isecanjem preproteina
vezanih za membrane (Matrisan, 1992). Poremeéeno funkcionisanje metaloproteaza najcesce
dovodi do razli¢itih inflamatornih, degenerativnih i malignih bolesti kao Sto su na primer
osteoatritis, gingivitis, kornealni epidermalni ili gastri¢ni ulceritis i sl.

Biljne metalo-proteaze su, kao i ostale familije proteaza, u odnosu na bakterijske i sisarske veoma

slabo izucene. Poznato je da je njihova ekspresija u biljkama strogo programirana tokom razvica i vezana




isklju¢ivo za tkivo lista (Ramos & Selistre de Araujo, 2001). U genomu Arabidopsisa identifikovan je
81 gen koji kodira metalo-proteaze i ovi geni su svrstani u 12 klanova. Najpoznatija iz ove familije je
stromalna procesujuéa endopeptidaza (SPP) koja je uklju¢ena u modifikaciju hloroplasnih proteina
kodiranih nukleusnim genima i sintetisanih u citosolu. Njihovo uvodenje u plastid zavisi od amino-
terminalnog targetujuceg signala, t.j. tranzitnog peptida ¢ije je uklanjanje omoguceno dejstvom SPP

metalo-proteaze (Schaller, 2004).

1.1.7. Asparticne proteaze

Asparticne proteinaze (AP) (EC 3.4.23) su Siroko rasprostranjene medu ki¢menjacima,
biljkama, nematodama, kvascima, bakterijama i virusima (Davies 1990; Dunn, 2002). Na

osnovu MEROPS (http://www.merops.ac.uk) baze podataka asparticne proteinaze su svrstane u

15 familija na osnovu homologije aminokiselinskih sekvencii 6 klanova na osnovu evolutivnih
odnosa i tercijarne strukture. Vec¢ina AP pripada Al familiji u okviru koje su dve subfamilije:
AT1A - pepsinu sli¢ne proteaze (gastricin, rennin, himozin, napsini, katepsini D i E, itd.) i AIB —
nepentensinu sli€ne proteaze (CND41, nucelin, plazmepsini, itd.). Do sada okarakterisane
asparticne proteaze iz familije Al saeré dve asparaginske kiseline esencijalne za njihovu
aktivnost, koje su smestene u okviru dve kataliticke trijade (DT/SG i DSG) aktivnog mesta.
Asparti¢ne proteaze su aktivne na kiselom pH, hidrolizuju peptidne veze izmedu hidrofobnih
aminokiselina i specificno su inhibirane pepstatiom A, heksapeptidom poreklom iz
Streptomyces-a (Rawlings & Barret, 1995). Vecina asparti¢nih proteinaza familije Al se sintetise
kao prepropolipeptid, koji se zatim prevodi u aktivni protein, isecanjem signalnog peptica, a
zatim propeptida. Propeptid ima ulogu odrzavanja stabilnosti proenzima i njegovim isecanjem

zimogen se prevodi u aktivnu formu. Obzirom da za razliku od serinskih, cisteinskih i metalo-
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proteaza imaju iskljucivo endopeptidaznu aktivnost, u literaturi & za AP ravnopravno Koriste
nazivi asparti¢ne proteaze, proteinaze ili endopeptidaze.

Smatra se da sve AP imaju zajednic¢ko evolutivnog poreklo. Zanimljivo je da, iako su
funkcije asparti¢nih proteinaza veoma raznovrsne, asparaginske kiseline koje ¢ine njihovo
aktivno mesto, kao i okolne sekvence su visoko konzervisane. Predpostavlja se da veliki rascep u
okviru aktivnog mesta u koji se smesta supstrat omogucava brojne alternacije, a bez nastanka
dodatnih proteinskih domena. Inace, ovi enzimi najé¢eSce poseduju dvodomensku strukturu, Sto
ukazuje da su asparti¢ne proteinaze verovatno nastale genskim duplikacijama i fuzijama (Tang &
Wong, 1987). S obzirom da retrovirusne aspartiéne proteinaze imaju samo jedno aktivno mesto i
formiraju aktivne dimere, pretpostavlja se da su oni ili fosilni ostaci predacke AP (Pearl ef al.,
1987), 1li da su nastali od gena domacina u kome je doslo do delecije (Raoer al., 1991).

Asparti¢ne proteinaze imaju veoma dugu istoriju Sto se tice upotrebe i izucavanja.
Hiljadama godina unazad himozin, AP iz Zeluca prezivara se koristi kao sirilo u proizvodnji sira,
a takodje su AP koriS¢ene za pripremu soja sosa u drevnoj Kini. Prva izu¢avanja na polju enzima
vrena su upravo na pepsinu pocetkom 19 veka (Fruton, 2002). Veéina dosadasnjih saznanja o
ulozi asparti¢nih proteinaza proisti¢e iz studija na enzimima mikroorganizama i zivotinja. Medu
njima najbolje su okarakterisani predstavnici AP iz familije Al pepsin, himozin renin, katepsin
D i napsini, a koje imaju vrlo raznovrsne funkcije.

Pepsin i himozin predstavljaju Zeluda¢ne digestivne enzime koji se proizvode u
zimogenoj formi, i nakon sekretovanja u lumen Zeluca usled niskog pH (2-3) bivaju
autokataliticki aktivirani. Aktivne forme su ukljucene u digestiju proteina koji se prethodno

delimi¢no u kiseloj sredini Zeludca denaturidu. Pepsin usitnjava proteine do peptona, dok



himozin prevodi kazeinogen, protein mleka u parakazein, a oni dalje bivaju podvrgnuti potpunoj
degradaciji od strane serinskih i cisteinskih proteaza (Lee & Ryle, 1967; Visser et al., 1987).

Renin je enzim koga proizvode bubrezi i koji deluje na angiotensinogen proizveden u
jetri. Renin je visoko specifiéna endopeptidaza koja sec¢e peptidnu vezu iskljucivo izmedu dva
leucina u angiotensinogenu. Na ovaj nacin formira se angiotenzin I, koji se konvertuje u
angiotenzin II. Angiotenzin II je jak vazokonstriktor, a takode stimuliSe sintezu aldosterona koji
izaziva zadrzavanje soli i vode u bubrezima $to vodi poveéanju arterijskog pritiska. Na ovaj
nacin renin posredno uéestvuje u regulaciji krvnog pritiska i balansa elektrolita u organizmu
(Inagami, 1989).

Katepsin D je lizozomalna asparti¢na proteinaza ukljuena u proces programirane
¢elijske smrti. SintetiSe se u normalnim i malignim ¢elijama pod kontrolom steroidnih hormona i
pretpostavlja se da ucestvuje u razgradnji ekstracelularnog matriksa. Jedna od funcija ovog
enzima je sazrevanje i degradacija endometrijuma za vreme menstrualnog ciklusa. Zimogena
forma enzima, prokatepsin D, identifikovana je u humanom i govedem mleku. Smatra se da
njegova funkcija moze biti degradacija proteina mleka. Katepsin D je takode sposoban da
aktivira neutrofle i limfocite, te je pretposiavljena i njegova uloga u aktivaciji imunske zastite
novorodencadi koja se doje. Katepsin D je prekomerno eksprimiran u ¢elijama raka dojke i
stimuliSe njihovu proliferaciju. Zbog poveéane ekspresije u malignim tkivima, katepsin D se
koristi kao bioloski marker za procenu odgovora na preoperativnu hemoterapiju razliitih
kancera (Vetvicka & Fusek, 1994).

Napsini A i B su detektovani u plu¢ima i bubrezima i visoko su eksprimirani kod

bolesnika obolelih od adenokarcinoma. Smatra se da napsin A ima ulogu u funkcionisanju

10



normalnog alveolarnog epitela, kao i da je ukljucen u proteoliticko procesovanje surfaktantnih
prekursora (Chuman et al., 1999).

Asparti¢na proteinaza iz familije A2 koja je najbolje okarakterisana je HIV-1
retropepsin. Za razliku od ¢lanova familije A1, ovaj enzim ima samo jednu asparaginsku kiselinu
u aktivnom mestu, zbog Cega je enzim aktivan jedino kao homodimer, sastavljen od dve
identi¢ne subjedinice molekulske mase 11 kDa Aktivan je na neutralnom pH i ucestvuje u
maturaciji humanog virusa imunodeficijencije secenjem gagpol poliproteina na osam mesta
izmedu hidrofobnih aminokiselina (Seelmeir ef al., 1988).

Presenilin je asparti¢na proteinaza iz familije A22, ¢ije aktivno mesto ¢ine dva aspartata,
ali su oni u okviru drugaéijih konsenzus sekvenci u odnosu na Al familiju. Ova proteinaza
ucestvuje u formiranju amiloidnog B peptida, ¢iji agregati dovode do Alchajmerove bolesti.
Presenilin je ciljna proteinaza za dizajniranje razli¢itih inhibitora u cilju le€enja ovog oboljenja

(Dunn et al., 2002).

1.2. Biljne asparti¢ne proteinaze
1.2.1. Ime i istorija istraZivanja

Asparti¢ne proteinaze su zastupljene u ¢itavom biljnom carstvu i njihovo prisustvo
detektovano je u razli¢itim tkivima biljaka koje su do sada analizirane. U literaturu je od 1997.
god. uvedeno ime fitepsini koje se odnosi na sve biljne asparti¢ne proteinaze, medjutim, ¢esto se

enzimima ove klase daju imena koja ukazuju na biljnu vrstu ili tkivo iz koga su pre¢iceni.

Najbolje okarakterisani su fitepsini iz karduna (Cynara cardunculus L.) i je¢ma

(Hordeum vulgare 1.). Cvetovi karduna, biljke koja je sli¢na articoki, poseduju sposobnost da




koaguliSu mleko i koriste se u tradicionalnom pravljenju sira u Spaniji i Portugaliji. Ova
aktivnost moze se pripisati familiji AP, koja se sastoji od tri enzima: cinaraze 1-3, koje su
izolovane iz cvetova ove biljke (Cordeiro et al., 1992; Heimgartner et al., 1990). Kasnije je ova
grupa preimenovana u ciprozini 1, 2 i 3 (cyprosyn od engl. cynara protease-syn) i odredena je
njihova primara struktura (Cordeiro et al., 1994). Druga dva fitepsina, izolovana iz cvetova
karduna i oznacena kao kardozin A i B, naknadno su intezivnije prou¢avani (Barros & Malcata,
2000; Egas et al., 2000; Faro et al., 1999; Ramalho-Santos et al., 1997; Ramalho-Santos ef al.,
1998; Verissimo et al., 1996; Vieira et al., 2001) i odredena je njihova kristalna struktura (Frazio
et al., 1999). Seme je¢ma ima izrazitu fitepsinsku aktivnost (Morris et al., 1985; Sarkkinen et al.,
1992) koja je, pretpostavlja se, ukljuena u inicijaciju hidrolize rezervnih proteina na pocetku
germinacije. Fitepsin iz semena je¢ma je prvi iz ove klase bilpih enzima kome je determinisana
primarna struktura (Runeberg-Ross et al., 1991). Odgovarajuéi enzim iz dormantnog semena
je¢ma, oznacen kao HvAP je preciscen i okarakterisan (Costaer al., 1997; Kervinen et al.,1993;
Runeberg-Ross ef al., 1994; Sarkkinen er al., 1992; Toérmidkangas er al 1994). Takode je
proucavana njegova modifikacija na putu ka vakuolama u kojima je smeSten kao zreo enzim

(Glathe et al., 1998) i odredena je kristalria struktura zimogene forme enzima (Kervinen et al.,

1999).

Na osnovu ovih kao i mnogih drugih studija postalo je oCigledno da fitepsini pokazuju
visok stepen homologije u pogledu aminokiselinske sekvence, strukture i osnovnih biohemijskih
karakteristika sa zivotinjskim i mikrobnim AP. Medjutim, mnogi fitepsini sadrze dodatnu
proteinsku sekvencu od oko 100 amino kiselina oznacenu kao PSI (plant-specific insert), (Mutlu
& Gal, 1999). Aminokiselinska sekvenca ovog domena nema homologiju sa sisarskim ili

mikrobnim AP, tako da PSI predstavlja jedinstvenu strukturnu karakteristiku fitepsina.
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1.2.2. Aktivnost

Za sve biljne asparti¢ne proteinaze karakteristi¢no je da im je aktivnost maksimalna na
niskom pH, da su osetljive na prisustvo pepstatina A i da je prevashodno usmerena na hidrolizu
kovalentnih veza izmedu hidrofobnih aminokiselina. Najdetaljnije analize aktivnosti biljnth AP
vriene su na fitepsinima jeéma poreklom iz razli¢itih tkiva. Aktivnost je merena kao pepstatin A
senzitivno "seCenje" proteina na pH 3,7 koriS¢enjem hemoglobina kao supstrata (Sarkkinener al.,
1992; Tormikangas ef al., 1994), kao i elektroforetskom metodom u kojoj je koriS¢en nativni gel
sa imobilizovanim edestinom (Wrobel & Jones, 1992; Zhang & Jones, 1995). Pre¢iS¢eni enzim
hidrolizuje i hromoforni supstrat izmedu Phe i Nph (p-nitro-D-phenilalanine), optimalno na pH
3,5-4,1 (Kervinen ef al., 1993; Sarkkinen ef al., 1992). Sli¢na specifi¢nost pokazana je i kod
mnogih drugih fitepsina sa manjim varijacijama (Bleux et al., 1998; Faro e al., 1995; Polanowski
et al., 1985; Ramalho-Santos ef al., 1996). Osim hemoglobina ostali in vitro supstrati za fitepsine
mogu biti albumin, gliadin, hromoforni peptidi, kazein (Mutlu & Gal, 1999) i luciferaza (Amidon

etal., 1999).

JeCamski fitepsin je inhibiran pepstatinom A, kao i drugim inhibitorima analognim
supstratu, koji ostvaruju inhibitorni efekat prema sisarskoj lizozomalnoj AP - katepsinu D
(Sarkkinen et al., 1992). Serija sintetskih inhibitora konstruisanih za sisarske i retrovirusne AP su
testirani na rekombinantnim enzimima karduna (ciprozini) i neki od inhibiranih enzima pokazali
su K vrednosti u nanomolarnom opsegu (White et al., 1999). Endogeni inhibitori su detektovani
1 prec¢iséeni iz nekoliko biljnih vrsta: paradajza (Cater et al., 2002; Hansen & Hannapel, 1992),
krompira (Maganja et al., 1992; Mares et al., 1998) i tikve (Christeller et al., 1998). Ovi
inhibitori pokazuju svoj inhibitorni efekat i na sisarskim AP, kao Sto su katepsin D i pepsin, kao i

na kvascevoj proteinazi A.
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1.2.3. Primarna struktura

Vedina asparti¢nih proteinaza koja je do sada identifikovana se sintetiSe kao jednolancani
preproenzim da bi se zatim konvertovale u zreli enzim koji moze biti u jednolancanoj ili
dvolan¢anoj formi. Primarni translacioni produkt veéine fitepsina slican je odgovaraju¢im
produktima sisarskih i mikrobijalnih gena za asparti¢ne proteinaze. On sadrzi signalnu sekvencu,
koja je pracena auto-inhibitornim peptidom, duzine oko 40 aminokiselina (propeptid) i
sekvencom koju poseduje zreo enzim (Cordeiro et al., 1994; Domingos et al., 2000, Faro et al.,
1999; Hiraiwa et al., 1997; Runeberg-Ross et al., 1991; Vieira et al., 2001), (Slika 1). Primarna
struktura fitepsina sadrzi nekoliko domena koji su zastupljeni u svim AP. Oni obuhvataju dve
konzervisane aminokiselinske sekvence u katalitickom aktivnom mestu: Asp-Thr-Gly i Asp-
Thr/Ser-Gly. Kod sisara i mikroorganizama sekvenca Asp-Thr-Gly se nalazi na oba mesta i joS
uvek nije poznato kakav je bioloski znacaj ove promene. Jedinstvena karakteristika mnogih
fitepsina je dodatna sekvenca sastavljena od oko 100 aminokiselina, oznaéena kao PSI od engl.
plant-specific insert), koja je locirana na C-terminalnom regionu proteina. Zbog prisustva PSI
regiona primarni translacioni proizvod fitepsina (oko 500 AK) je znatno ve¢i od mnogih
odgovarajuéih sisarskih enzima. U 0kviru PSI regiona nalazi se jedno konzervisano i
funkcionalno N-glikozilovano mesto (Costa et al., 1997; Frazdo et al., 1999). Takode je utvrdeno
da je PSI region slican sapozinima iz sisarskih éelija. Sest konzervisanih Cys, mesto za
glikozilaciju, kao i konzervisani Pro i Tyr/Phe ostaci u PSI domenu su analogni onim kod
sapozina (Guruprasard ef al., 1994; Ponting & Russell, 1995; Schuette ef al., 2001). Za sapozine
je poznato da interaguju sa lipidima i iniciraju degradaciju sfingolipida kod Zivotinjskih ¢elija,
pored ostalih funkcija (Schuette et al., 2001; Vaccaro et al., 1999). Sli¢no tome, mesto za

vezivanje za membranu je identifikovano u PSI regionu, Sto je bazirano na kristalnoj strukturi
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jeCamskog fitepsina (Kervinen ez al., 1999). Na osnovu toga, PSI domen ima pretpostavljenu
funkciju ciljnog signala za vakuole, koji dovodi fitepsin u kontakt sa membranama, kao i sa
receptorima vezanim za membrane u Goldzijevom kompleksu. Na ovaj nacin se formiraju
transportne vezikule koje sadrze fitepsin i koje se otpustaju od Goldzijevog kompleksa do
vakuola. Takode je pokazano da delecije u PSI regionu vode sekreciji oSte¢enog jeCamskog
fitepsina u duvanskim celijama, dok se intaktni protein transportuje u vakuole (Térmékangas et
al., 2001). PSI region moze imati i odbrambenu ulogu protiv napada patogena. Egas et al., 2000
su demonstrirali da proforma kardozina A moze da interaguje sa fosfolipidnim membranskim
vezikulama in vitro, dok mutant kome nedostaje PSI region nema tu sposobnost. Ova interakcija
PSI regiona sa vezikularnim membranama dovodi do praznjenja vezikularnog sadrzaja. 1z tog
razloga autori predpostavljaju da PSI region ima ulogu odbrambenog oruzja uzrokujuéi oste¢enje
membrane patogena. Osim toga, fitepsini su visoko eksprimirani u senescentnom i apoptoskom
tkivu. Neke studije ukazuju na znacaj PSI regiona za pravilnu obradu i pakovanje prekursorskog
proteina. Ekspresija pirin¢anog fitepsina orizasinal, u E.coli sa ili bez PSI regiona nije imala
efekta na enzimsku aktivnost procesovanog enzima, medutim nadin obrade je bio izmenjen
(Asakura et al., 2000). Kada je fitepsin Cynare, cinaraza bila eksprimirana u Pichia pastoris bez
PSI regiona, neobradeni i pogresno upakovani prekusorski protein je bio akumuliran ukazujuci

na ulogu PSI regiona u korektnom pakovanju i obradi enzima (White ez al., 1999).

pre pro N-terminus PSI C-terminus

Slika I. Sematski prikaz primarnog translacionog produkta
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lako mnogi do sada detaljno izuCavani fitepsini poseduju veliku homologiju na nivou
aminokiselinske sekvence, neki noviji rezultati ukazuju da AP predstavljaju veoma raznovrsnu
klasu enzima u biljnom carstvu. Poslednjih godina otkriveno je nekoliko AP koje nemaju tipi¢nu
strukturu aspartiénih proteinaza. Zajednicka karakteristika novog tipa AP je da ne poseduju PSI
domen i u literaturi ove proteinaze se najces¢e oznacavaju kao atipi¢ne asparti¢ne proteinaze
Jedan od takvih primera je proteinaza sli¢na fitepsinu, molekulske mase 45 kDa (nucelin), iz
ovarijuma je¢ma, koja se eksprimira nakon polinacije u nucelarmnim ¢elijama, po ¢emu je i dobila
ime. lako primarna struktura ukazuje da se radi o asparti¢noj proteinazi na osnovu konzerviranog
DTG/DSG motiva, ovom enzimu nedostaju propeptidni i PSI region (Chen & Foolad, 1997).
Takode, hloroplasni nukleoidi duvana sadrze enzim slican fitepsinu (CND41), molekulske mase
od 40,5 kDa i sa konzervisanim regionom u okviru aktivnog mesta, ali cDNK koja kodira taj
protein ne poseduje ni PSI region, ni propeptidnu sekvencu (Nakano ez al., 1997). N-terminalni
kraj ¢ini tranzitni peptid duzine 120 aminokiselina, koji predstavlja signal za hloroplastnu
lokalizaciju, hidrofoban je i bogat serinom i treoninom. Ovo je jedna od retkih asparti¢nih
proteinaza koja ima dvostruku funkciju: predstavlja i DNK vezuju¢i protein i proteinazu
(Murakami ef al., 2000). Jos jedan od priméra atipi¢nih asparti¢nih proteinaza je CDR1 (CDR od
engl. "Constitutive Disease Resistance"). CDR1 je izolovana iz listova mutantnih linija
Arabidopsisa, koje su pokazivale poveéanu otpornost na patogenu bakteriju Psudomonas
syringae. Poseduje signalni peptid od 25 ak, ali joj nedostaju prosegment i PSI region. Kao i kod
tipicnih AP, konsenzus sekvence DTG/DSG formiraju aktivno mesto proteinaze. Eksprimira se u
listovima i ima ekstracelularnu lokalizaciju. Smatra se da je proteazna aktivnost CDRI
neophodna u indukciji lokalnog i sistemskog odgovora, jer oni izostaju ukoliko se ihibira

proteazna aktivnost CDR1 pepstatinom A (Xia et al., 2004). Sli¢ni primeri atipi¢nih asparti¢nih
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proteinaza su asparti¢na proteinaza pirinéa OsAsp! - nucelinski ortolog iz pirin¢a i nepentesini I 1

II: iz karnivorne biljke Nepenthes (Bi ef al., 2005; An et al., 2002).

Sedmo¢lana familija glikozilfosfatidilinozitol (GPI) vezuju¢ih AP je identifikovana u
genomu Arabidopsis thaliana (Borner et al., 2002). U genomu ove biljke nalazi se najmanje 66
pretpostavljenih fitepsinskih gena, od ¢ega 60 sadrzi potpunu konzervisanu sekvencu u aktivnom
mestu, a 6 ¢lanova su verovatno neaktivni jer ne sadrze Asp u katalitickom centru. Interesantno

je da samo 4 ¢lana ove familije sadzi PSI region.

1.2.4. Tercijarna struktura

Do sada je razreSena kristalna struktura fitepsina je¢ma (Kervinenet al., 1999) i fitepsina
Cinare (Frazdo et al., 1999) i oba pokazuju strukturu tipi¢nu za familiju asparti¢nih proteinaza.
Struktura zrelog fitepsina je¢ma sadrzi dva sliéna ‘B-barel” domena sa dva Asp: Asp36 i
Asp223, koji sainjavaju aktivno mesto i koji su locirani u interdomenskom udubljenju. Dno
udubljenja je prekriveno sa Sest lanaca f-naborane ploce, koji Stite unutrasnje hidrofobno jezgro
(Slika 2A). Samoinaktivirajuéi mehanizam, koji je prisutan kod jecamske AP i koji se javlja kod
ostalih sliénih fitepsina, razlikuje se od mehanizma inaktivacije zeludacnog AP zimogena,
pepsinogena (Bernstein & James, 1999; Kervinen et al., 1999). Propeptid fitepsina se obavija
oko zrelog proteina i njegov N-terminalni lanac je ukljuéen u formiranje interdomenske
Sestolanc¢ane B-naborane ploce. Helikoidni deo propeptida je smesten u blizini aktivnog mesta i

zajedno sa prvih 13 aminokiselina zrelog enzima dovodi do njegovog potpunog blokiranja.

Kristalna struktura zrelog kardozina A (Slika 2B) (Frazdo et al, 1999) je poredena sa

zimogenom formom jeCamskog fitepsina i ustanovljeno je da se tokom aktivacije biljnih
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fitepsina deSavaju vrlo male promene (Kervinen er al, 1999). Kardozin A ima dva N-
glikozilovana mesta (Asn67 i Asn257) i s obzirom da su lokalizovana daleko od aktivnog mesta,
izgleda da glikani imaju vaznu ulogu u stabilizaciji i pravilnoj obradi prekursora, a ne u
aktivnosti. Prisustvo motiva koji se vezuje za Cceliju: Arg-Gly-Asp (RGD), predstavlja
jedinstvenu karakteristiku kardozina A. Kristalna struktura pokazuje da je RGD motiv smeSten
suprotno od aktivnog mesta i da je istaknut na povrsini molekula $to ukazuje na njegovu ulogu u

protein-protein interakcijama.

Slika 2. Kristalna struktura fitepsina je¢ma i kardozina A (preuzeto iz
Kervinen ef al., 1999 i Frazao et al., 1999). A fitepsin je¢ma i kardozin A

Kristalna struktura fitepsina je¢ma pokazuje i orjentaciju PSI regiona u odnosu na delove
zrelog enzima. On je vezan za C-terminalni domen enzima pomocu dve fleksibilne peptidne

veze, dajuéi izvesnu slobodu u pozicioniranju PSI regiona u odnosu na ostatak enzima. PSI
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domen je sagraden od pet amfipati¢nih heliksa koji formiraju helikoidni kompleks sa velikim
unutrasnjim hidrofobnim jezgrom. Osim hidrofobnim interakcijama, tercijarna struktura PSI

domena je stabilizovana pomo¢u tri disulfidne veze (Kervivnen et al, 1999).

1.2.5. Preciséavanje i ekspresija AP proteina

U najvecem broju slucajeva fitepsin je precis¢avan iz totalnog proteinskog ekstrakta
pomocu afinitetne hromatografije u kojoj je kao afinitetni matriks koriSéen pepstatin A
kovalentno vezan za agarozu. Takode je nivo ekspresije fitepsina u biljnim tkivima prili€no
nizak, te su u najvecem broju slucajeva prec¢is¢avanja enzima dobijene koli¢ine manje od jednog
miligrama. Osim toga, precis¢ene frakcije najceS¢e sadrze nekoliko enzimskih formi ili
intermedijera koji nastaju prilikom obrade enzima, te to uveliko otezava detaljnu analizu.
Bakterijski i eukariotki ¢elijski sistemi su testirani za ekspresiju nekih od fitepsina. Na primer,
zimogena forma pirin€anog orizasina 1 je eksprimirana u £. coli, kao fuzioni protein vezan za
glutation-S-transferazu (GST). Dobijeni prec¢isceni enzim je podlegao autokatalitickoj obradi i
aktivaciji i pokazivao aktivnost prema hemoglobinu kao supstratu (Asakura et al., 2000).
Medjutim, op$ti problem sa bakterijskim ekspresionim sistemom je vrlo mala produkcija
pravilno “upakovanog” proteina (Glathe et al., 1998; White er al., 1999). Ekspresioni sistemi u
kojima su koriS¢ene eukariotske celije za produkciju fitepsina su se pokazali upesnim. Na
primer, cDNK koja kodira prekursor fitepsina (ciprozina) iz cvetova Cynare, eksprimirana je u
¢elijama Pitchia pastoris i iz njih je preéiscen aktivni enzim (White ef al., 1999). Metod u kome
su koriS¢ene insekatske Celije inficirane bakulovirusom je koriS¢en za dobijanje fitepsina jeCma

koji je potom kori$¢en za analiziranje kristalne strukture, kao i u druge svrhe (Glatheer al., 1998;
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Kervinen et al., 1999). Interesantno je zapaziti da je ciprozin izolovan iz ¢elijske kulture bio
potpuno obraden i aktivan, dok je fitepsin je¢ma bio proizveden u zimogenoj formi, bez ER-
signalne sekvence. Jo$ uvek nije jasno da li pokazane razlike proisti¢u zbog koriS¢enja razli¢itih
ekspresionih sistema ili su posledica razli¢itosti u mehanizmima obrade kojima enzimi podlezu

prilikom aktivacije.

1.2.6. Geni za asparticne proteinaze i klasifikacija na osnovu domenske strukture

Vecéina AP proteina je izolovana i analizirana iz biljnih tkiva pre nego Sto su odredene
sekvence gena koji ih kodiraju. Do sada je izolovano svega pet genomskih klonova tipi¢nih
asparti¢nih proteinaza: AtPaspl, AtPasp2 i AtPasp3 iz Arabidopsisa, orizasin iz pirin¢a i geni za
aspartiénu proteinazu iz B.napus (BnAP) i Vigna unguiculata (VuAP1), (Chen et al., 2002;
Asakura et al., 1995; D’Hondt ef al., 1997; Cruz de Carvalho et al., 2004). AtPaspl Arabidopsisa
ima 12 introna kao i AP geni BnAP, VuAPl i OsAsp, dok u druga dva gena, AtPasp 2 i 3,
nedostaje po jedan intron (treci i peti) (Chen et al.,2002). Duzine introna su male, izmedu 72 i
184 bp, sli¢no kao i kao kod B. napus. Kod pirin¢anog orizasina, pored kratkih introna, prose¢ne
duzine oko 100 bp, uocena su i dva znatno duza: (drugi, dug 966 bp i sedmi, dug 624 bp). lako je
u okviru tipi¢nih proteinaza struktura gena u pogledu pozicija, brgja i duZina introna prili¢no
uniformna, ona se znacajno razlikuje u odnosu na strukturu atipi¢nih proteinaza kao $to su
je¢amski nucelin (Chen & Foolad, 1997) i OsAspl pirin¢a (Bi et al., 2005) i tipi¢nih sisarskih AP
kao Sto je katepsin D. Nucelin i Osdsp! imaju po sedam, a katepsin D osam introna (Slika 3).
Zanimljivo je da su u ovoj grupi AP okarakterisana i dva gena koja ne poseduje introne CDR/ iz

duvana (Xia et al., 2004) i APLI iz heljde (Milisavljevi¢ et al., 2008).
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Slika 3. Sematski prikaz strukture gena za asparti¢ne proteinaze (AtPaspl-3 iz

Arabidopsis thaliana; AP iz Brassica napus; orizasin i OsAspl iz pirin¢a; nucelin iz

jec¢ma; humani katepsin D), (preuzeto iz Chen et al., 2002)

Analiza genoma Arabidopsisa, pokazala je da postoji skoro 70 genomskih sekvenci koje
kodiraju potencijalne asparti¢ne proteinaze. Nije poznato da li svi ovi geni kodiraju aktivne
enzime. Neke kodiraju AP sa samo jednom DT/SG sekvencom, pa se ne iskljuuje moguénost da

funkcioni$u kao homo ili heterodimeri kako bi formirali dvodomensku strukturu i bili aktivni kao

proteinaze (Beers et al., 2004).

Razli¢ite klasifikacije AP izvedene na osnovu bioinformati¢kih analize genoma
Arabidopsisa su do sada bile prihvacene. Poslednja i najdetaljnija klasifikacija (Faro & Gal,
2005) razvrstava gene za asparticne proteinaze na osnovu izvedene domenske organizacije i
motiva u aktivnom mestu. Na osnovu ovoga, AP su svrstane u tri grupe: tipicne (grupa Al i A2),
nucelinu sli€ne (grupa B) i atipi¢ne proteinaze (grupe C1 do C5). U Al grupu spadaju prethodno
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opisani AtPaspl, AtPasp2 i AtPasp3 koji sadrze pre, pro i PSI segmente. Dva €lana A2 familije
iako nemaju PSI region pokazuju slicnu domensku organizaciju, distribuciju cisteina i
konzervisani tirozin pa su svrstani u tipi¢ne proteinaze. B grupa sadrzi proteinaze sa znacajnim
delecijama u prosegmentu i PSI regionu. Atipi¢ne AP iz grupe C pokazuju rali¢ite alternacije: C1
imaju prosegment od samo 25 AK; C2, ¢iji je presegment bogat serinom a nedostaje im

prosegment; C3 sa izuzetno dugim prosegmentom, kao kod CND 41 proteina; C4 sa C-

terminalnom ekstenzijom i C5 sa DTS motivom umesto DTG u aktivhom mestu.

1.3. BioloSki aspekti
1.3.1. Aktivacija proenzima i transport

Fitepsini se eksprimiraju u zimogenoj formi i podlezu obradi N-terminusa tokom
aktivacije. PSI region se najéesée uklanja prilikom ovog procesa $to dovodi do formiranja
dvolanéanog enzima (Glathe er al., 1998; Park et al., 2001; Ramalho-Santos ef al., 1998;
Verissimo et al., 1996; White et al., 1999). Razlog zbog ¢ega su neki fitepsini monomeri, a neki

dimeri, jo§ uvek nije poznat.

Aktivacija fitepsina zahteva ukljudivanje i autokataliti¢kih i heterokataliti¢kih koraka i
prevashodno zavisi od promene pH kao i obrade proteazama prisutnim u posebnim ¢elijskim
odeljcima. Rekombinantno proizvedeni fitepsin je¢ma podleze autokatalitickoj obradi na
pH=4,5. Takode je poredenjem in vitro i in vivo obrade pokazano da postoje neke male razlike
koje ukazuju da je u ovom procesu neophodno prisustvo i nekih drugih proteinaza za kompletno

sazrevanje in vivo. In vitro studije na prokardozinu A ukazuju da se propeptid najverovatnije
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uklanja autokatalitickim putem, dok obrada PSI regiom zahteva aktivnost cisteinskih ili

serinskih proteinaza (Ramalho-Santos ez al., 1998; Verissimo et al., 1996).

Unutarcelijski transport je izucavan na fitepsinu je¢ma (Glathe et al.,1998; Torméikangas
ef al., 2001). Primarni translacioni produkt se nakon sinteze prenosi u hrapavi endoplazmaticni
retikulum gde se ER-signalna sekvenca uklanja i proenzim N-glikoziluje. Fitepsin izgleda koristi
mehanizam transporta koji je posredovan COPII vezikulama kako bi napustio ER i uputio se ka
Goldzijevom aparatu (Tormékangas et al., 2001). U GoldzZijevom kompleksu glikani se
modifikuju do slozenih finalnih formi i proenzim se pakuje u transportne vezikule, koje se
usmeravaju ka vakuolama kao konacnom odredistu. Nakon ulaska u vakuole, kiseli pH
najverovatnije otpo€inje aktivaciju fitepsina koja podrazumeva autokatalitiCko secenje
propeptida i uklanjanje PSI sekvence. Protein se takodje delimi¢no modifikuje i drugim

proteazama, Sto dovodi do formiranja finalne zrele forme enzima.

Neki regioni u fitepsinu mogu igrati ulogu ciljnih signala koji obezbeduju pravilno
usmeravanje ¢lanova fitepsinske familije ka vakuolama ili ka izlazu iz &lije. Na primer, za
fitepsin jeCma pretpostavljeno je da tu ulogu ima NPLR-peptid (Asn-Pro-Leu-Arg) u
autoinhibitornom domenu, kao i neka mesta u PSI domenu (Guruprasard et al., 1994; Kervinen
et al., 1999; Térmikangas et al., 2001). C-terminalni peptid takode ima ulogu intracelularnog
ciljnog signala (Ramalho-Santos ef al., 1998). Medutim, ta¢na interakcija fitepsinskog proenzima

1 drugih unutaréelijskih proteina prilikom transporta jos uvek nije poznata.
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1.3.2. Distribucija i lokalizacija u tkivima i organima

Do sada prec¢isceni fitepsini su uglavnom poreklom iz semena. Medutim enzimi iz ove
familije su $iroko rasprostranjeni i u drugim biljnim organima i tkivima. Vecina ih se akumulira
u vakuolama, dok se neki sekretuju iz éelije. U kardunu, cinaraze kao i kardozin A i B su prisutni
u tuckovima cvetova. Izgleda da su ove proteinaze isklju¢ivo specifiéne za cvet i njihova
ekspresija je precizno regulisana tokom razvi¢a. iRNK koje kodiraju ciprozin se javlja u ranim
stadijumima razvi¢a cveta, dok ih u oformljenom cvetu nema. Kardozin A se nagomilava u
vakuolama, koje su skladista proteina u epidermalnim papilama i vakuolama epidermalnih ¢elija
tucka (Ramalho-Santos et al., 1994). dok se kardozin B akumulira u delijskom zidu i
ekstracelularnom matriksu provodnog tkiva (Vieira ef al., 2001). To ukazuje na Cinjenicu da se

fitepsini ove biljke, iako sli¢ni po svojoj primarnoj strukturi, nalaze u razli¢itim delovima tucka.

JeCamski fitepsin se eksprimira u razliitim tkivima semena (pretezno u embrionu,
skutelumu i aleuronskom sloju), izdancima, listovima, cvetovima i korenovima (Térmékangas et
al., 1994). Enzim je lokalizovan imunocitohemijskim metodama u skutelarnim i aleuronskim
vakuolama sa rezervnim proteinima u semenu (Betke et al., 1996; Martilla ef al., 1995), kao i u
lisnim i cvetnim vakuolama (Paris et al., 1996; Runeberg-Ross et al., 1994). U korenu je¢ma,
fitepsin je u najvecoj meri prisutan u trahealnim elementima u razvic¢u i u sitastim ¢elijama
(Runeberg-Ross & Saarma, 1998). Elektroforetskim putem su detektovane Cetiri AP aktivne
forme sa razli¢itom mobilno$éu u ekstraktima (Zhang & Jones, 1995), ali nije poznato da li su

ovi enzimi derivati nastali razli¢itom obradom od zajednickog prekursora.

Dva sekretorna fitepsina su izolovana iz listova duvana i paradajza (Rodrigoer al., 1989

Rodrigo et al., 1991). AP je takode lokalizovan u ¢elijskom zidu polena kukuruza (Radlowski et
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al., 1996). Identifikovani su i neki od proteina sliénih fitepsinu koji su lokalizovani u mebranama
fotosistema II plastida tikve (Kuwabara & Suzuki, 1995) i u nukleoidima hloroplasta celija
duvana (Murakami et al., 2000; Nakano et al., 1997). AP su prisutne i u organima za hvatanje

isekata kod insektivornih biljaka (An et al, 2002).

1.3.3. Funkcija

Fitepsini su pronadeni u razli¢itim tkivima mnogih biljnih vrsta tako da izgleda da igraju
vaznu ulogu u mnogobrojnim proteolitickim procesima u ¢elijama i vancelijskom prostoru. Ovi
enzimi su ukljuceni u modifikaciju rezervnih proteina, isecanje propeptida i obradu zimogena,
degradaciju tkiva prilikom rasta polenove cevi, u degradaciju celijskih proteina tokom

apoptotskih procesa, kao i u odbranu biljke od napada patogena (Mutlu & Gal, 1999).

Fitepsini su u vecoj koli¢ini pronadeni u germinativnom semenu i za nekoliko pre¢is¢enih
enzima pokazano je da su sposobni da degraduju rezervne proteine in vitro (Bleukx et al., 1998;
D'Hondt et al., 1993; Hiraiwa et al., 1997; et al., Voigh et al., 1994). Ovi enzimi mogu direktno
ucestvovati u modifikaciji i razgradnji rezervnih proteina ili mogu obradivati ili aktivirati druge
hidrolaze tokom razvica i klijanja. U jeému distribucija fitepsina u vegetativnim i
reproduktivnim tkivima kao i enzimska intracelularna lokalizacija u hidrolitickim organelama,
ukazuje na to da fitepsin prevashodno ima ulogu u obradi i modifikaciji proteina u razliCitim
fazama zivotnog ciklusa biljaka (Paris ef al., 1996; Runeberg-Ross et al., 1994; Térmékangas et
al., 1994). Osim toga, u skorijim istraZivanjima, fitepsini su dovedeni u vezu sa programiranom

¢elijskom smrti (apoptoza) u razvoju traheja u korenu je¢ma (Lindholm ez al., 2000; Runeberg-
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Ross & Saarma, 1998) i u degenerisanim nucelarnim ¢elijama ovarijuma je¢ma (Chen & Foolad,

1997).

Fitepsini u cvetnim organima Cynare izgleda da imaju nekoliko razli¢itih uloga u toku
razviéa cveta i razmnozavanju. Na primer, kardozin A sadrzi ArgGly-Asp (RGD) celijski
vezujuéi motiv, tako da se pretpostavlja da ima ulogu u proteolitickim mehanizmima koji su
posredovani adhezijom i koji su ukljueni u prepoznavanje polena i njegov rast (Faro er al.,
1999). Kardozin B se akumulira u ¢elijskim zidovima i ekstracelularnom matriksu provodnog
tkiva te tako ima ulogu u odbrambenim mehanizmima protiv patogena (Vieira et al., 2001).
Ekstracelularni fitepsin pre¢iSéen iz lista paradajza i duvana degraduje PRP @d engl.
Pathogenesis-Related Protein) in vitro. Osetljivost PRP na fitepsinsku aktivnost 1 kodistribucija
ovog enzima sa PRP ukazuje da se bioloska aktivnost ovih odbrambenih proteina moze regulisati
dejstvom fitepsina (Rodrigo et al,, 1989; Rodrigo et al, 1991). Pronadeno je da fitepsinska
aktivnost izrazito raste u stresnim situacijama. Na primer, ekspresija enzima paradajza sistemski
je indukovana u lis¢u nakon njegovog povredivanja (Schaller & Ryan, 1996), kao i ekspresija
enzima pasulja u uslovima suse (Cruz de Carvalho et al., 2001). Geni ukljuceni u senescenciju

kod suncokreta takode obuhvataju i fitepsin (Panavaser al., 1999).

1.4. Biotehnolo$ka primena asparti¢nih proteinaza
1.4.1. Upotreba asparticnih proteinaza u industrijske svrhe

Broj enzima biljnog porekla koji se koriste u industrijske svrhe je jos uvek mali. Medu
njima su proteinaze najvise eksploatisane i to u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji, kao i u

industriji deterdzenata. Takode se biljne proteinaze koriste u obradi vune i Stavljenju koze
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(Heimgartner er al, 1990). Najsire koris¢ene biljne proteinaze su papain, bromelain i ficin

ekstrahovani iz Carica papaya, Ananas comosusus i Ficus glabara.

Zanimljivo je da su cvetovi razli¢itih biljaka koji su suSeni na vazduhu, kori$¢eni u
regionu Mediterana za proizvodnju sira jo§ od doba Rimskog carstva. U ovom slucaju za proces
koagulacije mleka odgovoran je visok nivo proteoliti¢kih enzima u cvetovima, a sirevidobijeni
grudvanjem mleka pomocu vodenih ekstrakata cvetova su vrlo cenjeni. Najpoznatija biljka
koris¢ena u ove svrhe je Cynara cardunculus, koja je Siroko raspostranjena u oblasti juzne
Evrope (Roa et al., 1999). Za proizvodnju vrlo poznatog i cenjenog La serena sira upotrebljavaju
se cvetovi ove biljke koji se sakupljaju kada biljka postane senescentna i koji sadrze proteoliticke
enzime, oznaCene u okviru ove biljne vrste kao cinaraze. Upotreba cvetova sa razliitim
sadrzajem proteinaza, shodno njihovoj prirodnoj varijabilnosti, kao i sezonskim klimatskim
promenama, uslovljavaju varijacije u morfo-organoleptickim karakteristikama sira Iz tog
razloga javlja se zahtev za uravnotezavanjem kvaliteta sira. Osim karduna, u industrijskoj i
tradicionalnoj proizvodnji sira u upotrebi je ogranicen broj biljnih vrsta, medu kojima su na
primer: Solanum dobium (Yousif et al., 1996) i sedam predstavnika familije Papilionoideae

(Lopes et al., 1997).

1.4.2. Uloga asparticnih proteinaza u koagulaciji mleka

Ukus i finalna struktura sira rezultat su serije hemijskih, biohemijskih i mikrobioloskih
dogadaja koji se odvijaju tokom procesa sirenja. Promene koje nastaju u mleku prilikom procesa
koagulacije su posledica aktivnosti proteolitickih enzima. Osnovni proteoliti¢ki agensi ukljuceni
u ovaj dogadaj su: prirodne proteaze samog mleka, proteoliticki enzimi iz sirla koje se najcesce
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dobija iz zeluca mladih prezivara, kao i proteinaze i peptidaze iz mikroorganizama u starter
kulturi (Irigoyen er al., 2000). Kazeinske micele predstavljaju glavne gradivne blokove
koaguluma mleka. Kazeini su najzasupljeniji proteini mleka (oko 80%) i javljaju se u vidu cetiri
razli¢ita tipa, kao: os-, as-, B- 1 k- kazeini. U kombinaciji sa kalcijum fosfatom kazeini
formiraju agregate koji su oznaceni kao micele. Postoji viSe pretpostavljenih modela koji
objasnjavaju nacin na koji je organizovana struktura micela. Jedna od hipoteza koju je postavio
Horne, 1998. ukazuje na moguénost da se u micelama kazeini medusobno vezuju svojim
hidrofobnim regionima, kao i vezama u koje je uklju¢en CCP (od engl. Colloidal Calcium
Phosphate), a stabilnost i integritet micela izgleda da su kontrolisani balansom izmedu privla¢nih
i odbojnih sila u njima. Pri tome k-kazein moze da uspostavi samo hidrofobne interakcije sa
drugim kazeinima s obzirom da nema sposobnost da vezuje Ca™ usled nedostatka fosfoserinskih
ostataka, 1 to ga €ini “lan¢anim terminatorom™ (Lucey, 2002). Tako je k-kazein pozicioniran na
povrsini micela i njegova kontrolisana degradacija proteolitickim enzimima daje moguénost rasta
kazeinskih agregata, Sto opet vodi promeni agregatnog stanja mleka, odnosno njegovoj

koagulaciji.

1.5. Heljda

Heljda je dikotiledona stranooplodna biljka koja pripada familiji Polygonaceae. Pored
heljde, ovoj familiji pripadaju i neke druge, uglavnom korovske biljke. Zbog nalina gajenja i
primene u ishrani heljda se ¢esto svrstava u zitarice. Familiji Polygonaceae su srodne familije

Chaenopodiaceae, Araceae i Amaranthaceae.
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Seme heljde u proseku sadrzi 59 — 62 % slobodnih azotnih komponenti, 1 — 12 %
proteina i 2,5 — 2,7 % lipida. Neki autori navode sadrzaj proteina iznad 18 % ( Alekseeva, 1981).
Analiza aminokiselinskog sastava proteina pokazala je da heljda sadrzi relativno visok nivo
lizina (6,1 %), arginina (8,9 %) i asparaginske kiseline (9 %), a najmanje glutaminske kiseline i
prolina u poredenju sa drugim vrstama. Pored toga proteini semena heljde imaju i relatino visok
nivo treonina (3,7 %), triptofana (1,6 %), histidina (2,4 %), cisteina i metionina (oko 2 %),
(Javornik, 1981). Pored upotrebe u ljudskoj ishrani heljda se moZze koristiti 1 u ishrani stoke.
Zbog relativno kratkog perioda vegetacije (60 — 100 dana), heljda se moze gajiti i kao drugi usev,
posle Zetve pSenice, jeéma, itd. Osim toga, njeni cvetovi sadrze nektar, pa je heljda cenjena kao
medonosna biljka, sa periodom cvetanja 35 — 45 dana (Alekseeva, 1981). Vegetativni delovi

heljde sadrze rutin kao sekundarni metabolit koji nalazi primenu u farmaceutskoj industriji.

Nedostatak heljde je relativno visok sadrzaj tanina. Ove supstance su odgovorne za tezu
svarljivost proteina. Tanini se uglavnom nalaze u spoljasnjim delovima semena, dok ih embrion 1
endosperm ne sadrze. Heljda u svojim proteinskim telima sadrzi metaloproteinazu i njen
inhibitor, asparti€énu proteinazu, karboksipeptidazu, kiselu fosfatazu, a-D-manozidazu, kao i

inhibitore tripsina i himotripsina (Elpidina ef al., 1990).

U semenu heljde kao i kod drugih biljaka nalaze se proteini razli¢itih funkcija. To su
strukturni proteini, enzimi neophodni za odrzavanje normalnog metabolizma, kao i1 rezervni
proteini. Rezervni proteini su tkivno specifi¢ni, nagomilavaju se u kasnoj fazi embricgeneze u
proteinskim telima i sluze kao izvor aminokiselina, azota i ugljenika u procesima klijanja. Prema
rastvorljivosti se dele na albumine, globuline, prolamine i gluteine. Proteinska tela kod
dikotiledonih biljaka su vakuolarnog porekla. Proteini ¢ija se sinteza odigrava u granularnom

endoplazmati¢cnom retikulumu sazrevaju u GoldzZijevom aparatu, i bivaju transportovani
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vezikulama ovog aparata do vakuola. Pretpostavlja se da na taj nacin dolazi do formiranja
proteinskih tela. Aspartina proteinaza heljde i ostali tipovi proteinaza ukljuceni su u
metaboli¢ku obradu rezervnih proteina heljde, kao i u procese njihove razgradje na pocetku

klijanja semena.

Do sada je iz semena heljde izolovana jedna asparticna proteinaza 1 biohemijski
okarakterisana (Timotijevi¢ et al., 2003). Maksimum proteoliticke aktivnosti je detektovan na pH
3,1 i ova aktivnost moze biti inhibirana pepstatinom A. U totalnom proteinskom ekstraktu
semena heljde u razviéu detektovana je dimerna forma od 47 kDa, sastavljena od dve
subjedinice: 31 i 16 kDa. Rezervni proteini semena heljde, BSA, kazein i hemoglobin
predstavljaju in vitro supstrate za AP aktivnost iz semena heljde. Ukupni vodeni ili kiseli
ekstrakti semena heljde u razvicu, kao i zrelog semena heljde imaju sposobnost koagulacije
mleka. Poredenjem profila hidrolize x-kazeina i BSA kao supstrata, u prisustvu AP heljde ili
himozina iz komercijalnog sirila ustanovljeno je da je AP heljde po svojoj aktivnosti sli¢na
himozinu. Osim toga, iz cDNK biblioteke semena heljde u srednjoj fazi sazrevanja
identifikovana je joS jedna aspartina proteinaza FeAPL1, koja na osnovu poredenja sa
sekvencama iz baze podataka spade u grupu atipi¢nih aspartiénih proteinaza (Milisavljevic, et
al., 2008). Analizom aminokiselinske sekvence izvedene iz ¢cDNK FedAPLI pune duzine
pokazano je da ova proteinaza ne poseduje PSI domen, ima konzervisano aktivho mesto
DTG/DSG, kao i signalni peptid duzine 20 ak, dok postojanje propeptida nije utvrdeno. Takode
je identifikovan FeAPL1 gen iz gDNK heljde, za koji se pokazalo da ne sadrzi introne. Analiza
ekspresije ovog gena Northern blot analizom pokazala je da se FeAPL1 ne eksprimira ni u
jednom drugom organu, osim u semenu gde se maksimum ekspresije dostize u fazi 1417 DAF

(“days after flowering” — dani nakon cvetanja).
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U ovom radu predstavljena je izolacija ¢cDNK i gena za aspartiénu proteinazu heljde
(FeAP9), koja pripada klasi tipi¢nih asparti¢nih proteinaza c¢ija je parcijalna biohemijska
karakterizacija aktivnosti vrSena prethodno. Takode je analizirana struktura i ekspresija FeAP9
gena u razli¢itim organima tokom razvica heljde, kao i pod uticajem razli¢itih abiotickih

stresova.
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2. CILJ

Ovaj rad je uraden kao deo projekta: Struktura, funkcija i regulacija ekspresije odabranih

biljnih gena™ (143017) u okviru podprojekta koji se odnosi na asparti¢ne proteinaze heljde.

Prisustvo endogene proteoliticke aktivnosti u semenu heljde uoceno je u toku procesa
analize rezervnih proteina semena heljde, Sto je otvorilo novo polje istrazivanja vezano za
definisanje preoteolitickih enzima i njihove potencijalne uloge u metabolizmu rezervnih
proteina. Tako je u prvoj fazi rada dokazano je da je makar deo ove proteoliticke aktivnosti
neposredno vezan za proteinaze inhibirane pepstatinom A koje reaguju sa antitelima na fitepsine,
¢ime je potvrdjeno da se radi o klasi tipicnih asparti¢nih proteinaza. U okviru magistarske teze
definisana su specifi¢na proteoliticka svojstva ove enzimske klase, kao i proteinski ekspresioni

profil upotrebom heterolognih antitela.

S obzirom na navedeno, cilj ovog rada je bio izolovanje cDNK i odgovaraju¢eg gena za
tipiénu asparti¢nu proteinazu heljde, odnosno za potencijalno grupu gena koji bi pripadali
navedenoj klasi. Osim analize primarne, sekundarne i tercijarne strukture ovih gena i
odgovarajucih 5° regulatornog regiona, cilj je bio da se okarakteriSe i ekspresija genau smislu
specifi¢nosti za pojedini organ/tkivo ili efekta odredenih fizioloSkih uslova, kao i faktora
abiotickog/biotickog stresa na nivo ekspresije. Ovi podaci bi trebalo da ukazu na potencijalnu
funkciju tipicnih asparti¢nih proteinaza kod heljde kao joS jednom od model-sistema koji
upotpunjuje ukupno znanje o proteinskoj degradaciji — fenomenu koji karakterise razlicite

procese u biljnoj Celiji.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1 Biljni materijal i tretmani
3.1.1. Biljni materijal

Heljda (Fagopyrum esculentum Moench, cv. Darja) je uzgajana u stakleniku Instituta za
molekularnu genetiku i geneti¢ko inzenjerstvo.

Period od pojave cveta do zrelog semena kod heljde traje oko 30 dana. Sene u razvicu
klasifikovano je prema morfoloskim karakteristikama: veli¢ina i masa sveZeg semena, boja
semenjace, veliina kotiledona i konzistencija endiosperma. Faze u sazrevanju oznacene su kao
9, 11, 14, 17, 19, 21, 23, 25 i 28 DAF (DAF od engl. “Days After Flowering”), kao Sto je
uobiajeno u literaturi. Semena, listovi, cvetovi, stabla i korenovi heljde su sakupljani,
zamrzavani u te¢nom azotu i ¢uvani na-80° C za kasnije izolovanje RNK i proteina. Semena su
sakupljana iz razli¢itih faza sazrevanja: <9 DAF; 9-11 DAF; 11-14 DAF; 14-17 DAF; 17-19
DAF; 19-21 DAF; 21-23 DAF; 23-25 DAF 1 25-28 DAF, a listovi u dve faze: zeleni list 1 Zuti list

u kome su znakovi senescencije bili vidljivi.

3.1.2. Klijanje semena

Semena su sterilisana u 0.4% Na-hipohloritu u trajanju od 20 minuta. Sledilo je ispiranje
sterilnom destilovanom vodom, tri puta po pet minuta. Nakon toga semena su raspodeljivana na
vlazni filter papir postavljan u staklenu Petri Solju. Inkubiranje je trajalo 8 dana na 250 E
mraku. Pocetak klijanja karakteriSe se intezivnim usvajanjem vode pri ¢emu embrioni bubre
povecéavajuéi volumen od 10 do 100 puta. U tom periodu zastitni omotac puca 1 iz semena se

pojavljuje klijanac u kome se sintetiSu hidroliticki enzimi, amilaza i proteinaze. Ovi enzimi
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razgraduju skrob i proteine do Seéera i aminokiselina. U toku procesa klijanja, za pdrebe
eksperimenta svakodnevno su uzimani klijanci, pocev od 0 DAI do 6 DAI (DAI od engl. “Days
After Imbibition™). Klijanci su zamrzavani u te¢nom azotu i ¢uvani na -70° C do ekstrakcije

proteina.

3.1.3. Tretmani biljaka

U svrhu izazivanja senescencije mrakom biljke su neprekidno drzane u mraku u
provetrenom prostoru i redovno su zalivane. Potpuno razvijeni listovi su sakupljani sa veceg
broja biljaka heljde nakon 1, 2, 3, 5,7, 9 i 11 dana. Stres suSom je indukovan izostavljanjem
navodnjavanja kompletno razvijenih biljaka tokom 13 dana. Sasvim razvijeni listovi su
prikupljani nakon 3, 5, 7, 9, 11, 13 1 15 dana njihovog isusSivanja. Mehanic¢ko povredivanje
listova izvodeno je busenjem nekoliko rupa po listu (oko 10) pomocu sterilne igle (0@ 0.45 x
12mm, 26G x 1/2”). Povredeni listovi su sakupljani nakon 1, 2 i 3 dana po “ranjavanju”. Za UV
eksperimente biljke su tretirane tako $to su izlagane UV zracenju (radijacija 290-320 nm) tokom
1, 2 124 sata, koriS¢enjem UV lampe (HPQ 100 W Philips) koja je bila instalirana na udaljenosti
od 30 cm u odnosu na biljke. Nadzemni delovi Cetiri nedelje starih biljka su prebacivani u MS1/2
medijum (Murashige & Skoog, 1962) sa ili bez CdCl, pri ¢emu su koriS¢ene dve razliite

koncentracije CdChL: 100uM i 300puM, a zatim su listovi prikupljani nakon 3,5 h; 4 hi | dana.

Nakon tretmana, sa ovih biljaka sakupljani su listovi u ve¢ naznafenim fazama,

zamrzavani u te¢nom azotu i ¢uvani na-80°C za izolovanje RNK.
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3.1.4. Inkubacija listova heljde u medijumu koji sadrZi salicilnu kiselinu (SA)

Tretman biljaka salicilnom kiselinom je izveden prema Wen ef al., 2005 uz manje
modifikacije. Listovi heljde su seeni u male kvadratne komadice povrSine oko 1 ent koji su
odmah bili potapani u medijum za ekvilibrisanje (50 mM Mes-Tris (pH 5.5), 1 mM EDTA, 5
mM askorbinska kiselina, 5 mM CaClp, 1 mM MgCl, i 200 mM manitol) tokom 30 min. Nakon
ekvilibrisanja 5 g lisnih isecaka je prebaceno u Petri Solju sa 20 ml inkubacionog pufera koji je
sadrzavao pufer za ekvilibrisanje i 200 uM SA. Kao kontrola kori§¢eni su ekvilibrisani listovi
iste tezine inkubirani u istom puferu koji je umesto SA sadrzavao destilovanu vodu. Petri Solje su
blago muckane na 25°C i odvojeno je po 1 g listova iz SA incubacionog pufera, kao i iz
kontrolnog pufera nakon 1, 3 i 5 ¢asova, zamrzavani u te€nom azotu i ¢uvani na -80°C za

izolovanje RNK.

3.2. Bakterijske procedure
3.2.1. Medijumi za uzgajanje bakterija
LB
1% (w/v) tripton; 1% (w/v) NaCl; 0,5% (w/v) ekstrakt kvasca, pH podesen na 7,5 sa 2 M NaOH
(Sambrook et al., 1989).
Bogati medijum sa glukozom
Za 11: 10 g triptona, 5 g ekstrakta kvasca, 5 g NaCl, 2 g glukoze
SOC
2% (w/v) tripton; 0,5% (w/v) ekstrakt kvasca; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgCl2; 10

mM MgSO04; 20 mM glukoza (Hanahan 1983).
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Cvrsti medijumi su pravljeni dodavanjem 1,5% w/v agara, IPTG u finalnoj koncentraciji
| pg/ml i X-gal u finalnoj koncentraciji 40 pg/ml u LB medijum. Na ovakvim podlogama je
moguéa selekcija rekombinantnih bakterijskih sojeva plavo/belom  selekcijom  (@-
komplementacija) (Sambrook e al., 1989). U LB medijum za uzgajanje E. coli dodavan je

antibiotik ampicilin u koncentraciji 100 pg/mL.

3.2.2. Bakterije i plazmidi

Koris¢en je soj XLI1-Blue E. coli bakterija (endAl, gyrA96, hsdR17(rK-mK+), lac,
recAl, relAl, supE44, thi-1, F'[proAB, laclqgZAM15, Tn10]).

Plazmid kori$¢en u eksperimentima za kloniranje PCR produkata je bio pPGEM-T Easy
vektor (Promega). Ovaj vektor kao selektivni marker poseduju gen rezistenciju na ampicilin Za
ekspresiju rekombinantnog proteina koriséen je ekspresioni vektor pMAL-c2X. dizajniran tako
da omogucava stvaranje fuzije proteina od interesa zajedno sa MBP tagom (MBP od engl.
Maltose-Binding Protein). Vektor pMAL-c2X takode poseduje kao selektivni marker

rezistenciju na ampicilin.

3.2.3. Uzgajanje i odrZavanje bakterija

Kulture transformanata £. coli XL1-Blue za potrebe kloniranja su uzgajane preko no¢i na
37°C na Cvrstom ili teénom LB medijumu uz dodatak ampicilina. Petri Solje sa bakterijama su
Cuvane na +4°C i obnavljane na Cetiri do Sest nedelja, a za dugoro¢nu upotrebu kulture bakterija
su zamrzavane na -80°C u 15% (v/v) glicerolu. U ¢&vrst medijum dodavan je X-Gal u
koncentraciji 80 pg/ml i 0.5 mM IPTG kako bi se obezbedila plavo-bela selekcija bakterijskih

kolonija.

36



3.2.4. Priprema elektrokompetentnih Celija E. coli za elektroporaciju

1 1 LB medijuma je inokulisan 1% inokulumom sveze prekono¢ne kulture bakterija.
Bakterije su gajene na 37°C uz muckanje do postizanja ODs00=0,5-0,7. Rast bakterijske kulture
zaustavljan je premestanjem ma led i inkubiranjem od 15-30 minuta. Od tog momenta sve je
radeno na ledu, hladnim nastavcima i rastvorima. Bakterije su centrifugirane 15 min na 5000
obr/min u GSA rotoru. Talog celija je resuspendovan u 1 1 hladne destilovane vode i
centrifugiran 15 min na 5000 obr/min u GSA rotoru. Ovaj korak je ponavljan, ali sa 500 ml
hladne vode. Zatim su ¢elije resuspendovane u 20 ml hladnog 10% glicerola i centrifugirane u
hladnom SS34 rotoru 10 min na 7000 obr/min. Bakterije su resuspendovane u 3 ml 10%

glicerola i razdeljivane u porcije od po 50 pl. Ovako pripremljene ¢elije su ¢uvane najmanje 6

meseci na -70°C.

3.2.5. Transformacija E. coli elektroporacijom

Za elektroporaciju je koriS§¢en BIO RAD aparat Gene pulser. Smesa za elektroporaciju
pripremana je tako Sto je precipitat ligacione smeSe pomesan sa 50 pl elektrokompetentnih £.coli
¢elija. Posle 10 min inkubacije na ledu ova smeSa je prenoSena u ohladenu kivetu za
elektroporaciju (1 mm razmak izmedju elektroda), stavljana u komoru elektroporatora i vrSena je
elektroporacija pod slede¢im uslovima: 25 pF, 200 Q i 1,25 kV. Radeci brzo elektroporirane
¢elije su pomesane sa 1 ml SOC medijuma, inkubirane uz intenzivno muckanje 1 h na 37°C i
zatim razmazivane na petri Solje. Posle prekono¢nog rasta na 37C pojedinacne kolonije su

analizirane na prisustvo Zeljenog inserta.
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3.3. Osnovne procedure rada sa DNK

3.3.1. Izolovanje biljne genomske DNK

Za izolovanje biljne genomske DNK iz tkiva heljde koriS¢ena je metoda opisana od
strane Dellaporta et al., 1983. 1 g biljnog materijala (pupoljci) zamrzavano je u te¢nom azotu i
mleveno u fini prah, tu¢kom u avanu. Dodavano je 15 ml ekstrakcionog pufera (100 mM Tris,
pH 8,0; 50 mM EDTA, pH 8,0; 500 mM NaCl; 10 mM B-merkaptoetanol) i1 ml 20% SDS,
dobro izme$ano i inkubirano 10 min na 65°C. Zatim je dodavano 5 ml 5 M K-acetata (Sambrook
et al., 1989), smesa je promesana i inkubirana na ledu 20 min. Proteini i polisaharidi su taloZeni
centrifugiranjem pri 25000 g 20 min, nakon ¢ega je supernatant filtriran kroz 4 sloja gaze.
Supernatantu je dodavano 0,6 volumena izopropanola, smesa je mesana i inkubirana 30 min na-
20°C. Genomska DNK je taloZena centrifugiranjem pri 20000 g 15 min i dobijeni talog je susen
na vazduhu 10 min, a zatim resuspendovan u 0,7 ml 50 mM Tris; 10 mM EDTA pH 8,0. Ukoliko
je rastvaranje bilo otezano, ova suspenzija je ostavljana preko no¢i na+4°C. Nakon rastvaranja,
DNK je ponovo taloZzena dodavanjem 75 pl Na-acetata i 500 pl izopropanola i dalje kao Sto je
opisano u Odeljku 3.3.8. Dobijeni talog DNK je rastvaran u 100 pl 10 mM Tris; 1 mM EDTA,
pH 8.0 ili u vodi. Kvalitet izolovanja proveravan je digestijom DNK restrikcionim enzimima i

ukoliko je bilo neophodno izolovana DNK je dodatno precis¢avana

3.3.2. Izolovanje plazmida iz bakterija
Za izolovanje plazmidne DNK kori$¢eno je nekoliko metoda, u zavisnosti od toga da i je
svrha bila analiza dobijenih klonova ili priprema plazmida za reakcije koje slede. Za analiticku

svrhu kori¢ene su brze procedure za izolovanje plazmida iz tecne kulture ili direktno iz kolmija.
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Plazmidi su direktno iz kolonija izolovani tako §to su pojedinacne kolonije prenoSene u ependorf
epruvete u kojima se nalazilo 25 ul 10 mM EDTA, pH 8,0. Dodavano je 25 ul litickog pufera
(200 mM NaOH; 0,5% SDS; 20% saharoza). Smesa je resuspendovana snaznim muckanjem i
inkubirana 10 min na 70°C. Posle hladenja do sobne temperature, smesi je dodavan 1,5 ul 4 M
KCI i inkubirana je 5 min na ledu. Nakon centrifugiranja (3 min na 13000 obr/min na 4°C),
supernatanti koji su sadrzavali izolovane plazmide, amlizirani su elektroforetski.

Plazmidi su iz teéne kulture izolovani po brzoj proceduri na slede¢i nacin: 1,5 ml
prekonoéne bakterijske kulture je kratko centrifugiran u mikrocentrifugi, a talog resuspendovan u
300 pl TENS pufera (1 M Tris-HCI, pH 8,0; 0,5 M EDTA, pH 8,0; 10 M NaOH; 20% SDS).
Potom je sme$i dodavano 150 pl 3 M Na-acetata pH 5,2, smeSa je promuckana i kratko
centrifugirana 2 min. Supernatantu je dodavano 1 ml hladnog 96% etanola. Talog dobijen
centrifugiranjem (10 min na 13000 obr/min) je ispiran 70% etanolom, susen i rastvaran u 20 pl
bidestilovane vode.

Za preparativne svrhe koris¢en je QiaMini Prep Kit (Qiagen), po uputstvu proizvodaca.
1.5 ml prekonoé¢ne kulture je kratko centrifugiran u mikrocentrifugi i bakterijski talog je
resuspendovan u 250 pl pufera P1 koji obezbeduje alkalne uslove za liziranje bakterija. Nakon
dodavanja 250 pl pufera P2 i 350 pl pufera N3 koji obezbeduju visoku koncentraciju soli za
precipitaciju genomske DNK i vezivanje plazmidne DNK za silika kolonice, smeSa je
centrifugirana na 13000 obrt/min 10 min. Supernatant je nanoSen na QIAprep Spin kolonice koje
su potom centrifugirane na 13000 obrt/min 1 min. Kolonice su ispirane puferom PE koji efikasno
uklanja soli i centrifugirane na 13000 obrt/min 1 min. Dodatnim centrifugiranjem pod istim

uslovima, eliminiSu se tragovi etanola koji bi inhibirali enzimske reakcije na preciS¢enim
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plazmidima. DNK je eluirana sa kolonica sa 50 pl vode. Ovako prec¢isé¢eni plazmidi su koriS¢eni

za sekvenciranje.

3.3.3. Elektroforeza DNK na gelu od agaroze

Fragmenti DNK razdvajani su elektroforezom na gelu od agaroze (ultgpure
electrophoresis grade: Gibco BRL, Life Technologies Ltd) koncentracije izmedu 0,8 1 2% (w/v)
u TAE puferu (0,04 M Tris-acetate; | mM EDTA), kao Sto je opisano u Sambrook et al., 1989. U
gel je dodavan etidijum bromid u koncentraciji 0,5 pg/ml. Raspon napona je bio od 5-10 V/ecm
gela. Posle zavrsene elektroforeze, DNK je vizualizovana na UV transiluminatoru na talasnoj
duzini od 266 nm. DNK marker, koriS¢en kao standard u svim elektroforetskim analizama je bio

.1 kb+ ladder* (Invitrogen).

3.3.4. Precis¢avanje fragmenata DNK sa gela od agaroze

Za preciS¢avanje DNK sa agaroznog gela koris¢en je QIAEXII Gel Extraction Kit
(Qiagen). DNK je razdvajana elektroforezom na 1,5% gelu od SeaKem GTG agaroze (FMC
BioProducts), koja ne inhibira enzimske reakcije. Nakon elektroforeze, fragmenti DNK od
interesa su isecani i inkubirani u 3 zapremine QX1 pufera u odnosu na zapreminu gela (100 mg u
300 pl), a zatim je smeSi dodavano 10 pl QIAEX II partikula. Nakon ovog postupka sledila je
inkubacija na 50°C, 10 min i za to vreme smesa je dodatno muckana svaka 2-3 min radi boljeg
rastvaranja gela. Uzorak je centrifugiran 1 minna 13000 obrtaja/min i pazljivo je uklanjana te¢na
faza. Talog je muckanjem rastvoren u 500 ul QX1 pufera, a zatim je sledilo centrifugiranje 1 min
na 13000 obrtaja/min. Te¢na faza je pazljivo uklonjena ¢ime je uzorak osloboden ostataka
agaroze. Talog je ponovo rastvoren muckanjem u 500 pl PE pufera koji sadrzi etanol, a zatim je
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uzorak centrifugiran 1 minna 13000 obrtaja/min. Poslednji korak je ponovljen, pri ¢emu su ovim
postupkom iz uzorka uklonjeni ostaci soli. Tecna faza je pazljivo uklanjana automatskom
pipetom, do poslednje kapi, kako bi se uzorak oslobodio viska etanola koji bi inhibirao enzimske
reakcije. Talog je suSen na vazduhu sve dok nije postao bele boje, a zatim je rastvaran u 20 ul 10
mM Tris, pH 8,0 ili u H,O i inkubiran 5 min na sobnoj temperaturi da bi se DNK eluirala sa
QIAEXII partikula. Nakon centrifugiranja 1 min na 13000 obrtaja/min, supernatant koji je

sadrzavao pre¢is¢enu DNK je prebacivan u €istu plasti¢nu tubu.

3.3.5. Digestija DNK restrikcionim enzimima

Digestija DNK restrikcionim enzimima je vrSena komercijalnim preparatima enzima i
pufera po uputstvu proizvodaca. Digestija plazmida radi izbacivanja inserta trajala je 3 do 4 sata,
a parcijalna digestija genomske DNK je trajala 5 sati. Koncentracija koriS¢enih restrikcionih
enzima je varirala, uobi¢ajeno je bila za phzmide oko 5 U/ug DNK, osim za genomsku DNK
gde je koris¢eno 10 U/ug DNK, ali je vodeno racuna da finalna koncentracija glicerola u
reakcionoj smesi ne bude preko 10%. Digestije su inkubirane na temperaturi preporuc¢enoj od
strane proizvodaca (za veéinu enzima 37C) i po isteku vremena su prekidane inkubacijom na

65°C.

3.3.6. Ligacija DNK sa Marathon adapterima

Za svrhu ligacije digerirane genomske DNK sa Marathon ¢cDNK adapterima (Clontech)
500 ng DNK je ligirano sa 20 pmola adaptera (= 200 puta molarni visak) u 50 mM Tris-HCI, pH
7,8; 10 mM MgCly; 1 mM DTT; 1 mM ATP i 5% (w/v) polietilen glikolu, pomo¢u 1 U T4 DNK

ligaze (Promega), u zapremini od 10 pl. Reakcija je ostavljana preko noci na 16°C, posle cega je
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inkubirana 5 min na 70°C u cilju inaktivacije ligaze. Tako dobijena DNK je talazena etanolom,
rastvarana u vodi, puStana na 1% agarozni gel, sa koga je eluirana radi oslobadanja od
neligiranih adaptera. Ovako preéis¢ena DNK je koriS¢ena za umnoZavanje u Marathon PCR

reakciji.

3.3.7. Ligacija DNK sa plazmidnim vektorima

Ligacija DNK je vrsena sa 50 ng pGEM-T Easy plazmidnim vektorom i 3 puta molarnim
viskom inserta u prisustvu 3 U T4 DNK ligaze u 1X Rapid Ligation puferu, preko no¢i na 4°C.
Ligacija je inaktivirana zagrevanjem smeSe na 65°C i DNK istaloZena etanolom kao $to je
opisano u Odeljku 3.3.8. Sve komponente potrebne za ligaciju su iz pGEM-T Easy Vector

Systems kita (Promega).

3.3.8. TaloZenje DNK etanolom

Talozenje DNK je vrseno dodavanjem 1/10 volumena 3 M Na-acetata i 2,5 volumena
hladnog 99% etanola. Nakon prekonoéne precipitacije na-20°C, rastvor je centrifugiran 30 min
na 13000 obr/min u mikrocentrifugi na 4°C. Visak soli je odstranjivan ispiranjem taloga DNK
hladnim 70% etanolom, a zatim je DNK suSena pod vakuumom i resuspendovana u

bidestilovanoj vodi.

3.3.9. Metoda po Southern-u (Neradioaktivno obeleZavanje probe metodom dopunjavanja

DNK (oligo labelling))

DNK proba za hibridizaciju po Southern-u je pretstavljala insert klona pFeAP9 tj. cDNK

za asparti¢nu proteinazu heljde. Kao negativna kontrola koris¢en je produkt PCR umnozavanja
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fragmenta klona pFeAPLI dobijen kori§¢enjem gen-specifi¢nih prajmera F8 i R83. Sve probe su
pre obelezavanja pre¢is¢ene na agaroznom gelu. Obelezavanje je vrSeno uz pomoc¢ kita BioPrime
DNA Labeling System (Gibco BRL), po uputstvu proizvodaca. 100 ng DNK rastvarano je u 20
ul vode i na ledu je dodavano 20 pl smese prajmera. Nakon denaturacije na 100°C 5 min, na ledu
je dodavano 5 pl smeSe nukleotida (koja sadrzi i biotinom obelezeni dCTP), 4 ul vode i 1 ul
Klenovljevog enzima. Nakon mesanja, reakciona smesa je inkubirana 1h na 37°C i prekidana
dodavanjem 5 pl stop pufera. Reakciona smesa je zatim dva puta talozena etanolom, rastvarana i
pre dodavanja u pufer za hibridizaciju proba je denaturisana kuvanjem u klju¢alom vodenom

kupatilu 5 minuta.

3.3.10. Prenos DNK sa gela na membranu

Po zavrSenoj elektroforezi DNK u agaroznim gelovima sa 0,5 pg/ml etidijum bromidom,
DNK je analizirana metodom po Southern-u. Isecana je ivica gela koja sadrzi elektroforetski
razdvojen standard duzina DNK, i1 fotografisana sa prislonjenim fluorescentnim lenjirom.
Ostatak gela je potapan u rastvor za depurinaciju (0,25 M HCI) 10 min, kratko ispiran u
destilovanoj vodi, prenosen u rastvor za denaturaciju (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) i blago muckan
30 min, pa inkubiran u rastvoru za neutralizaciju (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris-HCI, pH 7.2; 0,001 M
EDTA, pH 8,0) 2 puta po 15 min na sobnoj temperaturi uz lagano muckanje. Tokom
depurinacije i denaturacije gela membrana Biodyne A (Gibco BRL) i 5 listova Whatman 3MM
hromatografskog papira je isecano na dimenzije gela i potapano u rastvor za transfer DNK (10X
SSC pufer — 3 M NaCl; 0,3 M Na3-citrat). Isecana je i potapana i traka 3 MM papira tako da je
Sirina trake odgovarala $irini gela, dok je duzina bila nekoliko puta veca od duzine gela. Isecani
su i papirni ubrusi dimenzije gela, naslagani na gomilu visine oko 10 cm. Nakon zavrSene
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neutralizacije, gel je takode potapan u rastvor za transfer. Na podlogu dimenzije gela, potopljenu
u rastvor za transfer slagano je redom: duza traka 3 MM papira (tako da su krajevi potopljeni u
rastvor za transfer), 2 trake 3 MM papira dimenzije gela, gel, membrana, 3 trake 3 MM papira
dimenzije gela, papirni ubrusi. Prilikom slaganja treba voditi raCuna da se ne stvore mehuri
vazduha koji bi spre¢ili transfer DNK, a ukoliko do toga dode treba ih paZljivo odstraniti
kotrljanjem staklenog S$tapica. Nakon slaganja, preko papirnih ubrusa stavljan je teret sa
ravnomerno rasporedenom tezinom preko ¢itavog gela i kapilarni transfer je vrSen preko noci. Po
zavrsenom transferu, DNK na membrani je fiksirana pecenjem u vakuum pecnici na 8C°C u
trajanju od dva sata. Membrana je ili odmah kori$¢ena za hibridizaciju ili zatvarana u plasti¢nu

kesu i ostavljana na 4°C do upotrebe.

3.3.11. Hibridizacija i detekcija neradioaktivnih hibridizacionih signala

DNK preneta na najlonsku membranu je hibridizovana sa obelezenom DNK probom.
Citav postupak hibridizacije se sastojao od tri faze: prehibridizacije i denaturacije probe,
hibridizacije 1 posthibridizacionih pranja. Prehibridizacija je vrSena u puferu za hibridizaciju
(5xSSC; 0,1% N-laurilsarkozin; 0,02% SDS; 1% kazein) 1 satna 65°C, nakon ¢ega je ovaj pufer
odlivan i1 dodavan svez hibridizacioni pufer koji je sadrzavao denaturisanu reradioaktivno
obelezenu probu (Odeljak 3.6.1.). Hibridizacija je trajala preko noé¢i na 65°C uz blago muckanje,
posle Cega je membrana podvrgnuta seriji pranja: 2 puta po 3 min na sobnoj temperaturi u
rastvoru 1 (2xSSC; 0,1% SDS); 2 puta po 3 min na sobnoj temperaturi u rastvoru 2 (0,2xSSC;
0,1% SDS); 2 puta po 15 min na 60°C u rastvoru 3 (0,16xSSC; 0,1% SDS) 1 kona¢no kratko u
2xSSC (Sambrook et al., 1989). Detekcija hibridizacionog signala je vrSena uz pomo¢ BluGene

Nonradioactive Nucleic Acid Detection System (Gibco BRL) po uputstvu proizvodaca.
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Membrana je prvo kratko ispirana u puferu 1 (0,1 M Tris-HCI, pH 7,5; 0,15 M NaCl), a zatim
inkubirana u rastvoru za blokiranje (3% BSA u puferu 1) 1 sat na 65°C i rastvoru za vezivanje (1
ug/ml konjugata streptavidin-alkalna fosfataza u puferu 1) 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon
ove inkubacije, membrana je ispirana 2 puta po 15 min na sobnoj temperaturiu puferu 1 i 10 min
u puferu 3 (0,1 M Tris-HCI, pH 9,5; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCl2). Membrana je zatim zatapana
u plasti¢nu kesu sa dodatkom supstrata za alkalnu fosfatazu (44 pul NBT - nitroblue tetrazolium
(75 mg/ml); 33 ul BCIP - 5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat (50 mg/ml) u 10 ml pufera 3) i
stavljana u mrak dok se ne postigne zeljeni intenzitet signala. Reakcija je zaustavljana
dodavanjem 20 mM Tris, pH 7,5; 0,5 mM EDTA, a zatim je membrana suSena, zatapana u

plasti¢nu kesu i fotografisana.

3.3.12. Sekvenciranje DNK
Sekvenciranje DNK je radeno na kapilarnom sekvenceru ABI PRISM 3100 DNA

Sequencer (Applied Biosystems) na Univerzitetu u Padovi, Italija (http:/www.bmr-genomics.it).

3.3.13. Kompjuterska analiza sekvenci

Za poredenje sekvenci sa sekvencama iz GenBank baze podataka koris¢en je BLAST
search program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Konstrukcija filogenetskog stabla je obavljena
upotrebom programskog paketa PHYLIP. Analiza sekvence je radena u okviru progranskog
paketa ExPASy (http://www.expasy.org). Predikcija signalnog peptida radena je u SignalP 3.0
programu. Za predvidanje starta transkripcije i osnovnog promotora koris¢en je Promoter
Prediction program (http://www.fruitfly.org), dok su za predvidanje regulatornih elemenata

promotora koris¢ene tri baze podataka: Matlnspector professional (http://www.genomatix.de),
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PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp) i PlantCARE (http://sphinx.rug.ac.be:8080). Predikcija

trodimenzionalne strukture je uradena u programu GeneSilico (http://www.genesilico.pl/met).

3.4. Reakcija lan¢anog umnozavanja segmenata DNK (PCR)

3.4.1. UmnoZavanje fragmenata DNK

Umnozavanje fragmenata DNK vreno je u 0,5 ml epruvetama tako Sto su pomeSani
matrica DNK, 0,2 mM dNTP smes3a, 0,2 uM prajmeri i pufer (50 mM KCI; 10 mM Tris-HCl, pH
9,0; 0,1% Triton X-100; 2,5 mM MgCl2). Reakcije PCR (od engl. Polymerase Chain Reaction)
su radene u 25-50 pL reakcionim sme$ama sa 10-20 ng matrice i 2,5 U enzima Taq polimeraze
(Promega). Profil reakcije zavisio je od konkretne aplikacije, ali se sastojao od inicijalne
denaturacije, za kojom je sledio odgovarajuci broj ciklusa denaturacije, vezivanja prajmera i
ekstenzije, i finalne produZene ekstenzije. Nazivi i sekvence kori§¢enih prajmera, kao i profili
PCR reakcija i svrha upotrebe prikazani su tabelarno (Tabela 1), dok su PCR profili i svrha

koris¢enja pojedinaénih parova prajmera prikazani uTabeli 2.

P500  tgggtcacaggaagataagtgtge P932 tgeattectggeteactacace Uapl aaaccgecgtgeaaatte

P498  trtgggtcacaggaagataagtgtge  P916 gcaattggtgectetggtgtag Uap2 tgaaagcageaccacgacg
P235  ggagcctagtcteacattrgtige APK1  atgaccaacafttctcggatttegt 26Sf attcccaaacaacccgacte
P284  agtttgacgggatacttgggettg APK2  ctaagcagcttcagcaaacccgact 26Sr gcegtecgaatigtagtetg
P49  caatagcaatctcaccgaagtattgg  If attggctetttgeatcatee H3f gaaattcgcaagtaccagaagag
P26%  fttctettctttaggeccactetgace Ir ccaaggccatacttergeat H3r ccaacaaggtatgecteage

P408 gegatigeacragaa gaasatac P221 tigttgagaatcaggaatttattgagg APSH1 tgacccgggaataatgatitggtcagag

P445 ccaccaaatacaagetcaccaccette APSH2 tataagcttagcagettcageaaacceg

Tabela 1. Spisak i sekvence prajmera koriS¢enih u ovom radu
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729C /17 X28;
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94°C/5;
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729C /17 X25;
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729C 10

95°C/57;
(95°C/1’, 64°C12’,
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72°C 5
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(93°C/1°,68°C/2",
720C /130" X30;
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Izolovanje dela
genomskogklona

Izolovanje dela

genomskogklona provera

spacifiénost

Izolovanje dela
genomskogklona

Unmnozavanje “leader

ntrona’”

Umnozavanje FeAPS

Umnozavanje FeAP12

Tmnozavanjerefamtnog

histon 3 gena

dobijanje integralnog
c¢DNK klona

uvodenje SmaliHindIll
restrikcionog meastana

krajeveintegralnog
¢DNK klona

gDNK

cDNK

cDNK

cDNK

cDNK

pFeAPY

Tabela 2. Spisak parova prajmera i PCR programa koriS¢enih u ovom radu
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3.4.2. UmnoZavanje fragmenata DNK koriSéenjem degeneratinih prajmera

Aminokiselinske sekvence devet poznatih AP poreklom iz razli¢itih biljnih vrsta
(X56136, AJ237674, AP002480, AY142687, X80067, AB002695, AB045891, AB069959,
AJ313385) su koris¢ene da bi se dizajnirali degenarativni prajmeri koji se nalaze u regionima
koji kodiraju dva visoko konzervisana domena: D T G S SN L W V iz N-terminalnogi WIL G
D V F M G iz C-terminalnog regiona zrelog enzima. U PCR su kori§¢eni slede¢i degenerativni
prajmerti:
D1: GAYACIGGVAGYTCHAAYCTNTGGGT
D2: TGGATHYTKGGIGAYRTNTTTATG
(Y=CiliT,R=A1iliG, V=CiliGili A, H=AiliCiliT,K=AiliGii T,N=Cili Gilir Aili T, I =
inozin).

Profil reakcije lan€anog umnozavanja sa degenerativnim prajmerima bio je sledeci: 30
ciklusa 30 s na 94° C, 30 s na 42° C i 3 min na 72° C. U reakciji je koris¢eno 100 ng cDNA koja
je predstavljala matricu, 30 pmol degenerativnih prajmera i Advantage™ 2 Polymerase Mix

(Clontech).

3.4.3. 5"i 3" RACE (Rapid Amplification of cDNA ends)

Ova metoda predstavlja modifikaciju metode opisane od strane Chenchik et al., 1995. i
prvenstveno je korisena za umnozavanje krajeva cDNK, ali se moze upotrebiti 1 za
amplifikaciju Zeljenih uzvodnih ili nizvodnih sekvenci genomske DNK, koja je odredena u oba
sluc¢aja orijentacijom gen-specificnog prajmera. Drugi prajmer u reakciji PCR nije specific¢an,
veé je komplementaran delu sekvence Marathon adaptera. Adapteri su parcijalno dvolancani

oligonukleotidi, koji prelaze u dvolanane nakon Sto polimerizacija koja otpoCne sa gen
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specifiénog prajmera popuni jednolancani region adaptera i na taj nain napravi mesto za
vezivanje adapterskog prajmera. Upotrebom ovakvog sistema postize se poveéanje pecifi¢nosti
PCR reakcije. Reakcija zapremine 50ul je sadrzavala 100 ng matrice genomske DNK parcijalno
digerirane sa EcoRV sa ligiranim adapterom, 10 pmol gen-specifi¢nog prajmera P500 (Tabela
1), 10 pmol Marathon adapter AP1 prajmera (5-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-
3", 0,2 mM dNTP smesu, 40 mM Tricin-KOH, 15 mM KOAc, 3,5 mM Mg(OAc)2, 3,75 pg/ml
BSA, 0,005% Tween-20, 0,005% Nonidet-P40 i 1X smesSu Advantage2 polimeraze (Clontech).
Ova smesa sadrzi AdvanTaq polimerazu, malu koli¢inu enzima sa editorskom furkcijom (3'-5'
egzonukleaza) koja smanjuje uCestalost ugradnje pogresnog nukleotida i TaqStart antitelo koje
obezbeduje automatski hot start i time povecava efikasnost i specificnost PCR amplifikacije.Na
isti na¢in odreden je 3' nepoznati kraj cDNK sekvence koja kodira FeAP9 gen. U svrhu
izvodenja 3'-RACE procedure koris¢eni su P255 i P284 prajmeri ¢ije su sekvence prikazane u
Tabeli 1. Profil Marathon PCR umnozavanja (“touch down” PCR) bio je: inkubacija 3 min na
94°C, 5 ciklusa inkubacije 30 s na 94°C i 4 min na 72°C, 5 ciklusa inkubacije 30 s na 94°C 1 4
min na 70°C, 20 ciklusa inkubacije 30 s na 94°C i 4 min na 68°C. Po zavrSenoj reakciji 10 pl
proizvoda razdvajano je na gelu od agaroze. Ovakav profil PCR reakcije omogucava
obogacivanje smeSe specificnom matricom u toku prvih pet ciklusa, kada se aniling odigrava na
povisenoj temperaturi koja ne dozvoljava vezivanje za nespecifiécnu matricu. Obzirom da
primarni PCR ni u jednom slucaju nije davao jasno razdvojenu traku ili trake od interesa,
pristupalo se sekundarnom PCR umnozavanju pomoc¢u "nested" Marathon adapter AP2 prajmera
(5'-ACTCACTATAGGGCTCGAGCGGC-3") 1 P498 prajmera (Tabela 1). 1 pl 10 puta
razblazene smese primarnog PCR predstavljalo je matricu za sekundarni PCR, a umnozavanje je

vréeno po slede¢em profilu: inkubacija 3 min na 94°C i 25 ciklusa inkubacije na 30 s na 94°C i 4
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min na 68°C i zavr$na ekstenzija 10 min na 72°C. Dobijeni proizvodi sekundarne PCR reakcije
analizirani su na gelu od agaroze. Isti postupak koris¢en je i za odredivanje 5' regulatornog
regiona FeAP9 gena, s tim $to je koris¢ena gDNK parcijalno digerirana Smal enzimom kao

matrica i prajmeri AP1/P429 za “touch down” i AP2/P269 za “nested” PCR (T'abela 1).

3.4.5. Real-time PCR

Uzorci cDNA dobijeni kao $to je opisano u Odeljku 3.5.4. su rastvoreni u odnosu 1:20 u
.nuclease-free” vodi. Isti alikvoti cDNK uzoraka su kori§¢eni za Real-time PCR sa prajmerima
dizajniranim i za FeAP9 (Uapl/Uap2) i za histon 3 (H3f/H3r) koji je predstavljao referentni gen
(Tabela 1). Heljdina 26S rRNA (26Sf/26Sr) je takode koris¢ena kao dodatni referentni gen uRT
Real-time PCR eksperimentima. Reakcije su izvodene u zapremini od 25 pli sadrzavale su 500
nM svakog od prajmera i 1x SYBER Green PCR master mix (Applied Biosystems). 26S rRNA
prjmeri su koriS¢eni u koncentraciji od of 50 nM. Real-time PCR je izvoden na aparatu ABI
Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystem) i to pri parametrima preporucenim
od strane proizvodaéa (2 minuta na 50°C, 10 minuta na 95°C i 40 ciklusa 95°C 15 sekundi i 60°C
1 min). Svaka PCR reakcija je radena u triplikatu, a u eksperiment su kao negativne kontrole bile
ukljucene reakcije koje nisu sadrzavale matricu. Rezultati su analizirani pomoc¢u 7500 System

—dCt
2

Software (Applied Biosystems) programa i predstavljeni su kao , gde je dCt razlika izmedu

Ct vrednosti FeAP9 i referentnog gena.
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3.5. Osnovne procedure rada sa RNK

3.5.1. Izolovanje ukupne RNK (Taylor & Powell, 1982)

Za izolovanje ukupne RNK iz biljnih tkiva kori¢ena je metoda koju suopisali Taylor i
Powell, 1982 i ovako dobijena RNK upotrebljavana je za “Northern blot” analizu ekspresijegena
za FeAP9. Ukupna RNK izolovana je iz 0,5-5 g tkiva heljde. Da bi se inaktivirala RNaza, svi
rastvori su pre upotrebe sterilisani 40 min, pod pritiskom od 2 bara, a stakleni i keramicki sudovi
pecenjem na 180°C preko noéi. Plasti¢ni sudovi i epruvete od polipropilena sterilisani su
potapanjem u 3% H,O, 30 min.

Tkivo je zamrzavano u teénom azotu i mleveno u fini prah. Dodavana su tri volumena
kljucalog ekstrakcionog pufera (2% CTAB; 100 mM Tris-HCL, pH 8,0; 20 mM EDTA; 1.4 M
NaCl; 2% B-merkaptoetanol) i smesa je ostavljana u vodenom kupatilu na 55°C dok temperatura
ekstrakcione smese ne dostigne datu temperaturu. Zatim je dodavan isti volumen smeSe SEVAG
i vrSeno je blago muckanje da bi se izmesale organska i vodena faza. Centrifugirano je 10 min na
9000 obr/min u SS34 rotoru na sobnoj temperaturi. U vodenu fazu je dodavano 1/10 volumena
10% CTAB i ponavljana je ekstrakcija smeSom SEVAG. Nakon centrifugiranja ponovo je
odvajana vodena faza iz koje su nukleinske kiseline talozene dodavanjem oko I-2 volumena
precipitacionog pufera (1% CTAB; 50 mM Tris-HCL, pH 8,0; 10 mM EDTA; 1% B-
merkaptoetanol). Dodavanje precipitacionog pufera vrseno je lagano, sve dok vodena faza ne
postane mutna, nakon ¢ega je inkubirana 30 min na sobnoj temperaturi. Precipitaciona smesa je
centrifugirana 5 min na 9000 obr/min u SS34 rotoru. Talog je rastvaran u 3 ml 1 M CsCl, i ovaj
rastvor je naslojavan na 2 ml 5,7 M CsCl u polipropilenskim epruvetama za SW 50.1 rotor,
nakon Cega je vrseno centrifugiranje 20 sati na 35000 obr/min pri temperaturi od 20°C. Tokom
centrifugiranja RNK pada kao talog na dno epruvete.
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Pre¢iséavanje RNK od CsCl radeno je po protokolu iz laboratorijskog priru¢nika
Sambrook e al., 1989. Talog RNK ispiran je u 70% etanolu i su$en na sobnoj temperaturi, a
zatim rastvaran u 100 ul TE pufera, pH 7,6 (10 mM Tris-HCL, pH 7,6; 1 mM EDTA) koji sadrzi
0,1% SDS. Zatim je dodavano 200 pl TE pufera, pH 7,6 i precipitirano sa 1/10 volumena
CH3COONa, pH 5.2 i tri volumena hladnog 96% etanola, 30 min na ledu. Smela je
centrifugirana 15 min pri 12000 g, talog je ispiran 70% etanolom i susen na sobnoj temperaturi.
RNK je rastvarana u vodi, a koncentracija je odredjivana spektrofotometrijski, merenjem
apsorbancije na 260 nm, pri ¢emu jedna opti¢ka jedinica odgovara koncentraciji RNK od 40
ug/ml. Prinos RNK po gramu tkiva iznosio je 100-300 pg za semena razliCitih faza sazrevanja i
oko 100 pg za list. Kvalitet izolovane RNK proveravan je elektroforezom ma denaturiSu¢em gelu

od agaroze. RNK je ¢uvana na-70°C.

3.5.2. Izolovanje ukupne RNK modifikovanom CTAB mini prep metodom (Doyle & Doyle,
1987)

Po ovoj metodi, 0,5-1 g tkiva je zamrzavano u te¢nom azotu i mleveno u fini prah. Tri
volumena preinkubiranog CTAB pufera (2% CTAB; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA, pH 8,0; 100
mM TRIS, pH 8.,0; 2% PVP-40; 10 pl/ml B-merkaptoetanol) na 65°C je dodavano u samleveni
materijal 1 smeSa inkubirana 5-10 min na 65°C uz povremeno meSanje. PreciS¢avanje
nukleinskih ~ kiselina  je  vrSeno dodavanjem 1  volumena smeSe SEVAG-a
(hloroform:izoamilakohol u odnosu 1:1). Smesa je dobro muckana da se izmeSaju vodena i
organska faza i zatim centrifugirana 10 min na 9000 obr/min u SS34 rotoru u Sorval centrifugi.
Vodena faza koja sadrzi nukleinske kiseline je prenosena u novu epruvetu i ponovo je

ekstrahovana smesom SEVAG u odnosu 1:1. DNK i RNK iz vodene faze su taloZzene hladnim
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izopropil alkoholom na ledu 30 min i ispirane 70% etanolom. Nakon suSenja na sobnoj
temperaturi talog je rastvaran u odgovarajucoj zapremini vode u zavisnosti od veli¢ine taloga (od
50 do 200 ul). TaloZenje ukupne RNK vrSeno je sa 2 M LiCl na -80°C, 1 sat. Nakon
centrifugiranja na 13400 obr/min. Dobijeni talog rastvaran je u RLT puferu iz QIA RNeasy kita i
dalje je pre¢iséavanje vrieno po uputstvu proizvodaca. RNK je rastvarana u vodi i koncentarcija
odredivana spektrofotometrijski, merenjem absorbancije na 260 nm. Ova modifikovana metoda,
iako nije davala veliki prinos iRNK, bila je brza te je primenjivana za dobijanje RNK kga je
prevodena u ¢cDNK u cilju praéenja ekspresije FeAP9 gena u razli¢itim uslovima metodom RT
PCR. Pre ¢cDNK sinteze kontaminacija gDNA je uklanjana iz RNK uzoraka upotrebom kita

(Ambion DNA-free Dnase Treatment and Removal Reagents).

3.5.3. Elektroforeza RNK na denaturiSucem gelu od agaroze

Zbog sekundarne strukture RNK koja uti¢e na njenu pokretljivost, elektroforeza se mora
vrsiti u denaturiSu¢im uslovima. Sastav gela je: 1% agaroza, 1x MOPS pufer, 3,7% formaldehid.
Elektroforeza je vrSena u 1x MOPS puferu (20 mM MOPS; 1 mM EDTA; 5 mM NaOAc, pH
7,0). Uzorci za elektroforezu dobijani su meSanjem RNK resuspendovane u vodi sa puferom za
uzorak (73% formamid; 14,5% MOPS puffer; 12,5% formaldehid) u odnosu 1:3 i denaturacijom
u trajanju od 5 min na 65°C. Uzorci su zatim stavljani na led i dodavana je boja BPB (0,25%
bromfenol plava boja; 40% saharoza) i 1 pl etidijum bromida (0,5 mg/ml). Za elektroforezu
RNK upotrebljavan je napon od 5 V/cm, a po zavrSenoj elektroforezi gelovi su fotografisani na
UV transiluminatoru. Kvalitet izolovane RNK proveravan je na osnovu odnosa intenziteta traka
koje odgovaraju 26S i 18S biljnih rRNK, koji bi trebalo da bude 2:1. U slucaju izolata RNK iz
lista pojavljuju se i rRNK hloroplasta—23S 1 16S.
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3.5.4. Izolovanje poli(A) RNK

Poli(A)RNK je izolovana iz ukupne RNK uz pomo¢ komercijalnog kita Straight A's
mRNA Isolation System (Invitrogen), po uputstvu proizvodaca. Izolovanje je vrSeno iz 100 pg
ukupne RNK, rastvorene u koncentraciji 1 mg/ml. Metoda se sastoji u vezivanju iRNK preko
poliA kraja za Magnetight™ Oligo (dT) kuglice koje sadrze oligo(dT). Ostali tipovi RNK ostaju
u rastvoru i odbacuju se. Procedura se sastoji od niza pranja u razli¢itim puferima: Lysis,
Washing buffer, koji obezbeduju lizu i odstranjivanje svega Sto se re vezuje specifino za
kuglice. Sastav ovih pufera je nepoznat i zastien paentom od strane proizvodaca. Elucija iRNK
sa kuglica se vrsi u bidestilovanoj vodi inkubiranjem na temperaturi od 50-70°C, 2 min. Ovako
dobijena iRNK se precipitira izopropanolom u prisustvu 0,3 M natrijum acetata, ispira 70%

etanolom i rastvara u vodi. Do upotrebe se ¢uva na -70°C.

3.5.5. Sinteza cDNK

Za sintezu prvog lanca koris¢en je 1pg poli(A)RNK. Sinteza je izvrSena koris¢enjem
reverzne transkriptaze M-MuLV (BioLabs) i odgovarajuceg pufera preporucenog od strane istog
proizvodaca, u reakcionoj zapremini od 1v0pl. Ipg poli(A)RNK inkubiran je sa 10 uM ,,cDNA
synthesis* prajmerom (5-TTCTAGAATTCAGCGGCCGC(T)30-N-1N-3' gde je N-1= G, A ili
C,aN=G, A, Cili T) (Clontech) ili ,,random hexamer* prajmera (Applied Biosystem), 2 min na
70°C u finalnoj zapremini od 5 pl. Smesa je zatim prebacivana na led 2 min i potom kratko
centrifugirana. Dodat je 10X M-MuVL pufer pH 8,3 (250 mM Tris-HCl, 375 mM KCI, 15 mM
MgCIl2 50 mM ditiotreitol) (Biolabs), 10 mM dNTP smesa i 200 U M-MuLV reverzne
transkriptaze (Biolabs). Reakcija je tekla 1h na temperaturi od 37°C, a potom je zaustavljena

inkubiranjem na ledu 5 min.
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Drugi lanac ¢cDNK, nakon reakcije reverzne transkripcije, sintetisan je modifikovanom
metodom po Chenchik ez al., 1995, na slede¢i nadin: u 10 ul ukupne reakcione smese, koja
sadrzi hibridne RNK/DNK molekule, dodato je 24 U E.coli DNA polimeraze I; 4.8 U T4 ligaze i
1 U RNazeH; 8ul 10 X Second Strand Synthesis Buffer (Promega); 1,6 pul 10mM dNTP mix.
Zapremina je podesena do finalnih 80 pl ddH:O, i reakciona smesa je inkubirana na 16°C 90
min. Inkubacija na istoj temperaturi je nastavljena jo$ 45 min posto je dodato 10 U T4 DNA
polimeraze. U cilju pre¢idéavanja ¢cDNK od enzima, DNK je ekstrahovana dodavanjem 1
volumena smese fenol:SEVAG u odnosu 1:1, dobro promesana i centrifugirana 10 min na 13000
obr/min u mikrocentrfiugi. Vodena faza koja sadrzi DNK je prenoSena u novu epruvetu i ponovo
je ekstrahovana smeSom SEVAG u odnosu 1:1. DNK iz vodene faze je talozena etanolom uz

upotrebu 2M CH3;COONHy4. ¢cDNK je rastvorena u 10 pl ddH,O.

3.5.6. Metoda ,Northern blot” (Radioaktivno obeleZavanje probe metodom

dopunjavanja DNK (oligo labelling))

DNK proba za Northern hibridizaciju je bio insert klona pFeAP9 (¢cDNK koja kodira
aspartiénu proteinazu). Proba je obelezavana koris¢enjem kita Megaprime DNA labelling
systems (Amersham Pharmacia) u kome se obelezavanje zasniva na kori$¢enju heksanukleotida
nasumiéne nukleotidne sekvence koji se vezuju za matricu DNK na brojnim mestima i sluze kao
prajmeri za sintezu DNK. Kompleks matrice DNK i prajmera je supstrat za Klenovljev enzim,
koja ugraduje smeSu neradioaktivnih nukleotida i radioaktivni dCTP (Redivue [a-32P] dCTP,
Amersham Pharmacia) u novostvorenu DNK. Ovaj kit zahteva koli¢inu matrice DNK od 25 ng 1
5 pul 3000 Ci/mmol [0-32P] dCTP po reakciji obelezavanja. Obelezavanje je vrSeno ne sledeci

na¢in: komponente kita su otapane na sobnoj temperaturi, odgovaraju¢em volumenu koji sadrzi
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25 ng matrice DNK dodavana je voda do zapremine od 28 ul i 5 pl smese prajmera, nakon ¢ega
je vrSena denaturacija 5 min na 100°C i uzorak je stavljan na led. Nakon kratkog centrifugiranja
uzorka, na sobnoj temperaturi dodavano je 10 pl pufera za obelezavanje, Spul [a-32P] dCTP i 2
ul Klenovljevog enzima. Reakcija se odvijala na 37°C, 30 min do 1 sat, nakon ¢ega je prekidana
dodavanjem 5 ul 0,2 M EDTA. Po zavrSenoj reakciji obelezavanja proba je precis¢avana da bi se
uklonio nevezani radioaktivni dCTP. Za pre¢is¢avanje probe koris¢ene su Sephadex G-50 mikro
kolone po uputstvu proizvodaca (Amersham Pharmacia). UspeSnost obelezavanja proveravana je
na scintilacionom brojacu, a uobicCajeni specificni aktivitet obelezenih proba kretao se od
200000-400000 cpm/ng DNK. PreciS¢ena proba je pre dodavanja u pufer za hibridizaciju

denaturisana kuvanjem u kljuc¢alom vodenom kupatilu 5 minuta.

3.5.7. Prenos RNK sa gela na najlonsku membranu
Prenos RNK sa gela na membranu vrSen je na identi¢an nac¢inkao $to je detaljno opisano

u Odeljku 3.3.10., osim $to je koriS¢ena najlonska membrana Hybond N+ (Amersham).

3.5.8. Hibridizacija i detekcija radioaktivnih hibridizacionih signala

RNK preneta na najlonsku membranu je hibridizovana sa obelezenim DNK probama.
Citav postupak hibridizacije se sastojao od tri faze: prehibridizacije i denaturacije probe,
hibridizacije i1 posthibridizacionih pranja. Koris¢ena je modifikovana metoda Church & Gilbert
1984. Prehibridizacija je vrSena u puferu za hibridizaciju (0,5 M NaHPO4, pH 7.2; | mM
EDTA; 7% w/v SDS) 1 sat na 65°C, nakon cega je ovaj pufer odlivan i dodavan svez
hibridizacioni pufer koji je sadrzavao denaturisanu radioaktivno obelezenu probu (5x1(°-10’

cpm). Hibridizacija je trajala preko no¢i na 65°C uz blago muckanje, posle ¢ega je membrana
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podvrgnuta seriji pranja u puferu za pranje (40 mM NaHPO4, pH 7,2; 1% w/v SDS) 3 puta po 5
min, a zatim dodatnih 15-60 min, u zavisnosti od fona membrane, koji je povremeno proveravan
GM brojatem (smatra se da je pranje zavrSeno kada se fon spusti ispod 20 cps). Zatim je
membrana stavljana u plasticnu kesu i eksponirana prislanjanjem X-ray BioMax MS filma
(Kodak) u kaseti za ekspoziciju (BioMax, Kodak) sa ekranom za pojac¢avanje (BioMax, Kodak).
Kaseta sa membranom i filmom je ostavljana na -80°C preko no¢i (24 sata), nakon ¢ega su

autoradiogrami dobijani razvijanjem filma.

3.6. Osnovne procedure rada sa proteinima

3.6.1. Priprema proteinskih ekstrakata

Razli¢iti organi heljde su spraseni do finog praha u te¢nom azotu koris¢enjem avana i
tucka. Kiseli proteinski ekstrakti su pripremani tako $to je fini prah homogenizovan u tri
volumena pufera za ekstrakciju (1M NaCl; 1% Triton X-100; 3 mM NaHSO;) dodavanjem PVP,
a potom je pH suspenzije podeSen pomocu HCI do pH 4. Ekstrakciona smesa je homogenizovana
tu¢kom 5-10 min na sobnoj temperaturi, 1 ponovo je doteran pH na 4. Suspenzija je blago
mesana 20 minuta na ledu pre centrifugifanja na 9000 x g, koje je trajalo 20 min na +4° C u
Sorwall centrifugi, rotor SS-34. Supernatant je profiltriran kroz sterilnu gazu i ¢uvan 1-2 dana na
+4°C (Sarkkinen er al., 1992). Supernatant je ¢uvan na —20°C ukoliko nije odmah koris¢en.

Koncentracije proteina su odredivane prema methodi po Bradfordu, 1976.

3.6.2. Precipitacija proteina acetonom
Za potrebe koncentrovanja proteina vrSena je precipitacija hladnim acetonom. Dve
zapremine acetona dodavane su na jednu zapreminu protenskih ekstrakata i nakon mesanja
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vriena je inkubacija preko no¢i na -20° C. Talozi su prikupljani centrifugiranjem u mikrofugi 15

min / 10000 x g, na +4° C.

3.6.3. SDS-PAGE

Proteinski ekstrakti semena heljde vizuelizovani su SDS-PAGE metodom koja je vrSena
u diskontinuiranom sistemu gelova (modifikacija metode po Leammli-ju). U ovim
eksperimentima kori$¢éena je Biometra aparatura za vertikalnu elektroforezu. Proteinski uzorci su
pripremani tako Sto su rastvarani u puferu za uzorak, sledeceg sastava: 125 mMTris, pH 6,8; 4%
SDS: 20% glicerol; 0,025% boja bromfenol plavo. U slu¢ajevima kada je elektroforeza vrSena u
redukuju¢im uslovima puferu je dodavan i B-merkaptoetanol u finalnoj koncentraciji 4%. Ovako
pripremljeni uzorci su kuvani 3 min na 100° C.

Gel za koncentrovanje je sadrzavao 125 mM Tris, pH 6,8; 0,1% SDS i 12-15% akrilamid.
Smesa akrilamida i bisakrilamida za gelove pripremana je kao 30% rastvor (odnos akrilamida i
bisakrilamida 29:1). Gel za razdvajanje sadrzavao je 375 mM Tris, pH 8.8; 0,1% SDSi 5%
akrilamid. Kao inicijator polimerizacije dodavan je 10% amonijum persulfat. Gelovi su nalivani
izmedu ploca tako da gel za razdvajanje predstavlja 1/4 celog gela. Dimenzijegelova su bile 8 x
5 cm, dok je njihova debljina bila 1 mm.

Elektroforeza je vrSena u TGB puferu, sastava: 25 mM Tris; 250 mM glicin, pH 8.3 1
0,1% SDS, pri konstantnoj struji od 20 mA.

Nakon elektroforetskog razdvajanja, proteini u gelovima su fiksirani i bojeni rastvorom
0,025% Coomassie brilliant blue R-250 u 45% metanolu i 10% sircetnoj kiselini. Obezbojavanje

je vrieno difuzijom u 45% metanolu i 10% siréetnoj kiselini (Sambrook ez al, 1989).
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3.6.4. Priprema anti-FeAP9 antitela

Primarna poliklonska antitela koja prepoznaju FeAP9 protein su proizvedena
posredstvom komercijalnog servisa (BioGenes, Customised polyclonal antisera / antibodies
Berlin, Germany). Sintetisan je oligopeptid (HSKYKSSKSSTYVK) koji odgovara 14 amino-
kiselina dugom regionu iz N-terminusa zrelog enzima FeAP9. Antiserum je dobijen
imunizacijom zedeva sintetickim oligopeptidom. Antitela su afinitetno pre¢iséena na sefarozi

konjugovanoj sa antigenim peptidom (BioGenes).

3.6.5. “Wesrern blot”analiza

Imunoloska identifikacija aspartiéne proteinaze vrE&na je "Western blot"-analizom. Za
imunodetekciju su kori§éena poliklonska antitela napravljanjena na oligopeptid iz N terminusa
FeAP9 kao primarna, a kao sekundarna antitela u svim analizama kori$¢ena su anti-zec¢ja IgG
antitela proizvedena u magarcu (GE Healthcare, Amersham), a koja su kovalentno vezana sa
HRP (HRP od engl. HorseRedish Peroxidase), tako da je kompleks antigen-primarno antitelo-

sekundarno antitelo detektovan ECL reakcijom.

3.6.6. Prenos proteina sa gela na PVDF membranu

Hibridizaciji i detekciji je prethodilo elektroforetsko razdvajanje jednakih koli¢ina
proteina (30 pg) izolovanih iz razlicitih tkiva heljde. Razdvajenje proteina je vrSeno na SDS
poliakrilamidnom gelu (5% gel za koncentrovanje i 12% gel za razdvajanje), nakon Cega je
sledio njihov transfer na odgovarajuc¢e najlonske, poliviniliden difluorid (PVDF) membrane
(Millipore). Za transfer je koriS¢en Semi-dry Fastblot B43 transfer sistem (Biometra). Gel je

nakon transfera inkubiran 5 min u katodnom puferu (25 mM Tris pH9.4; 0,3% glicin; 20%
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metanol). Anoda je nakvasena anodnim puferom I (300 mM Tds pH 10,4; 20% metanol)
prevladenjem nakvasene papirne vate. Dva sloja 3 MM papira su nakvasena anodnim puferom I i
stavljena na anodu. Jedan sloj 3 MM papira nakvasen je anodnim puferom II (25 mM Tris, pH
10,4; 20% metanol) i dodat u “sendvic”. Nitrocelulozna PVDF membrana je kratko potapana u
metanol, a zatim je ispirana u vodi 5 min i inkubirana u anodnom puferu II dodatnih 5 min.
Membrana je nakon inkubacije stavljana u “sendvi¢” i prevlacenjem pomocu staklenog Stapica
preko membrane istisnuti su mehuri¢i. Gel je nakon toga stavljen na membranu i dodata su 3
sloja 3 MM papira prethodno potopljena u katodni pufer. Elektrotransfer je u ovom sistemu
vrien tako $to je postupak prenosSenja proteina sa gela na membranu odgovarajuée povrsSine

trajao 40 min pri konstantnoj jacini struje od 5 mA po 1 cm’, prema uputstvu proizvodaca.

3.6.7. Hibridizacija i detekcija signala

Nakon transfera membrane su prane 2 puta po 10 min u PBST puferu (80 mM Na,HPOy4; 20
mM NaH,P0O4; 100 mM NaCl; 0.1% Tween-20) i inkubirane u puferu za blokiranje (5% BSA u
PBST) 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon dva pranja u PBST puferu, membrane su inkubirane sa
anti-AP9 antitelima (razblazenje 1:350) ili anti-MBP ze¢jim antiserumom (New England
Biolabs) (razblazenje 1:10000) u 1% puferu za blokiranje (1% BSA in PBST) preko noéi na +4°
C. Membrane su ponovo prane dva puta po 10 min u PBST puferu, a zaim inkubirane sa anti
zeCjim-HRP antitelima (Healthcare), pri njihovom razblazenju od 1: u PBST, tokom 1 h na
sobnoj temperaturi.

Hemiluminescenta detekcija je vrSena koris¢enjem ECL-Plus Western Blotting Detection

System (GE Healthcare) i bazirana je na reakciji oksidacije ciklicnog diacilhidrazida luminola u
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prisustvu HRP i peroksida. Membrane su prekrivane smesom reagensa A i B (40:1) 5 min na

sobnoj temperaturi, a zatim izlagane X-ray filmovima (Kodak) u trajanju od 1 do 2 min.

3.6.8. Ekspresija rekombinantnog proteina

Kodirajuca sekvenca FeAP9 gena je umnozena koris¢enjem APSHn1 i APSHn2 prajmera
koji sadrze Smal i Hindlll restrikciona mesta na 5° i 3” krajevima, sledstveno. Kao matrica
korid¢en je FeAP9 klon (acc. no. AAV84085). Reakcija lan¢anog umnozavanja je izvodena po
slede¢em programu: poéetna denaturacija94° C, 3 min, zatim 25 ciklusa po 30 s na 94°C i 2 min
na 70° C i finalna ekstenzija 10 min na72° C. Produkti amplifikacije su klonirani u pGEM-T Easy
vektor (Promega), a zatim iseCeni pomocu Smal and Hindlll restrikrcioni enzima. Nakon
ekstrakcije iz gela proizvodi su subklonirani u ekspresioni vektor pMAL-c2X (New England
Biolabs). Ekspresioni vektor je prethodno otvoren tj. linearizovan dvostrukom digestijom
pomoc¢u Xmnl i Hindlll restrikcionih enzima (Fermentas). Rekombinantni klon koji je sadrzavao
FeAP9 sekvencu u pMAL-c2X vektoru je koriSéen za transformaciju kompetentog Rosetta-gami
bakterijskog soja. Klon sa najveéim nivoom ekspresije rekombinantnog proteina je selektovan
nakon brzog “skrininga” malih eksprésionih kultura prema pMAL Protein Fusion and
Purification System Instruction Manual (BioLabs) za “large scale” produkciju Odgovaraju¢i LB
medijum sa 0.2% glukoze (1000 ml) koji je sadrzavao ampicilin 100 pg/ml, kanamicin 15 pg/ml,
tetraciklin 12.5 pg/ml i hloramfenikol 34.5 pg/ml je inokulatisan sa prekono¢nom kulturom
(1:50) i intezivno muckan na 37°C do postizanja ODgo od 0,5. Ekspresija je bila indukovana
dodavanjem IPTG do finalne koncentracije od 0.5 mM. Kulture su inkubirane na 25°C tokom 2
sata. Celije su sakupljene centrifugiranjem na 4000 X g na sobnoj temperaturi 20 min i

resuspendovane u puferu C (20 mM Tris-HCI, pH7.4, 200 mM NaCl, I mM EDTA) u 5 ml po
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gramu ¢elija u vlaznom stanju. Nakon toga dodat je lizozim (1 mg/ml) i lizat je inkubiran na ledu
30 min. Nakon sonifikacije tri puta po 10 s na ledu, bakterijski lizat je centrifugiran na 10000 x g
tokom 20 min na +4°C. Supernatant je dalje koris¢en za prec¢is¢avanje rekombinantnog proteina
pod nativnim uslovima tako §to je pomesan sa 1000 pl amiloza rezin i blago muckan na 42 C,
tokom no¢i. Rezin je kolektovan centrifugatiranjem 30 s na 1000 x g. i opran Cetiri puta u 10
zapremina pufera za pranje (50 mM NaH,PO,; 300 mM NaCl; 20 mM imidazol, pH 8.0) tokom
30 min na 4°C. Protein je eluitan u 1000 pl pufera C koji je sadrzavao 10 mM maltozu i

analiziran je SDS-PAGEom i imunoblotom.

3.7. In situ RNK-RNK hibridizacija

3.7.1. Fiksiranje i dehidratacija tkiva

Razli¢ita tkiva heljde su sakupljana i smesta potapana u rastvor za fiksranje (4%
paraformaldehid; 4% DMSO u 1xPBS puferu) koji je predhodno preinkubiran na ledu. Fiksacija
je vrSena uz primenu vakuuma od 10° Pa u eksikatoru sve do pojave mehuriéa, nakon &ega je
vakuum odrzavan konstantnim dodatnih 15 min. Postupak je ponavljan sve dok tkiva heljde nisu
pocinjala da tonu u rastvor fiksativa. Fiksativ je zamenjen i uzorci su blago mucékani preko noci
na 4° C. Nakon fiksacije tkiva su ispirana dva puta po 30 min na 4° C u PBS. Dehidratacija tkiva
vriena je blagim muckanjem na ledu u 30% etanolu 60 min, a potom na sobnoj temperaturi u
50% etanolu 60 min, 70% etanolu 60 min, 85% etanolu 60 min i 95% etanolu sa 0,1% eozinom
preko noci. Usledile su Cetiri izmene 100% etanola u kome su tkiva blago muckana dva puta po
30 min i dva puta po 60 min. Nakon toga tkiva su blago muckana u rastvorima “histoclear”-a u

etanolu ¢ija koncentracija je sukcesivno rasla: 25% “histoclear”, 75% etanol, 90 min; 50%
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“histoclear”, 50% etanol, 90 min; 75% ‘histoclear”, 25% etanol, 90 min; dva puta 100%

“histoclear” 90 min i finalno 100% “histoclear” +1/4 volumena “histovax” ljuspica preko noci.

3.7.2. Kalupljenje tkiva

Vosak za kalupljenje “Histovax™ (Histolab Products) je potpuno otopljen na 42° C i
dodata mu je 1/4 rastvaraca “Histoclear” (Histolab Products). Tkiva su inkubirana u ovoj smesi
nekoliko sati na 55° C, a zatim je smeSa zamenjena sveze otopljenim voskom i usledila je
inkubacija preko noéi na 55° C. Tokom naredna tri dana vrSene su po dve izmene svezim

voskom, a zatim su tkiva zajedno sa voskom smestena u modle i dalje ¢uvana na +4° C.

3.7.3. Secenje mikrotomom i priprema mikroskopskih plocica

Za pravljenje preseka tkiva heljde debljine 8um koris¢en je mikrotom (Leica).
Mikroskopske plo¢ice ProbeOn Plus (Fisher Biotechnology) su zagrevane na+42° C i na njih je
nakapavano po nekoliko kapljica DEPC vode. Tanke tracice iseCenog tkiva stavljane su na
kapljice vode tako da plutaju, a potom su plo¢ice inkubirane na +42° C. Inkubacija je trajala
nekoliko minuta, sve dok voda nije isparila i preseci tkiva bili zalepljeni za povrSinu plocica.

Plocice sa presecima ¢uvane su do 3 nedelje na+4° C.

3.7.4. Priprema RNK probe-in vitro transkripcija

Konstruisan je plasmid pFeAP9 tako $to je kompletna FeAP9 c¢DNK umnozena
prajmerima APK1/APK2 (Tabela 1. i 2.) i uklonirana u pGEM-T Easy vektor. Plazmid je
linearizovan kori$¢enjem restrikcionog enzima Scal. Kako bi se plazmidna DNK oslobodila od
prisustva RNaze ili bilo kakve druge kontaminacije, vrSena je fenol/hloroformska ekstrakcija
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koja je pracena etanolskom precipitacijom. /n vitro transkripcija je izvodena koris¢enjem In vitro
transcription kita (Roche). Reakcije su izvodene u 20 pl i sadrzavale su 4 pl (1 pg)
linearizovanog plazmida; 2 pl 10xATP/GTP/CTP/UTP-dig smeSe; 2 ul 10x pufera za
transkripciju; 2 pl RNaznog inhibitora i 2 pl SP6 ili T7 RNK polimeraze. Orjentacija FeAP9
inserta u vektoru je bila takva da se sinteza antisens lanca, t.j. probe vodi sa SP6 promotora, dok
je sinteza sens lanca, t.j. negativne kontrole, vodena sa T7 promotora. Reakcija je zvodena 2 sata
na 37°C, a zatim je dodato 20 U DNaze i smeSa je inkubirana 15 min na 37C kako bi se
eliminisala DNK kontaminacija. Reakcija je stopirana 10 min na 65°C. Ponovljena je etanolska
precipitacija, kao $to je opisano u Odeljku 3.3.8. U cilju efikasnijeg ulaska u ¢elije RNK proba
kao i negativna kontrola su skracene, t.j., nespecificno hidrolizovane do komadi¢a od oko 400-
500 bp. Hidroliza je vrsena u karbonatnom puferu (40 mM NaHCO;; 60 mM Na,COs). Vreme
inkubacije od 12 min, izraCunato je na osnovu formule: Vreme=(Li-Lf) / (K X Li X Lf), gde je

Li-inicijalna duzina probe (1.5 kb), Lf-finalna duZina probe (0.5 kb) i K-0,11 kb'min"".

3.7.5. In situ pretretman preseka tkiva

Preseci na mikroskopskim plo¢icama su deparafinizovani u “Histoclear” rastvaracu
(2X15 min), a zatim rehidratisani u rastvorima etanola razblazenja koje je postepeno
povecavano: 100% (2X1-2 min), 95% (1-2 min), 90% (2 min), 80% (2 min), 60% (2 min) i 30%
(2 min). Plo¢ice sa presecima su prebacene 2 min u DEPC H,0, a zatim su inkubirane u 1xPBS
20 min. Sledio je tretman proteinazom K (1 pg/ml) u 100 mM Tris pH 8; 50mM EDTA, 30 min,
na 37°C, a zatim inkubacija u 2 mg/ml glicina u PBS, 2 min. Plo¢ice su ispirane 2x 2 min u PBS,
a potom inkubirane ul0 min u 4% paraformaldehidu/PBS i oprane 2x5min u PBS. Dodatno je

vriena acetilacija, 10 min 0,1M trietanolaminom i acetanhidridom da bi se izbegao nespecificni
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signal koji moZe nastati vezivanjem probe za pozitivne aminokiselinske grupe. Sledilo je
ispiranje u PBS 2x5 min na sobnoj temperaturi. Plo¢ice su ponovo dehidratisane drZzanjem po 30

sekundi u 30%, 60%, 80%, 90% i 95% etanolu, a zatim 2x30 sekundi u 100% etanolu.

3.7.6. In situ hibridizacija

Za svaki slajd pripremljeno je po 30 pl (100 ng) probe koja je pomesana sa formamidom
iste zapremine, nakon Cega je smeSa inkubirana 2 min na+80° C. Smesa je potom prebacena na
led i dodavano je 240 pl hibridizacionog rastvora (10x in situ so; dejonizovani formamid;
dekstran sulfat; Denhartov rastvor; tRNK) koji je preinkubiran na +53°C. Proba u
hibridizacionom rastvoru nanosena je na preseke na plocicama, koje su prekrivane pokrovnim
stakalcima za hibridizaciju (Sigma). Slajdovi su rasporedeni u vatrostalnu posudu u kojoj se
nalazila papirna vata natopljena 0,2 M SSC (NaCl; Nea-citrat, pH 7). Nakon hibridizacije na
60°C, preko noéi vrseno je ispiranje 2x60 min u 0,2 M SSC na 60° C, a zatim su slajdovi
prebacivani u PBS 1 min. Sledila je inkubacija 45 min u 1% Boeringer-ovom rastvoru za

blokiranje i 30 min u 1% BSA u 100 mM Tris pH7,5; 0,3% Triton X-100.

3.7.7. Detekcija signala

Anti-dig antitela (Roche) su rastvorena u 1% BSA u 100 mM Tris pH 7,5; 0,3% Triton
X-100, u odnosu 1:500. Rastvor antitela je nanoSen na plocice koje su potom inkubirane 2 saa
na sobnoj temperaturi. Sledila su 4 pranja u rastvoru BSA/Tris/Triton, a potom inkubacija u AP
puferu (100 mM Tris pH 9,5; 100 mM NaCL; 50 mM MgCl,, 10 min). Slajdovi su prekriveni sa
po 300 pl rastvora za razvijanje signala (2 % NBT/BCIP u AP puferu) i drzani u mraku preko

no¢i. Slajdovi su ispirani u vodi kako bi se stopirala reakcija, a zatim minimalno dehidratisani
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(10 sekundi 70% etanol, 10 sekundi 100% etanol), obzirom da je obojeni proizvod reakcije od

koga potice signal rastvorljiv u alkoholu. Plo€ice su zatim osusene i prekrivene 50% glicerolom i

pokrovnom ljuspicom.
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4. REZULTATI

4.1. Izolovanje gena za asparti¢ne proteinaze heljde

Imajuéi u vidu da o genima za biljne asparti¢ne proteinaze postoje veoma oskudni
podaci o organizaciji njihovih kodiraju¢ih i regulatornih regiona, kao i o njihovoj ekspresiji,
karakterizacija svakog novog gena predstavlja doprinos u njihovoj analizi. Obzirom da je do
sada iz semena heljde izolovana jedna tipi¢na asparti¢na proteinaza i da je delimi¢no
biohemijski okarakterisana njena aktivnost (Timotijevi¢ et al., 2003), ukazala se potreba da se
izoluje i analizira gen koji kodira ovaj enzim. U cilju izolacije gena za AP heljde opredelili
smo se za ¢cDNK koja je sintetisana iz ukupne informacione RNK izolovane iz semena u
srednjoj fazi sazrevanja, obzirom da je o¢ekivano da je u ovoj fazi zastupljena iRNK AP
heljde. Ova predpostavka proizasla je iz saznanja da dinamicnost procesa u srednjoj fazi
sazrevanja, podrazumeva uklju¢ivanje i gaSenje razli¢itih grupa gena kao Sto su geni za
rezervne proteine (RP); geni za enzime ukljuene u sintezu ugljenih hidrata; geni za
proteinaze, koje ucestvuju u sazrevanju i hidrolizi RP, kao i mnogih drugi. Do danas je iz
heljde izolovano samo nekoliko gena aktivnih u srednjoj fazi sazrevanja semena i to su geni
koji kodiraju subjedinice 13S globulina (Samardzi¢ et al., 2004), glavnog rezervnog proteina i

gen za metalotionein (Brkljacic ef al., 1999).

4.1.1. Kloniranje i analiza parcijalnih ¢cDNK sekvenci koje kodiraju dve tipicne
aspartic¢ne proteinaze heljde
U cilju izolovanja ¢cDNK koja kodira asparti¢nu proteinazu heljde, izvodena je reakcija

lan¢anog umnozavanja u kojoj su kori$éeni izrodeni prajmeri dizajnirani na osnovu do sada
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poznatih nukleotidnih sekvenci biljnih asparti¢nih proteinaza. Kao matrica u ovoj reakciji
koris¢ena je totalna cDNK izolovana iz semena heljde u srednjoj fazi sazrevanja (17-21) DAF
(DAF od engl. Days After Flowering). Dobijeni produkti amplifikacije duzine oko 1,2 kb
(Slika 1A) su ligirani u pGEM-T Easy vektor i nakon restrikcione analize kori§¢enjem EcoR/
enzima detektovana su dva tipa PCR produkata (Slika 1B). Odabrani su i sekvencirani

predstavnici oba tipa PCR umnozaka.
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Slika 1. Izolovanje parcijalne ¢cDNK koja kodira asparticne proteinaze heljde
primenom degenerativnih prajmera. Sematski prikaz ¢cDNK AP sa pozicijama
izrodenih prajmera (A), elektroforetska analiza PCR produkata na 2% agaroznom gelu
(B) i restrikciona analiza klonova koris¢enjem EcoRI. K - kontrola: zatvoren plazmid, S
- DNK marker sa oznac¢enim duzinama fragmenata

Kompjuterskom analizom u kojoj je koris¢en BLAST algoritam ustanovljeno je da obe

selektovane sekvence, duzine po 1161 bp predstavljaju parcijalne cDNK koje kodiraju tipi¢ne
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asparti¢ne proteinaze heljde, oznacene kao FeAP9 (acc. no. AY826351) i FeAP12 (acc. no.
AY826352), ¢ije su nukleotidne sekvence nakon preklapanja pokazale 81% identi¢nosti
Analiza izvedenih FeAP9 i FeAP12 aminokiselinskih sekvenci pokazuje prisustvo dva
aspartata u okviru konsenzus aminokiselinskih trijada DTG i DSG koje €ine aktivno mesto
biljnih AP. Pozicija nizvodnog prajmera D1 je takva da su dobijene parcijalne AP sekvence

koje startuju od DTG motiva.

FeiPS SSNLWVPSGKCYLS IACFFHSKYKSSKSSTYVEKNGKSAEIHYGTGAISGYFSQDNVK 60
SSNLUVPS KCY SIACFFHSKYKSSKS THVENG SA I YGTGAISG+HFS+DNVK
FeiP1l2 SSNLWVPSAKCYFS IACFFHSKYKSSKSITHVEKNGTSALTIRYGTGAISGFFSRDNVK 60

FeiPS  VGDLVVEMNQEF IE ATREPSLTFVAALKFD GILGLGFQE ISVGKAVPVI YNMVINQGLVNEFPY 120
+GDLVVENQEF IE ATREPS+TF+AAKFD GILGLGFQE ISVGKAVPVY YN H++QGL++EFV
FeiP12 IGDLVVENQEFIEATREPSITFIAAKFDGILGLGFQEISVGKAVPVWYNHIDQGLISEPY 120

FeiPS  FSFULNRNADEEIGGEIVFGGIDPAHHKGEHTYLPVTQKEGYWQFDLD DVLVGGESTGFCS 180
F3FW NRNA+EE GGE+VFGGIDP H +GHHTY+PVTQRGYWQFD+DDVL+ G STGFC+
FeiPlz F3FUFNRWNAEEEEGGELVFGGIDPDHFRGOHTYVPVTQKGYWQFDMD DVLIDGMSTGFCA 180

GGC+ATL TSLLAGP WWAQINHAIGA+GH+VSOECKIVV++YGK +IL+++L+S+ QF

FeAPS  GGCSAI TSLLAGP TPVVAQINHATIGASGVVSOE CKIVVS OYGK OTLDLLVS OTOPR 240
FeiP1l2 GGCAATI TSLLAGPHMAVVAQINHAIGATGIVSQE CRIVVAEYGKETTEMLLSEAQRL, 240

FeiPS  KICSOIGLCTRDG TRGVSMGIESVVDENVDESSGNLEDATCSACEMAVWHMONQLEONGT 300
KICSO+GLCTFDG TRGVSMGIESVVDENY KESSGALE+ C ACEMAVVEH-ON+L ONQT
FeiPl1l2 KICSOVIGLCTFDGIRGVSMGIESVVDENVXESSGSLEEXKCVACEMAVVWIONRLTIONOT 300

FeiPS  EDRILDYANOLCERLPSPMGESAVDCGSLSTLPTVSFTLGGKTFALAPEQYILCWGEGPL 360

E+ ILDYANQOLCERLPSPHMGESAVDC SLITLP VSFT+GGKTF LAPEQY+LCWGEGPA
FeiPl1l2z EELILDYANQLCERLPSPMGESAVDCSSLSTLPDVSFTIGGKTFDLAPEQYVLCWGEGPL 360
FeiP9  TQCISGFIALDVPPPRGPLWILGDIFM 387

QCISGF IALDVP PPRGPLUWILGD+FH
FeabPl12 AQCISGFIALDVPPPRGPLWILGDVFM 387

Slika 2. Poredenje parcijalnih FeAP9 i FeAP12 izvedenih aminokiselinskih
sekvenci. Crveno - kataliticke trijade iz aktivnhog mesta; plavo— potencijalna mesta za
glikozilaciju; sivo - ,,plant specific insert*.

Takode je u obe izvedene aminokiselinske sekvence uocen PSI region - ,,Plant Specific

Insert, duzine 104 AK. Analiza dobijenih sekvenci u programu NetNGlyc:
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http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ za predvidanje mesta za glikoziklaciju pokazala je

potencijalno N-glikozilaciono mesto na poziciji 297 (NQTE) FeAP9 i FeAP12 klona, dok je u
FeAP12 pronadeno dodatno mesto na poziciji 37 (NGTS) u odnosu na DTG motiv.

Poredenje izvedenih aminokiselinskih sekvenci FeAP9 i FeAP12 sa sekvencama drugih
tipi¢nih proteinaza upotrebom BLAST algoritma pokazuje postojanje veoma visokog stepena
medusobne homologije. Najvecu sli¢nost, pokazale su FeAP9 i FeAP12 medusobno (93%,
homologije i 87,3% identi¢nih aminokiselina) (Slika 2). Osim toga, FeAP9 najveci procenat

homologije pokazuje sa asparti¢cnom proteazom 1 iz Nepenthes alata (dbj|BAB20969.1]) -

91% , zatim asparti¢cnom proteinazom iz Theobroma cacao (emb/CAC86003.1|) - 90%, Vigna

unguiculata (gblAAQ14346.1)| - 89%, Ricinus communis (gblEEF32480.1)) - 89% 1

Arabidopsis thaliana (GENE 1D: 837740 AT1G11910) - 88%. FeAP12 pokazuje visoku

slicnost aminokiselinske sekvence sa asparticnom proteazom 2 iz Nepenthes alata

(dbj|BAB20970.1]) - 90%, i asparti¢nim proteinazama iz biljaka: Arabidopsis thaliana (GENE

ID: 8266253 RCOM_1303660) - 90 %, Ricinus communis (gblEEF32480.1|) -90%, Populus

trichocarpa (gb|EEE83632.1])- 89% 1 Theobroma cacao (emb|CAC86003.1() -89%.

4.1.2. Izolovanje kodirajudeg regiona FeAP9 pune duZine modifikovanom 5’ i 3’

RACE metodom

U cilju odredivanja kompletne sekvence cDNK koja kodira asparti€énu proteinazu heljde
oznacenu kao FeAP9 koris¢en je 5’ i 3° RACE pristup za koje su upotrebljeni gen specificni
prajmeri dizajnirani na osnovu prethodno odredene parcijalne sekvence cDNK za FeAP9.
Kao matrica u ovim PCR reakcijama korisc¢ena je ¢cDNK iz semena heljde u srednjoj fazi
razvi¢a na Cije krajeve su bili ligirani parcijalno jednolancani adapteri.
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U primarnom “Touch down” PCR kori§éeni su P255 kao uzvodni gen specifi¢ni prajmer
i AP1 - komercijalni nizvodni prajmer specifi¢an za sekvencu adaptera u cilju identifikovanja
nepoznatog 3” kraja gena za FeAP9 (Slika 3A). U “Touch down” PCR reakciji dobijen je veci
broj nedovoljno jasnih fragmenata (Slika 3B), te je iz tog razloga izvodena reamplifikacija, u
kojoj su pedeset puta razblazeni produkti primarne reakcije koris¢eni kao matrica. U reakciji
reamplifikacije koriS¢eni su gen specifi¢ni prajmer P284 i adapterski prajmer AP2 (Slika 3A).
Ovim postupkom dobijena su tri fragmenata pri ¢emu se kao najduzi i najjasniji uocava

fragment duzine od oko 1.2 kb (Slika 3C).

A
E
B ¢
D RA
2000 bp—| e
1500 bp—] s
1200 bp—
1000bp— -
1 4;;bp_ T Q00—
$30bp] - it
630bp— S 600bp—
30(@:1{13_ - 500bp— e
Ll "'P—q s i
300 bp— ﬁ
P255/AP1 P284/AP2

Slika 3. 3° RACE. Sematski prikaz cDNK AP sa pozicijama prajmera koris¢enih za 3’
RACE (A) i elektroforetska analiza produkata ,Touchdown* PCR-a (B) i njegove
reamplifikacije (C) na 2% agaroznom gelu.

74!



Dobijena nukleotidna sekvenca je analizirana i ustanovljeno je ocekivano apsolutno
preklapanje od 905 bp sa sekvencom prvobitno dobijenog parcijalnog cDNK klona FeAP9.
Sekvenca je sadrzavala i dodatnih 60 bp nepoznate 3’ kodirajuce sekvence, kao i 226 bp 3’
netranslirajuéeg regiona.

Na sli¢an naéin uraden je i 5° RACE u cilju kompletiranja nepoznatog 5’ kraja. Za
“Touch down” PCR koric¢en je P500 - uzvodni gen specifi¢ni prajmer i AP1 - komercijalni
nizvodni prajmer specifi¢an za sekvencu adaptera Slika 4A). U “Touch down” PCR reakciji
dobijen je spektar fragmenata koji su se grupisali izmedu 300 i 1500 bp u kojima nije bilo
moguce uoliti fragmente jasno definisane duzine (Slika 4B). Iz tog razloga, sto puta
razblazeni produkti ove reakcije su koriS¢eni kao matrica u sekundarnoj reakciji
reamplifikacije (Slika 4C). U reamplifikaciji su primenjivani “neasted” prajmeri: gen
specifiéni prajmer P498 i adapterski prajmer AP2 i dobijen je veci broj fragmenata, pri ¢emu
se kao najjasniji izdvaja najvisi fragment dimenzije oko 850 bp. Da bi se odredila specifi¢nost
PCR proizvoda fragmenti iz sekundarnog PCR, t.j. reamplifikacije, kao i eluirani pojedinacni
fragment od 850 bp su analizirani metodom po Southernu (Slika 5). Kao proba koriséen je
eluirani proizvod umnozavanja dobijen upotrebom prajmera P255 i P952 na klonu pFeAP9
koji sadrzi parcijalnu cDNK za FeAP9, kao matrici. Kao pozitivna kontrola koris¢ema je
neobelezena proba, a kao negativne kontrole cDNK heljde za 13S rezervni protein (Brkljaci¢
et al., 1998) 1 atipi¢nu asparti¢nu proteinazu FeAPL1 (Milisavljevi¢ ef al., 2008). Na Slici 5
se uocava da ve¢i broj fragmenata dobijenih u PCR reamplifikaciji hibridizuje sa gen
specificnom probom, ali se na membrani najjasnije uoc¢ava signal nastao hibridizacijom probe
i fragmenta najvec¢e molekulske mase od 850 bp. Isti signal dobijen je takode i sa pojedinac¢no

eluiranim fragmentom od 850 bp. Kako je u ukupnoj reakciji reamplifikacije uocen veci broj
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signala, koji su verovatno posledica nekompletno umnozenog specifi¢cnog cDNK fragmenata,
odabrana je traka najvece duzine, a zatim sekvencirana. Analizom dobijene sekvence uoceno
je da je taj fragment sadrzavao preklop sa poznatom parcijalnom ¢cDNK sekvencom od 475
bp, a da preostalih 380 bp predstavlja nedostajuci 5 kraj, od cega je 297 bp kodirajuca

sekvenca do starta translacije (ATG), dok 83 bp pripada 5° UTR, t.j. netransliraju¢em regionu.

AP1/P500 AP1/P493

Slika 4. 5> RACE. Sematski prikaz cDNK AP sa pozicijama prajmera kori$¢enih za 5°
RACE (A) i elektroforetska analiza produkata ,Touchdown* PCR-a (B) i njegove
reamplifikacije (C) na 2% agaroznom gelu.
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<400 bp

Slika 5. Southern analiza PCR proizvoda. ,,Touch down PCR (AP1/500) - (TD),
reamplifikacija (AP2/498) - (RA), eluirani frament dobijen u RA - (E), pozitivna

kontrola (284/952) - (+) i negativne kontrole: 13S i FeAPL1 - (7).

4.2. Analiza kompletne kodirajuce FeAP9 sekvence

Preklapanjem prethodno dobijenih sekvenci utvrdeno je da je kompletna kodirajuca
sekvenca FeAP9 gena duzine 1521 bp. Analiza izvedene FeAP9 aminokiselinske sekvence
pune duzine pokazuje da njena struktura pokazuje veliku sli¢nost sa primarnom strukturom
koja je karakteristi¢na za ostale tipi¢ne proteinaze (Slika 6).

Iz poredenja sa ostalim AP proizilazi da se FeAP9 ukupne duzine 507 amino kiselina,
sastoji od: hidrofobne signalne sekvence koju ¢ine 24 amino kiseline, prosegmenta od 40
amino kiselina na N terminusu i nizvodne sekvence koja ¢ini zreo enzim. Ta sekvenca sadrzi
dva peptidna lanca: N i C, razdvojena sa 104 amino kiseline PSI regiona(Slika 7). Procenjena
molekulska masa preproteina iznosi oko 54,5 kDa, a njegova izoelektri¢na tacka je 5,35.

Analiza PSI regiona pomocu ,,NCBI conserved domain search® programa pokazuje
homologiju od 47,4% u N-terminalnom i 48,7% u C - terminalnom delu sa dva domena

sapozina B prisutna u prosapozinu (smart00741) i 100% homologije sa proteinom sli¢cnom
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sapozinu (pfam03489). Na sli¢nost sa sapozinima ukazuje i $est konzervisanih cisteina i jedan
invarijantni tirozin.

U okviru izvedene aminokiselinske sekvence su detektovana dva aspartata: Asp and
2 Asp, koje su esencijalni &inioci aktivnog mesta svih biljnih tipiénih proteinaza, a uoceno je
da sa okolnim aminokiselinama ¢ine, za AP karakteriticne kataliticke trijade: DTG 1 DSG.
Takode su identifikovani i ''Lys i *Tyr odgovorni za jonske interakcije sa Asp iz aktivnog
mesta. Zanimljivo je takode prisustvo KGE motiva na poziciji 246 do 248, po strukturi i
naelektrisanju sliénom RGD domenu, koji je poznat kao C(celijski adhezivni motiv.
Potencijalno N-glikozilaciono mesto na poziciji 397 (NQTE) u okviru PSI regiona je
predikovano koriS¢enjem NetNGlyc algoritma.

Takode su analizirani i netranslirajuéi 5° i 3” regioni. U ovoj analizi identifikovana su 83
bp 5° UTR regiona, uzvodno od startnog ATG, ali u okviru njega nisu pronadeni ni
potencijalni regulatorni elementi, niti potencijalni start transkripcije. U okviru 226 bp 3° UTR
regiona, nizvodno od stop kodona TAG, nije pronaden tipican AATAAA konsenzus signal za
poliadenilaciju. U ovom genu, je 35 nukleotida uzvodno od polyA repa pronadena
potencijalna poliadenilacijska sekvenca AATTAA u kojoj je doslo do supstitucije jednog

nukleotida u odnosu na konsenzus sekvencu, a koja je karakteristicna za biljne gene.
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Slika 6. Poredenje aminokiselinske sekvence FeAP9 sa tipi¢nim asparti¢nim proteinazama
drugih biljnih vrsta. FeAP9 - gi|77808107; NaAP1 - gi|12231172; TcAP - gi|21616051; RcAP -
g1[223530603; AtAP - gi|25055040; VuAP - gi|20800441; CcAP - gi|4582534
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1:2.1
181
241
301
361
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1021
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GTCTCTCTATTTTATTTTATATCTTTCCCCCATTGGCTCTTTGCATCATCCCCACTACTC
TCTTCTTCTCTATAATCTCTCAGgtaaccatcctatcgattttgtggttaattttcttct
tattgttttgatgatgctggagtgtttgacagtttctgtatttagaataagctagtgttt
gattttgattttcatgattgactcaggagtagagcgaagggcatttcttttaaaattgtt
ggattaatttcctaatttggtgttctttcaattgatcgatacacggcatgtgtttttttg
tgtacatcagtgtttgatttgtggttcttttgtggaaccgatcatggectcectttttgacce
tgtcgaaggaaatgattattttgctgatgatgtgtaagaatgtaagattatgtgttgaat
tagaagtgtcaacacaagaggggatgttggtgaattaacttatggatgaggaatttgact
ttttcaagctagggtatggactggtgatgactgggagttgtattteccgatecctettetgt
cgcttaatttgectatttaaaatacaaaaagagatgatgtttctaggaccatctegtttyg

gacgaaattgaaatttgaaactggtacaagtatatgggaattcatgtagegtcttttgeca

attatgéttgtacttcccttgcaacatatatgacgtaaaagaacttgatgaggagaaaat
tectttgcactttgatgtgtattgtacaggtggaagggaaattctttatcggatttagaat
M
tgtatttcttattctgqtgattctgattctgattcatgggttctataactatttcagGAT
T N T STVR FS L RS L LN VR T T W S R AL ST
GACCAACATTTCTCGGATTTCGTTGCTTCTTCTAGTGCTTCTTGTATCACCTATTGCCCT
S, V. A N N.D L M R, ¥V & L. K K R K I D B T
TTCAGTTGCAAATAATGATTTGGTCAGAGTGGGCCTAARAGAAGAGAAAGTTGGATCCAAC
N R B AT Bh RYLEINE L UKENKETH T ML T K G N 6
CAACCGCCCTGCCTCCCGTTTTGGTTGTAAGAAACATTTGATGCAGAAGTATGGCCTTGG
NGO E G DEDNEDEET 56 e e TSy LK N Y MO B LR
TAATGGTTTTGGAGATGATGACACTGGTATCATCTCTCTAAAGAACTATATGGATGCCCA
e TESSEINE SS TRE T TR G SRR PSS SN @S LT SRET S SR T D T
ATACTTCGGTGAGATTGCTATTGGAACTCCTTCACAAACTTTTACGGTGATATTTGACAC
G S 'S 'NLWL, W VP S GHUKy €Y L8
CGGGAGTTCAAATCTGTGGGTCCCATCTGGAAAATGTTACCTTTCGgtaaatatttattyg
tttaaccaattgaatattgaaatacagtgttagttgtgattggattgtgctagataagtyg
TR Gk BRE SR A S ARG S BN KEINS s S
cataacaactttatgttctgctacagATCGCTTGTTTTTTCCATTCAAAGTACAAGTCTA
K s S5 T ¥ VoK ONU G
GCAAGTCCAGCACTTATGTGAAAAATGgtatgactcttatcttggttccatgettcaaca
atattggctttctttttaatattaatagtgatataaaaactgecttttgectgtgaagaact
tatctggatttttgacagattgctttgatcatatgttgtagatcttcatgtcatatcaat
cacttecgtatcttgatctgaaggtgtetcecttttagttggaagtttatecctactttettte
atttgctttgtgttgttattgctacatcatgactaactgegtgaagttcgaacacttctg
atatgatgatgttatctacttttggttgcatggaattgatcgtattacggtagactatta
tgttgcatcaatattggttcatgttaatccgaatacttatcttttaattggaacctcate
aaactatttttcatttgtacttgtgttcatgatgatcctecgatggctaaaacctttccac
cttgacaaatggtttggaatttggatgtatactttacttggaaattatattggtaatttg
ttatactccecctectatgtatggaggacectttttgtctgagtccaaagcccaccacgggeca
gatatgggtaagactttaggcccgaattccggacttggeeccgagaaaacgggcaaatatt
ttgagaagtcecggtectagtcctggtctacccagtaceccaggtctagtcattagggatgg
agtgaatacaagtgatttctaattgttggtctttaagaataaattttagececcttttttga
atattaactggttgtgtctacgtecatgatacatgtggtgaattatataggcaaatgtaat
cattctgectgccatgccecatttgttcatggctgectgtgaatectcatgatttttgggecat
RS S P T CHEp 2YS G I Gl T S RGeS 8 e e SaThC)
tgcagGTAAGTCAGCTGAGATTCATTATGGAACTGGAGCCATTTCAGGTTATTTTAGCCA
DN VS KV GERD ], f V=V Fe N 0
AGACAATGTCAAAGTCGGGGACCTTGTTGTTGAARAATCAGgttagctttagecatagtecgt
E F
ataacatgtcttggattgataatttgattcttctaagctaatgectatcatcttcagGAAT
[CRES S ANSTISRESpREpS tg Ul 2 F VAT A KFE DTG I L
TCATTGAGGCAACAAGGGAGCCTAGTCTCACATTTGTTGCAGCTAAGTTTGACGGGATAC

77




2461
2521

2581

2641

2701

2761

2821
961
2881

2941

3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721

3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
1461
4381
4441

4501

Gl LG E @ E I 8V G KA VOB ViW
TTGGGCTTGGGTTTCAGGAGATCTCTGTGGGAAAAGCTGTCCCAGTCTGgtaageccgaaa
aaacattgttctgtagaattggttttcaattcaactattaaatttacaaatgtacagtgce

Yo N ARV SIS N SO
ttaacatcgtacaaattgcactgtcaccaattttctaacagGTACAATATGGTCAACCAA
G L VvV N E P V F S F WL N RN AD E E V
GGTCTTGTTAATGAACCAGTATTTTCATTCTGGCTCAATCGCAATGCTGATGAGGAAGTA
G 6, E T WV E G G I' D P A .H HIYK. G B H. T
GGTGGAGAGATTGTGTTTGGAGGAATTGATCCTGCTCATCATAAGGGTGAGCACACTTAT
L P V T Q K G Y W Q
CTTCCTGTGACCCAAAAGGGTTATTGGCAGgttggttttectcaacccttttacactgatg

F D L
atacttgatgttgcatgtgtccttctattgacatgtcactcattaacacagTTTGATTTG
D DV L V 6.6 E 8§ T
GATGATGTCCTGGTTGGTGGCGAGTCTACCgtgagtatatggagttccattttgecagtit
G B
tatcgattcttttagtggttcecttatataactgaccectgggaaattgettttcagGGATT
€ S G .G €S A T A DS Gy oS Lt LA LG B
TTGTTCTGGTGGCTGTTCAGCCATTGCCGATTCAGGAACTTCTTTGTTGGCTGGTCCAAC
Ggtacgtaatcataatagttgaatttttctgtactccctggttcaacttctccacatgga
aattactcaaagtttcaaattacaaatatgattttatgtgaggcacggctgtgataaatt
tgtacttecggetggtgtacectaaaattaaacctectgecattttttttgactggtcagtca
daaaattactggctggattctatatttctatactacgtgcttaaatcttaaggactttaa
gatctcttaacaagtgcactagatctacaaataatgggattacgttactgtcattttttt
tgccatgtgaaggtgttatgaaaattttatactaggtaatgtttatttaatgtgtattge
tatttatcccaattatatcattaataaaaaatttaaatatgactcatcactgtctgcaag
ttaggatgaacttcttacaaatatggatagcacttttccacaatattatgtgaacattct
gtgtagtttttttttctttgttcatggcttaccttaccecgatcaacatataaaatgcaaa
gaggcaatgtgagaaccatctcaatatttcttatttecttgectgcaattgtatgtaataaa
cttgtgggacattecgttattgtaaatggaaggatcactttaggaaacttctgtgtagecta
tttatgctgtatgagctgtccattttactccaaatatagttatttgttctaacaatacga
P VvV V.A Q I N H A I 66 A S G V V._S8
tettetcagCCTGTGGTAGCACAAATCAATCATGCAATTGGTGCCTCTGGTGTAGTGAGC
QINE G Ki TSV sV STHONRY N NGIUK oS I NTL E DEOT L s VELES
CAGGAATGCAAAACAGTCGTTTCACAGTATGGTARACAAATTCTGGATTTACTTGTATCT
Q
CAGgtatgatgcactgatgtagtgattatgctttcacatcttcaatgcattcccaggecta
T
tatgtttatttttcatacatgattatcttatttctgettttgtttttggtctecttaghAC
Q P R K I.¢ S ¢ . 1'6¢ L .C T .F D G T R.G V
TCAACCACGGAAGATTTGTTCCCAAATAGGATTATGCACCTTTGATGGTACAAGAGGAGT
S
GAGgttagtcaagccttcttccaaacttttatctaggtttttcagtgagcaatcggattt
attttgtgctataacactccatattgtagactttgcttttgagaaaaagaaatctgetge
tatcaactattctgactcagcecgtttagtttccttatttttgetecttttttctgttgtaa
MEAGENT, FENSSIRVE, Vil 1DL AKHENL -V DEAKE FSU TSN GREINSET
tgtaaagCATGGGTATTGAGAGTGTTGTCGACAAGAATGTGGACAAGTCATCTGGTAACC

KDl AT lClnS LA WG B My A V. VW M OF eN IOk 2Tl K
TCAAGGATGCTACATGTTCTGCGTGCGAGATGGCAGTTGTTTGGATGCAAAATCAATTGA

O N 9 M 'E-D R E L D ¥ A N QO
AGCAAAATCARACCGAAGACCGAATCTTAGATTACGCTAATCAGgtatgctagatccaaa
cttccaatcaaggttggttcagtatgctacagatggcaagectggcttatacaattecatt

Tl G T iy R T B Ptk S | P (M - G B 35S0 s AL Ve o (DI S Cld LG5S il
tgcagCTATGTGAGCGCTTGCCTAGTCCTATGGGAGAATCAGCGGTTGATTGTGGCAGCC

ST B ERPETIENARES o 8p = 2 T G (G K T B AN T LASLR LR
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4561 TATCCACATTGCCCACTGTTTCTTTCACTCTTGGTGGTAAAACATTTGCTTTGGCTCCTG
1541 Q
4621 AGCAGgtaaataactcttcaacttatctttcttggatcecctcctctacttattttatgta
4681 tggtgctgctagecaagtttggtgtaggaatgtcgttgacaattaaattatatttggtgat
4741 gcacaaatatcttctgacatttgggaattctttgaaatcaagtctattgttgcttgtagt
4801 tggtgcaagtgtttggtatatcggtctgtctagattctagtttgctgectgctggcttcecat
4861 gaaacagtgaatacaatatctgacaattttattccagaatcttgcacattgagataccgt
4921 tccaatatgaaatctgctgtatcatacttatgtgcatacagagattagataaattgtaat
4981 cagctatatttttccaggcaaatatctgaataaaaatcagaatgaaggcaaaatcttttt
5041 tatatggtagttccaagctagattaatctcctattcttgtgtcactgectgttcatgaata
5101 ttacattaaagatgttggtgactaaaccaccttgatatctgatgaagctatcgttatcta
YAt o] G |7
agtgagtttgttcagaatggtttggcttatggattttectatttececgacagTATATCCTC
Qi Ve G (B aG BE e PAL w0 al GRS R G o=l TN Ty DV fie P
5221 CAAGTTGGCGAAGGACCTGCGACTCAATGTATCAGTGGATTCATTGCTCTTGACGTTCCT
P P R G P L W 7
5281 CCTCCACGTGGTCCTCTCTGgtacgtttttacttaaactgaatgctcaaatcttactttyg
5341 aacaatgagatataggttaaggaagttaagactatgtagtcccagttatcctacatttgg
5401 aatccatgtaactataaaaaaaagtacccagcaacagaaaaggtgacgaattgcattggg
I L G
5461 gaagcatctgatgaccaatttgctgaaaagtttcatttgggttggatgcagGATATTGGG
DI F MG @ Y H '"T ¥ F D'H G N M @ V G F
5521 AGACATTTTCATGGGTCAGTACCACACAGTGTTCGACCACGGGAACATGCAAGTCGGGTT
A E A A *
5581 TGCTGAAGCTGCTTAGcgcgtgtttataaaccgccgtgcaaattctatattcctectaca
5641 tgcatgaaacatactatgtttgttagcttctaactaatgaaaggccagacaagagaggct
5701 tgtaatgtgtgtgtagtatcatgctcgtctcttatgtaaatatctgtgecgtctgtgtget
5761 gctttcaatttgggaagttgaacttgaattaatacattttcataaaagctaccgtgttgg
5821 caazaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

516

=

Slika 7. Nukleotidna sekvenca i izvedena aminokiselinska sekvenca FeAP9 gena.
Egzoni koji se nalaze u okviru FeAP9 cDNK su prikazani velikim slovima, introni su
prikazani malim slovima i zasenceni sivom bojom, pre-segment je predstavljen u kurzivu,
pro-segment je podvucen, DTG/DSG kataliticke trijade su prikazane tamnim slovima, a
PSI region je podvucen.

4.2.1. Analiza sekundarne i tercijerne strukture FeAP9

Na osnovu izvedene aminokiselinske sekvence FeAP9 uz pomo¢ programskog paketa
PSIPRED, odredena je sekundarana struktura proteima (Slika 8). Predikcija trodimenzionalne
(3D) strukture je radena u programskom paketu GeneSilico (http://genesilico.pl/meta) (Slika 9).
Pouzdanost predikcije predvidene strukture je zatim potvrdena u programu Verify 3D Structure,
koji za svaku aminokiselinu proverava verovatno¢u zauzimanja odredene pozicije. Na osnovu

predikcije 2D strukture utvrdeno je da se, kao i sve okarakterisane asparti¢ne proteinaze, FeAP9
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uglavnom sastoji od B-naboranih plo¢a. a-helikse formiraju aminokiseline koje Cine signalni
peptid (Met1-Ala20), i deo pro-segmenta Lys34-Lys54, koji nije usao u 3D predikciju obzirom

da u tom regionu AP medusobno pokazuju najmanju homologiju

Program je modelovao 3D strukturu proteina FeAP9 na osnovu 466 aminokiseline, koje
su davale homologiju sa drugim asparti¢nim proteinazama te tako bile informativne za ovu
analizu. Predikovana 3D struktura FeAP9 proteina (Slika 9A) se podudara sa strukturama do
sada okarakterisanih AP: fitepsina je¢ma (Kervinen e al., 1999) i fitepsina Cinare (Frazio et al.,
1999). U predikovanoj strukturi uoéen je karakteristi¢an raspored dva Asp: Asp36 i Asp223, koji
sainjavaju aktivno mesto i koji su locirani u interdomenskom udubljenju (Slika 9B). Dno
udubljenja je prekriveno sa Sest lanaca B-naborane ploce, koji $tite unutranje hidrofobno jezgro.
Kristalna struktura pokazuje prisustvo motiva koji se vezuje za membrane Celija: KGE motiv.
Ovaj motiv je smesten suprotno od aktivnog mesta i istaknut je na povrsini molekula Sto ukazuje
na njegovu ulogu u protein-protein interakcijama (Slika 9C). Predikcija kristalne struktura
FeAP9 heljde pokazuje i orjentaciju PSI regiona u odnosu na delove zrelog enzima. PSI domen
je sagraden od pet amfipati¢nih heliksa koji formiraju helikoidni kompleks sa velikim

unutra$njim hidrofobnim jezgrom.
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Slika 8. Sekundarna struktura FeAP9 aspartiCne proteinaze heljde. Zeleni cilindri
pretstavljaju strukture sastavljene od o-heliksa, zutim strelicama su oznacene f strukture, linije
oznadavaju strukture nasumiéno uvijenog polipeptida, stubi¢ima je pretstavljena pouzdanost

predikcije.
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Slika 9. Prikaz pretpostavljene trodimenzionalne strukture FeAP9. Prikaz kompletne 3D
strukture gde je Zuto pretstavljen deo pro-segmenta, plavo N-polipeptid, crveno PSI region a
zeleno C-terminalni polipeptid (A), deo aktivnog mesta sa obelezenim pozicijama DTG i DSG
motiva (B) i pozicija KGE motiva (C).

4.3. Izolovanje i analiza gena za FeAP9

Koriste¢i prethodno izolovanu ¢cDNK kompletne duzine koja kodira FeAP9 (AY826351)
dizajnirani su prajmeri za izolovanje odgovaraju¢eg gena za tipi¢nu asparti¢nu proteinazu
heljde iz genomske DNK. Kompletna FeAP9 genomska sekvenca (AM422870) je dobijena u
tri nezavisne reakcije lancanog umnozavanja izvedene koris¢erjem sledecih pari prajmera:
APK1/P408, P284/P952 i P916/APK2 (Tabela 1, Materijal i metode). Dobijeni fragmenti
duzine: oko 1,9 kb; 1.5 kb i 1,8 kb (Slika 10A i 10B) su sekvencrani i preklapanjem njihovih

sekvenci dobijen je kompletni genomski klon FeAP9 (Slika 7).
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Slika 10. UmnoZavanje FeAP9 gDNK. Sematski prikaz cDNK AP sa pozicijama
prajmera koris¢enih za dobijanje genomskog FeAP9 klona (A) i elektroforetska
analiza produkata PCR-a iz reakcije sa APK1/P408 (B) i P284/P952 i P916/APK2 (C)
prajmerima na 2% agaroznom gelu.

Analizom u programu za predvidanje signala za iskrajanje introna (,,splajsovanje®), kao i
preklapanjem ¢cDNK FeAP9 i gDNK sekvence ustanovljeno je da gen za FeAP9 sadrzi 12
introna. Vecina introna je duzine oko 100 bp, sa izuzetkom drugog, sedmog i jedanaestog
introna ¢ije su duzine 878, 728 i 586 bp. DuZine i pozicije introna kao i poredenje sa drugim
poznatim AP genima prikazani su na Slici 11. Poredenje je pokazalo da su broj, polozaji i
duzine introna sliéni medu tipiénim asparticnim proteinazama. Poredenje pokazuje da je

najveca sliénost gena za FeAP9 uolena sa orizasinom iz pirin¢a i vrlo malo odstupanje u

odnosu na dva AP gena iz Arabidopsisa koji nemaju duge introne i kojima nedostaje prvi
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intron. Svih 12 identifikovanih introna se odlikuje po 5'-GT/AG-3' terminusima koji su

konsenzus signali za iskrajanje introna.
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Slika 11. Poredenje sekvence gena za FeAP9 asparticne proteinaze heljde sa ostalim biljnim
tipi¢nim i atipi¢nim asparti¢nim proteinazama. U gornjem delu slike prikazan je primarni
translacioni proizvod tipi¢nih AP gena, ispod se nalazi dijagramski prikaz pozicija (crtice) i
veliine introna (brojevi iznad crtica). Lider introni su predstavljeni zvezdicom, a startni Met
trouglom.

Osim navedenog izvedena je evoluciona studija gena za FeAP9 koja je ukljucivala
konstruisanje filogenetskog stabla u cilju pozicioniranja FeAP9 u odnosu na gene atipi¢nih,
tipi€nih 1 nebiljnih aspartiénih proteinaza. Dendrogram je konstruisan upotrebom programskog
paketa PHYLIP, pri ¢emu su upotrebljene nukleotidne sekvence do sada poznatih AP, uz

eliminisanje tre¢eg nukleotida kodona. Takode, u analizi su koris¢ene sekvence tipi¢nih

asparti¢nih proteinaza iz kojih je izostavljen PSI region. Iz dendrograma je jasno da geni biljnih
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asparti¢nih proteinaza pripadaju dvema granama. Fe4 P9 se jasno grupise sa ostalim genima koji
kodiraju tipi¢ne AP i koji su jasno razdvojeni od grupe koju ¢ine geni atipi¢nih AP (Slika 12).

Ovim se potvrduje analiza homologije na nivou aminokiselinske sekvence.

CDR1 (A. Thaliana)
4 CNDA1 (N. fabacurmn)

Nepetensini (N. gracilis)

Nepetensin2 (N. gracilis)

FeAPL1 (£ esculentum)

AP (O. sativa)

AP (H. vulgare)

FeAP? (F esculentum)

AP (B. nopus]

AtPaSP1 (A. thaliana]

AP (I cacao)

AP (V. unguiculata)

NoAP1 (N. alata)

Pepsinogen C (C. porcellus)

Slika 12. Filogenetske pozicije biljnih aspartiénih proteinaza. FeAP9, Fagopyrum
esculentum (AAV84085), TcAP1, Theobroma cacao (CAC86003); NaAP1, Nepenthes alata
(BAB20969); AP Brassica napus (AAB03108); AtPaspl, Arabidopsis thaliana
(AAL08259); AP Vigna unguiculata (AAB03843); Nepentesin [ i II, Nepenthes gracilis
(BADO07474 i BADO07475); CDR1, Arabidopsis thaliana (AAP72988); CND41, Nicotiana
tabacum ( BAA22813); FeAPL1, Fagopyrum esculentum (AYS536047); AP-orizasin, Oryza
sativa (Q42456); Hv-tipiéna AP, Hordeum vulgare (X56136 pepsinogen C, Cavis porcellus
(M88652)
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4.3.1 Izolovanje i analiza 5’ regulatornog regiona gena za FeAP9

Jedan od ciljeva ovog rada bio je iizolovanje 5’ regulatornog regiona gena za FeAP9. Za
ovu svrhu koris¢en je modifikovani 5> RACE gde je kao matrica koris¢ena parcijalno
digerirana gDNA heljde enzimom Smal i na ¢ije su krajeve bili ligirani parcijalno jednolancani
adapteri. Prajmeri AP1/P429 (Tabela 1) su primenjeni u primarnoj ,,Touchdown* reakciji, a
AP2/P269 (Tabela 1) u sekundarnoj reakciji, tj. reamplifikaciji Najduzi proizvod
amplifikacije od oko 500 bp (Slika 13) je sekvenciran i preklopljen sa prethodno dobijenom
cDNK koja kodira asparti¢nu proteinazu heljde. Izolovano je 407 bp uzvodno od ATG, ali niti
je bilo zna¢ajne homologije sa prethodno izolovanih 83 bp 5’UTR ¢DNK sekvence niti je bilo

mogude odrediti start transkripcije u okviru ove sekvence.

A B

TD RA - 501,
651:)]:-13
= 500 bp
—1650bp 100bp
- —1000b; 300 bp
& 5o ~3000p

Seae |—100bp

Sess | —300Dbp o
W | —100bp
AP1/P429 AP2/P269

Slika 13. Izolevanje 5° regulatornog regiona FeAP9 gena primenom modifikovane 5°
RACE metode. Elektroforetska analiza produkata ,,Touchdown PCR-a sa AP1/P429
prajmerima (A) i njegove reamplifikacije prajmerima AP2/P269 (B) na 2% agaroznom
gelu.
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Na osnovu nekih novijih saznanja iz literatuture predpostavljeno je da se ova razlika
moze pripisati prisustvu dodatnog .,vodeéeg introna“ (lider intron) koji se nalazi u okviru
5°UTR (Slika 14). Dizajnirani su nizvodni prajmer If iz 83 bp dugog regiona koji predstavlja
5°UTR dobijen na osnovu ¢cDNK FeAP9 sekvence (tkz. lider sekvenca) i uzvodni Ir prajmer iz
kodiraju¢e sekvence, nizvodno od ATG. PCR proizvod dobijen kori§¢enjem If/Ir prajmera i

gDNK iz heljde kao matrice (slika nije prikazana) je sekvenciran i na taj nacin dobijeno je

dodatnih 349 bp 5* UTR regiona.

CardA_gDNA ACACATTGCTICTCTTCCCACACCCTCCTICATTGCTTCCATCAAATAACACgr - 966 - agTGAAACATG

CardA_cDNA CCTTCATTGCTTCCATCAAATAACAC - - - - - - - TGAAACATG
CardD_gDNA ACACATTGCTCTCTTCCCACACC-TCCTICCTTGCTTCCATCAAATAACACgr - 1207 - agTGAAACATG
CardD_cDNA CC-TCCTICCTTGCTTCCATCAAATAACAC -~ - - - - - - TGAAACATG

CardB_gDNA ACACATTGCTCTCTTICCCACACCCTCCTTCATTGCTTCCATCAAATAAGAGgr - 933 - agTGAAACATG
CardB_cDNA ACACCCTCCTTCATTGCTTCCATCAAATAAGAG - - - - - - - TGAAACATG

VuAPl_gDNA GTGAGAGAAATAGACACTCTCCACTGCTTATAACTCATTCTCTITCCCTCATTTCTCTICTTTTCTCTCC
TGCGATCTCCATATAATCGgt - 583 - agGAGAATATG

Orizasin _gDNA  ACGTCGGTIGTTGCTGTTGCTGCTGCTCCTCCCGTTITICCGgt - 649 - agATCGCAGCCATG

FeAPY gDNA CGCCCGGGCAGGTCTAGAATTCAGCGGCCGCGTCTCTCTATTTITATI TTATATCTTTCCCCCATTGGCTCT
TTGCATCATCCCCGCTACTCTCTICTTICTCTATAATCTC

gGATGACCAACATTTCTCGG -\TTTCGTT
GCTTC TTCT»\GTGC TTC TTGT—\TC ACCTATTGCCCTTTCAGTTGCAAATAATGATTTGGTCAGAGTGGGCC
TAAAGAAGAGAAAGTTGGATCCAACCAACCGCCCTGCCTCCCGTTTTGGTTGTAAGAAACATTTGATGC
AGAAGTATGGCCTTIGG

Slika 14. Poredenje 5’ regulatornog regiona gDNK i cDNK sekvenci AP gena koji sadrze
lider intron i pretpostavljena struktura 5’ regulatornog regiona FeAP9 gena. Crvenim
velikim slovima je obelezen startni kodon, malim crvenim slovima obelezeni su signali
za iskrajanje introna, brojevi pretstavljaju duzine lider introna, plavom bojom su
obelezeni nukleotidi FeAP9 sekvence koji potencijalno pripadaju lider intronu i
podvucene su sekvence prajmera Ifi Ir za umnoZzavanje FeAP9 lider introna.
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Poredenje FeAP9 genomske sekvence sklopljene kao $to je prethodno objasnjeno sa
odgovaraju¢om cDNA potvrduje prisustvo lider introna u 5’UTR-u gena, uzvodno od startnog
ATG kodona. Nukleotidne sekvence ¢cDNK i gDNK FeAP9 se razilaze pocev od drugog
nukleotida uzvodno od ATG. Na mestu gde se pojavljuje razlika izmedu ¢cDNK i gDNK
sekvenci za FeAP9 uoCena je ,.splajsing“-akceptorska sekvenca: AG. Preostali nukleotidi lider
sekvence pojavljuju se u uzvodnom regionu genomskog klona nakon 755 bp insertovane
sekvence. Insertovana sekvenca ima konsenzus donorsko mesto za ,.splajsovanje”: GT na 5’
kraju, Sto potvrduje da se radi o lider intronu.

Kompjuterskom predikcijom u okviru lider introna pronadeno je viSe cis-aktivirajucih
regulatornih sekvenci koje mogu biti ukljucene u odgovor na razli¢ite hormonske stimuluse i
stimuluse iz spoljasnje sredine. Cis-aktiviraju¢i elementi koji pokazuju manji ili veci stepen
sli¢nosti (,,core and matrix similarity) sa cis elementima razli¢itih biljnih promotora su
pronadeni preklapanjem podataka iz dve razli¢ite baze podataka. Elementi sa najve¢im

stepenom homologije su izdvojeni i ukratko opisani u sledecoj Tabeli 1.
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CISELEMENT

SUTR Py-rich stretch

AE-boks:
Boks 4;
GAGmotiv

Boks-W1

CGTCA-motiv

GCN4 motiv;
Skn-1 motiv

HSE

TC-bogati ponovei

TCA element

TGAboks

Cirkadian

TTICTTICICY /92

AGAAACAT 607;
ATTAAT ' 273;
AGAGAGT '§7

TIGACC ' 644

CGICA: 721

TGAGTCA/ 121;
GTCAT/ 537
AGAAAATTCG 744

ATTTICTTICA /141
GAGAAGAATA 91

TGACGTAA/ 721

CAANNNNATC 404

Cis-element koji potvrduje visok
nivo transkripcije

Prisutani u promotorima gena
regulisanih svetlosnim
zracenjem

Sekvenca za koju se vezuje
WRKY transkripcioni faktor,
ukljuéena u odgovor na papad
patogena

Cis-element ukljuc¢en u odgovor
na metil jasmonat

Element ukljucen u ekspresiju
genau endospermu
Cis-element ukljucen u odgovor
na toplotni stres

Cis-element ukljucen u

odbrambene mehanizme i
odgovor na stres

Sekvencanadena u genima dija
je transkripcija aktivirana
salicilnom kiselinom
Cis-element u genima cija je
transkripcija aktivirana
auksinom

Cis-regulatomi element ukljucen
u kontrolu cirkadijalnog ritma

Tabela 1. Spisak cis- elemenata iz potencijalnog 5’ regulatornog regiona FeAP9

4.4. Profil ekspresije FeAP9 gena

4.4.1. Analiza ekspresije FeAP9Y u razli¢itim organima heljde metodom ,,Northern“ blot

Utvrdivanje profila ekspresije gena za tipi¢nu asparticnu proteinazu FeAP9 u organima

heljde, uradena je Northern blot analizom ukupne RNK izolovane iz razli¢itih organa heljde kao
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Sto su seme u razli¢itim fazama sazrevanja (%11; 14-17; 19-21 DAF; zrelo seme starije od 23
DAF) (Slika 15A), zeleni list, Zuti list u prirodnoj senescenciji (Slika 15B) i koren i cvet (Slika
15C). Kao proba koris¢ena je radioaktivno obelezena cDNK FeAP9. Nakon ekspozicije od 24
sata, dobijena je radiografija prikazana na Slici 15. Signali su se javili ne samo u semenu, ve¢ i u
ostalim analiziranim organima. Ovi rezultati pokazuju jasno definisan profil ekspresije u toku
sazrevanja semena heljde, gde je slab i tesko detektabilan signal uocen u pocetnim fazama
sazrevanja (9-11 DAF i 14-17 DAF), dok je najizrazitija ekspresija uocena u toku faze 1921
DAF. Nakon toga, intezitet signala opada u zrelom semenu. Osim toga, kroz ova Cetiri stupnja
sazrevanja semena heljde uporedno je analiziran profil ekspresije 13S rezervnog proteim heljde

(Slika 15A).

FeAP? FeADPO

FeLEG63
265rRNA

265 TRNA

Slika 15. Northern analiza ukupne RNK, upotrebom inserta klonova FeAP9 i FeLEGGS,
kao proba . Seme kroz razliite faze razvi¢a (A), list (B), koren i cvet (C).

U svrhu detektovanja signala koji poti¢e od ovog rezervnog proteima heljde, u Northern
analizi koriS¢en je FeLEG65 cDNK klon kao proba za hibridizaciju. UoCeno je da je profil
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ekspresije gena za AP9 slican profilu ekspresije 13S rezervnog proteina koji se akumulira tokom
sazrevanja semena. Takode je zanimljivo da se u prrodnom senescentnom listu detektuje

upadljivo vecéa zastupljenost AP9 mRNK u odnosu na zeleni list (Slika 15B).

4.4.2. Analiza ekspresije FeAP9 u razli¢itim organima heljde metodom RT PCR

Imajué¢i u vidu da je ranija analiza FeAP9 i FeAP12 ¢cDNK sekvenci pokazala da
medusobno dele visok nivo homologije, kao i da se moze ocekivati jos dodatnih predstavnika AP
familije u genomu heljde, bilo je neophodno reanalizirati prethodno dobijene rezultate koji su se
odnosili na ekspresiju gena za FeAP9 dobijene Northern analizom. U tu svrhu izveden je RT
PCR da bi se detaljnije odredila ekspresija odgovarajuce iRNA u razli¢itim organima heljde, kao
i tokom razli¢itih faza razvica semena kori§éenjem specificnih prajmera. Da bi se obezbedila
diskriminacija signala koji poti¢u od gena koji su potencijalno slicni FeAP9 genu dizajniran je
uzvodni prajmer komplementaran 3’- netransliraju¢em regionu FeAP9 gena i nizvodni prajmer
komplementaran regionu u nivou egzon-egzon spoja kako bi se onemogucila amplifikacija sa
gDNA kontaminacije. Prajmeri dizajnirani na osnovu sekvence histon 3 gena duvana su
koris¢eni kao ununtrasnja kontrola amplifikacije. Analiza RT PCR potvrdila je prisustvo FeAP9
transkripta u svima analiziranim organima: korenu, stablu, listu, cvetovima i semenu (Slika
16A).

Profil ekspresije tokom sazrevanja semena analiziran je detaljnije kroz ve¢i broj faza
sazrevanja i to odredivanjem relativne ekspresije genaza FeAP9 u odnosu na nivo referentnog
gena. Analiza je vrsena koris¢enjem Scion Image denzitometijskog pograma (“NIH Image za
Macintosh”, Wane Rasband, National institutes of Health, USA, modifikovanog za Windows,

Scion Corporation, 1997 (Slika 16B). Dobijeni histogram ukazuje da je najveci nivo ekspresije
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prisutan u fazama 21-23 i 23-25 DAF. Takode je slaba ekspresija detektovana u semenima ve¢ u

fazi 9 DAF, kao i u zrelim semenima heljde (25-28 DAF).

seme (davs after flowenng)
~ s LN = -~ e e Py
5 R S~ ~ =~ 7 'y 0y 7
o = S A < > ~! - ~ ) =
= e S ~ . ™y a Y v
il

" NS s GRS ONG 995 @ 9% Histon 3

080 &2
e
0850
7959
2430
&2
o1 I
0.20
010
5 00 =
<9 5-11 11-31414-17 17-1916-21231-23 23-3525-28 DAF

Slika 16. Analiza ekspresije gena za FeAP9 u razli¢itim organima i razlifitim
fazama sazrevanja semena heljde RT PCR metodom (A). Relativna ekspresija

FeAP9 gena

u semenu u razli¢itim fazama sazrevanja odredena

denzitometrijskom metodom (B).

Dodatno je analiziran profil ekspresije #eAP12 gena koris¢enjem prajmera P221/P445,

dizajniranih na osnovu najmanje konzervisanih sekvenci FeAP12 i za koje je pokazano da ne
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vrSe umnozavanje sa pFed4P9 (slika nije prikazana). Kao $to se mozZe videti sa Slike 17,

ekspresiju FeAP12 gena nije moguce uo€iti u korenu, stablu, listu i cvetu.

Obzirom da je FeAP12 mRNK moguée detektovati samo u semenu ocigledno je da se

radi o genu sa tkivno specificnom ekspresijom. Takode, nakon denzitometrijske analize nivoa

ekspresije u semenu (Slika 17 B), uoceno je da se profil ekspresije znacajno razlikuje u odnosu

na onaj koji je odreden za FeAP9. Ekspresija FeAP12 je visoka u ranoj fazi sazrevanja (<9

DAF), a nakon toga dolazi do njenog opadanja.

i
(&

-}

L

'\ =
: |

mesie mse  FeAPI2

e GENS e NS SR NG @S @% Hision 3

9:11 11-14 14-17 17-19 19-21 21-23 2325 2528 DAF

Slika 17. Analiza ekspresije gena za FeAP12 u razlifitim organima i razli¢itim
fazama sazrevanja semena heljde RT PCR metodom (A). Releativna ekspresija
u semenu u razli¢itim fazama sazrevanja odredena
denzitometrijskom metodom (B).

FeAP9 gena
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4.4.3 Analiza ekspresije FeAP9 u uslovima abiotickog stresa metodom Real-time PCR

4.4.3.1. Standardizacija Real-time PCR za FeAP9 gen

U cilju upotrebe Real-time PCR metode za pracenje ekspresije FeAP9 gena dizajniran je
ve¢i broj prajmera koji su analizirani standardnom PCR procedurom. Proizvodi amplifikacije
analizirani su na gelu (slika nije prikazana). U uzi izbor su usli prajmeri Uapl i Uap2 (Tabela 1)
koji su dali zadovoljavaju¢e umnozavanje FeAP9 gena bez prisustva nespecificnih proizvoda.
Dalje je odredivana efikasnost Realtime PCR reakcija u kojima su ovi prajmeri koriS¢eni
konstruisanjem standardne krive. Standardna kriva je dobijena na osnovu rezultata Realtime
PCR u kome su kao matrice koriS¢ene cDNK iz lista heljde koje su pretstavljale sukcesivna
razblazenja pocetne cDNK (5x, 10x, 20x, 40x i 80x razblaZzenja). Nakon Realtime PCR
automatski su za svaki odredeni: ,,BASELINE”, koja obuhvata inicijalni cikluse PCR u kojima
postoji vrlo mala promena u jacini fluorescentnog signala; “TRESHOLD” - linija koja prolazi
kroz eksponencijalni deo krive amplifikacije, iznad “baseline Ct - broj ciklusa u kome
fluorescenca prolazi kroz “treshold” i Rn normalizovani reporter - odnos jafine emitovane
fluorescence reportera u odnosu na pasivnu referencu. Takode su odredena relativna
koncentracija serije razblazenja ¢cDNK i pretstavljene su arbitrarnim jedinicama (1; 0,5; 0,25;
0,13 1 0,06). Na grafiku koji prikazuje standardnu krivu, na ordinati su prikazani logaritmi (sa
osnovom 10) koncentracija, a na apscisi odgovarajué¢e Ct vrednosti (Slika 18A). Iz jednacine
standardne krive odreden je njen nagib (-3.1023), a na osnovu nagiba, izracunata je efikasnost
primenom jednacine. E=107(10"/"%"). Efikasnost PCR reakcije za umnozavanje FeAP9 ¢DNK

prajmerima Uapl i Uap2 iznosila je 2,1.
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Slika 18. Standardna kriva Fe4P9 gena (A) i kriva topljenja FeAP9 produkta umnoZenog
upotrebom Uapl i Uap2 prajmera (B).

Takode je na Slici 18B prikazana kriva disocijacije proizvoda iz prethodne Real-time
PCR amplifikacije kako bi se utvrdilo da li postoji nespecifiéno umnozavanje u koris¢enim
c¢DNK uzorcima. Kriva disocijacije sadrzi jedan diskretan pik koji nastaje disocijacijom
specifi¢nog proizvoda na temperaturi od 82,24° C. Drugi pikovi poreklom od nespecifi¢nih
dvolancanih DNK nisu detektovani, kao ni potencijalni prajmer-dimeri, ¢ije su temperature
topljenja najéesce oko 76°C.

Kako bi se izvrsila relativna kvantifikacija ekspresije gena za FeAP9 bilo je neophodno
pronaci odgovarajuée unutrasnje kontrole, gene koji se konstitutivno eksprimiraju u svim tkivima
i to bez varijacija tokom razli¢itih faza razvica ili delovanjem razli€itih spoljasnjih stimulusa na
biljke. Odabrani geni su bili 26S rRNK; 5,8S rRNK i histon 3 i dizajnirani su prajmeri za njihovo
umnozavanje (26Sf/26Sr; 5,8S1/5,8Sr i H3f/H3r, Tabela 1, Odeljak Materijal i metode). Kao sto
je prethodno opisano, odredene su efikasnosti PCR reakcija u kojim su koriS¢eni ovi prajmeri i
cDNK iz lista heljde kao matrice koja je bila sukcesivno razblazivana, dok su krive disocijacije

koriS¢ene da bi se odredile temperature topljenja PCR proizvoda Slika 19A. Na Slici 19B
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prikazane su krive amplifikacije za sve prajmere, na osnovu kojih su konstruisane pojedinacne

standardne krive.

A

FeAPS

5. 8SIRNA 8322 2.6934
Histon 3 80.96 2.0285
26SRNA 87.49 2.03693
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Slika 19. Tabelarni prikaz efikasnosti reakcija amplifikacija i Tm PCR proizvoda (B) i
krive amplifikacija (B) referentnih gena (5.8SrRNK, 26SrRNK, H3) i FeAP9 gena.
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4.4.3.2. Ekspresija FeAP9Y gena u uslovima abiotickog stresa

U cilju ispitivanja ekspresije FeAP9 gena u uslovima stresa, kompletno razvijene biljke
heljde su bile podvrgnute razli¢itim stimulusima iz spoljasnje sredine. Radi relativne
kvantifikacije specifitne mRNK primenjen je Real-time PCR pristup gde je kao unutraSnja
kontrola, t.j. kao referentni gen koris¢en histon 3 gen. Da bi se odredilo da li primenjeni stres
moze imati uticaj na ekspresiju referentnog gena, kao dodatna kontrola koris¢en je gen za 26S
rRNK. Pokazalo se da obe kontrole imaju slican i nepromenjen profil ekspresije tokom stresa

(slika nije prikazana).

U sluCaju senescencije izazvane mrakom, prve znacajnije promene u ekspresiji
detektovane su nakon 3 dana izlaganja biljaka mraku, dok je najvea ekspresija zabeleZena
nakon 9 dana ovog tretmana. Uo¢eno je da nivo mRNK Fe4P9 opada jedanaestog dana nakon
pocetka tretmana (Slika 20A). Takode, u slucaju izostavljanja zalivanja biljaka, ekspresija
znacajno raste 9 dana nakon poletka ovog tretmana, a zatim u slede¢im danima ekspresija
postepeno opada (Slika 20B). U cilju imitiranja napada patogena, listovi heljde su mehanicki
povredivani pomocu hiruske igle. Ovaj eksperiment ukazuje na to da povredivanje listova heljde
deluje na FeAP9 ekspresiju, naroCito drugog dana nakon povrede, dok tre¢eg dana nivo
transkripta pocinje da opada (Slika 20C). Nakon 1 sat izlaganja biljaka UV zrafenju, detektovan
je slab porast ekspresije koji opada do nivoa kontrole nakon 2 sata od pocetka tretmana i ostaje
nizak i nakon 24 sata tretmana (Slika 20D). Konacno, ispitivan je uticaj salicilne kiseline na
profil ekspresije FedP9. Otkinuti listovi heljde su iseckani na komadice, a zatim direktno
smesteni u medijum koji je sadrzavao 200 uM SA. Kontrole za svaku vremensku tacku

eksperimenta su ukljucene u cilju eliminacije moguéeg uticaja osmdskog stresa. Za vreme prvih
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30 minuta tretmana salicilnom kiselinom, ne uo¢ava se promena u nivou iRNK FeA4 P9, medutim,

nakon 1 sata ekspresija je duplo veca (Slika 20E).
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Slika 20. Real-time PCR analiza ekspresije FeAP9 gena u listovima heljde uzorkovaim
nakon razli¢itih stresnih tretmana: mrak (A); susa (B); ranavanje (C); UV (D) i salicilna
kiselina (E). Vrednosti su generisane iz tri nezavisna merenja i na stubié¢ima su
prikazane standardne greske.
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Dodatno je analiziran uticaj kadmijuma na ekspresiju FeAP9 gena i uoceno je da
prilikom tretmana 100 uM CdCl, dolazi do upadljivog porasta nivoa Fe4P9 iRNK nakon 3 1 24
sata, u odnosu na kontrolu. Profil ekspresije se razlikovao u sluc¢aju kada su biljke tretirane u 300
uM CdCl, (Slika 21). Iako je nakon 4,5 h nivo bio sli¢an kao i nakon 3 h tretmana 100 pM
CdCl,, nakon 1 dana, dolazilo je do o¢iglednog smanjenja nivoa ekspresije, ¢ak 1 ispod nivoa

kontrole, t.j. netretiranih biljaka.

Uzimajuéi u obzir prethodno uocene promene ekspresije ocigledno je da se RAP9 nivo

povecava u heljdi pod uticajem razli€itih stresnih uslova.
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Slika 21. Real-time PCR analiza ekspresije FeAP9 gena u listovima heljde tretiranim 100
pM i 300 pM CdCl, Vrednosti su generisane iz tri nezavisna merenja i na stubi¢ima su
prikazane standardne greske.
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4.4.4. In situ RNK-RNK hibridizacija
U cilju preciznijeg odredivanja lokalizacije ekspresije FeAP9 gena u razli¢itim tkivima
heljde radena je in situ RNK-RNK hibridizacija. Kao proba u ovim eksperimentima koris¢en je

dioksgeninom obeleZen antisens lanac FeAP9 iRNK.

Slika 22. In situ RNK-RNK hibridizacija FeAP9 na poprefnom preseku stabla
heljde. Hibridizacija sa antisens probom (A) 1 sens probom kao negativhom
kontrolom (B). s - sprovodni snopici, sz — sprovodni zrak, pk — primarna kora, c¢p
— centralni parenhim, ep — epidermis i ¢§ — centralna Supljina

U eksperimentima je koriS¢en sens lanac FeAP9 iRNK kao negativna kontrola.
Analizirani su poprecni preseci lista, stabla i korena, kao i uzduzni presecisemena i cveta heljde.
Jedino je bilo moguce uoéiti u popreénom preseku stabla prisustvo signala u vakuolama delija
centralnog parenhima (Slika 22). Takode je analizirano seme heljde u srednjoj fazi razvica.

Presek kroz seme koje je prethodno bilo oslobodeno od tvrde semenjace, napravien je u nivou
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embriona. Jak signal detektovan je u éelijama endosperma, t.j. u delu semena namenjenom za

deponovanje proteina (Slika 23). U oba slu¢aja signal je izostajao u negativnim kontrolama.

Slika 23. In situ RNK-RNK hibridizacija FeAP9 na preseku smena heljde.
Hibridizacija sa antisens probom (A) 1 sens probom kao negativnom kontrolom (B).
k — kotiledon, en — endosperm.

4.5. Analiza ekspresije FeAP9 proteina

4.5.1. Ekspresija rekombinantnog FeAP9 proteina

U cilju praenja ekspresije FeAP9 proteina u razli¢itim organima heljde, kao i tokom
njihovog razvi¢a bilo je neophodno napraviti antitela koja specificno prepoznaju asparti¢nu
proteinazu heljde. Za tu svrhu prethodno je trebalo proizvesti rekombinantni FeAP9 protein. U
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cilju ekspresije FeAP9 rekombinantnog proteina kao i postizanja njegove vece solubilnosti,
dizajnirana je fuzija MBP-FeAP9 u pMAL-c2X vektoru koji je potom koriséen za transformaciju
Roseta-gammi bakterijskog soja. Nakon IPTG indukcije u test eksperimentu detektovan je veliki
broj klonova koji su eksprimirali fuzioni protein. U daljim eksperimentima analizirali smo
ponasanje MBP-FeAP9 fuzionog proteina od oko 90 kDa pri ¢emu je utvrdeno da je on pretezno
lokalizovan u insolubilnoj frakciji t.j. u inkluzionim telima, dok je u solubilnoj frakeiji protein
bio jedva vidljiv nakon Coomassie Brilliant Blue G250 bojenja (Slika 24A). Rekombinantni
protein iz obe frakcije je vizuelizovan anti-MBP antitelima u protein gel blot analizi ¢ime je
potvrdena njegova specifi¢nost (Slika 24B). Priblizno 500 pg solubilnog proteina je bilo
pre¢id¢eno kori$éenjem amiloza rezina iz 1000 ml indukovane bakterijske kulture. Dalji pokusaji

i trud da se dobije aktivna forma rekombinantnog enzima nisu dali pozitivne rezultate.

A I 2 2 -~ - S

IRP. . sy - 94 kDa
MBP-FeAP9 72 LDa

P — 55 kDa

B

MBP-FeAP9—

Slika 24. Ekspresija rekombinantnog FeAP9. SDS-PAGE - Coomasie brilliant blue bojenje
totalnog proteinskog ekstrakta neindukovanih (1) i IPGT indukovanih (2) Rosetta-gami celija i
insolubilne (3) i solubilne (4) frakcije indukovanih Rosetta-gami Celija (A). Western blot
analiza istih uzoraka (B).
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4.5.2. Imunodetekcija FeAPY proteina

Obzirom da rekombinantni FeAP9 protein nije bilo moguce koristiti za imunizaciju
Zivotinja i proizvodnju antitela, jer je jedino bio solubilan u formi fuzionog proteina, sa MBP
tagom, opredelili smo se za proizvodnju antitela na sinteti¢ki oligopeptid dizajniran na osnovu
izvedene aminokiselinske sekvence FeAP9. Sinteza oligopeptida duzine 15 ak
(HSKYKSSKSSTYVK), kao i proizvodnja poliklonskih antitela koja prepoznaju ovaj
oligopeptid (anti-FeAP9 antitela) proizvedena su kori$¢enjem usluge komercijalnog servisa:
BioGenes, Customised polyclonal antisera/antibodies (Berlin, Nemacka).

U cilju detektovanja FeA9 proteina u uzorcima razli¢itih organa i tkiva heljde, koriS¢ena
su prethodno opisana antitela koja prepoznaju N-terminalni oligopeptid AP9 proteina (Slika
25A) i njihova specifi¢nost je potvrdena koris¢enjem rekombinantne MBP-FeAP9 proteinske
fuzije. Reaktivnost ovih antitela je potvrdena i ustanovljeno je da mogu da prepoznaju manje od
10 ng rekombinantnog proteina. U daljoj analizi koriS¢enjem rekombinantnog proteina

ustanovljeno je da je optimalno razblazenje antitela za imunodetekciju 1350 (Slika 25B).
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Slika 25. Standardizacija Western blot detekcije anti-FeAP9 antitelom. Predikcija ksristalne
strukture FeAP9 proteina sa naznafenom pozicijom oligopeptida (pink) za koji je pravljeno
specifi¢no antitelo (A) Western blot detekcija 10 ng FeAP9-MBP rekombinantnog proteina - rp
i proteina od 47 kDa iz kiselog proteinskog ekstrakta semena — es (B) pri razliCitim
razblazenjima anti-FeAP9 antitela.

U daljem radu je analizirano prisustvo FeAP9 proteina primenom anti-FeAP9 antitela u
razli¢itim organima heljde. Traka od oko 47 kDa je detektovana u totalnim proteinskim
ekstraktima lista, korena, stabla i semena pri neredukujuéim uslovima, tj. u odsustvu [-
merkaptoetanola, dok je traka od oko 52 kDa uocena u ekstraktima cveta heljde pri istim
uslovima. U prisustvu p-merkaptoetanola, u svim analiziranim organima detektovano je

prisustvo trake od 32 kDa, sa izuzetkom cveta gde se javlja polipeptid od oko 26 kDa (Slika

26A).
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Slika 26. Western blot analiza FeAP9 proteina. Ekspresija u razliitim organima u
neredukuju¢im i redukujué¢im uslovima (A) i u razliCitim fazama razvi¢a analiziranih
organa (B). Jednake koli¢ine proteina (30 pg) iz ukupnih proteinskih ekstrakata razli¢itih
organa heljde su naneSene na 12% gel i izvrSen je transfer na PVDF membranu.
Imunodetekcija je vrSena koris¢enjem poliklonskih anti-FeAP9 antitela.

Sledeci eksperimenti u kojima je praceno prisustvo FeAP9 proteina u odredenim
organima za vreme njihovog razvi¢a pokazali su da do dramati¢nog porasta ekspresije FeAP9
dolazi u semenima tokom njihovog sazrevanja. Polipeptid od 47 kDa se javlja u fazi 14-17 DAF
i tokom daljeg sazrevanja dolazi do njegove akumulacije (Slika 26B). U germinativnim

semenima isti polipeptid je bio prisutan tokom prvih pet dana nakon imbibicije, dok Sestog i

sedmog dana nakon imbibicije dolazi do znacajnog smanjenja nivoa polipeptida od 47 kDa
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(Slika 26B). Isti signal se javlja u kotiledonima, mladim i potpuno razvijenim listovima, dok je u
prirodno senescentnim listovima uocen jaci intezitet signala (Slika 26B). Analiza ekspresije 52
kDa FeAP9 polipeptida u cvetovima, pokazuje da je ova traka potpuno odsutna u pupoljcima,
pojavljuje se tek u delimi¢no otvorenim cvetovima, i njen signal je najaci u kompletno zrelim
cvetovima (Slika 26B). Osim toga Western blot analizom detektovano je prisustvo polipeptida
od 52 kDa u tu¢kovima cveta heljde, dok je odgovarajuéi signal izostajao u polenu. Intezitet
signala nije se razlikovao izmedu neopraSenog pin tucka i opradenog pin tucka pin polenom ili

trum polenom.
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S. DISKUSIJA

Do sada su biljne asparti¢ne proteinaze detektovane i preciSéene iz veceg broja razlic¢itih
biljnih vrsta. Ipak, njihove bioloske funkcije nisu dovoljno ispitane, kao Sto je to slucaj sa
sisarskim, virusnim i mikrobijalnim AP. Podaci koji se odnose na moguée bioloSke funkcije
biljnih AP koje su i dalje hipoteticke, prevashodno su proistekli iz analize ekspresije u
odredenim tkivma, pri razli¢itim uslovima, kao i iz eksperimenata ko-lokalizacije sa
potencijalnim proteinskim supstratima i eksperimentalnih in vitro dokaza degradacije ili obrade
tih supstrata. Na osnovu navedenog, smatra se da su biljne AP ukljuene u senescenciju,
programiranu Celijsku smrt, odgovor na stres, reprodukciju, kao i obradu ili degradaciju
rezervnih prodeina. Identifikacija i analiza biljnih proteaza izmedu ostalog, od velikog je
znaaja 1 za razumevanje metabolizma rezervnih proteina. Poznato je da proteoliticko secenje
ima znacajnu ulogu u sazrevanju rezervnih proteina, $to je znacajno za njihovo pravilno
deponovanje u semenu, a kasnije i za njihovo ponovno aktiviranje (Gruis et al., 2002)
obezbedjujuci tako kontinuitet zivotnog ciklusa biljke. Prekursorni polipeptidi se obraduju
ogranicenom i kontrolisanom proteolizom do zrelih subjedinica rezervnih proteina tokom razvica
semena u Celijama tkiva za skladistenje. Kada se steknu povoljni uslovi, nakon perioda
dormancije u germinativnom semenu dolazi do limitirane proteolize specificnim
endopeptidazama, Cime se rezervni proteini otvaraju i postaju dostupniji drugim endo i egzo-
peptidazama koje potpuno degraduju proteinske rezerve.

[z literature je poznato da heljdu (Fagopyrum esculentum Moench) odlikuje izuzetan

kvalitet rezervnih proteina bogatih lizinom, treoninom, triptofanom i amino kiselinama koje
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sadrze sumpor, za razliku od rezervnih proteina drugih Zzitarica. Zbog specifi¢nog
aminokiselinskog sastava rezervni proteini heljde su u prethodnom periodu bili predmet
izu¢avanja u nadoj laboratoriji. Tako je analizirana je struktura i regulacija ekspresije gena koji
kodiraju rezervne protein, a najveca paznja posvecena je i najzastupljenijim RP (rezervni
proteini) u heljdi: globulinima leguminskog i vicilinskog tipa (Brkljaci¢ et al., 1998; Maksimovi¢ ez
al., 2000; Milisavljevi¢ et al., 2004; Samardzi¢ et al., 2004; Milisavljevi¢ et al., 2005).

Tokom analize RP uo¢eno je da proteinski ekstrakti semena heljde pokazuju endogenu
proteoliticku aktivnost u kiselim uslovima kakvi pogoduju aktivnosti pepsina (Radovi¢ er al.,
1998). Na osnovu toga je pretpostavljeno da je za ovu proteoliticku aktivnost zasluzna asparti¢na
proteinaza koja se nalazi u semenu heljde. Maksimalna aktivnost u prisustvu inhibitora serinskih,
cisteinskih i metalo proteaza, na niskom pH 3, kao i izostanak aktivnosti u prisustvu pepstatina
A, ukazala je da se radi o enzimu iz klase asparti¢nih proteaza (Timotijevicet al., 2003). Nakon
delimi¢ne biohemijske karakterizacije ukupne pepstatin A - senzitivne frakcije iz proteinskih
ekstrkata semena heljde i afinitetnog prec¢iS¢avanja polipeptida od 47 kDa koji poseduje AP
aktivnost, pristupilo se kloniranju i analizi gena za ovaj protein, §to je tema ovog rada. U cilju
rasvetljavanja bioloskih funkcija biljnih asparti¢nih proteinaza, o kojima se u principu jo$ uvek
malo zna, analizirana je njegova ekspresija u razli¢itim uslovima i pokazano je da se elspresija,
osim §to je pirsutna u svim ispitivanim organima heljde, povecava pod uticajem razlicitih
abiotickih stresova.

U cilju odredivanja ¢cDNK koja kodira aspartiénu proteinazu heljde primenjen je PCR sa
izrodenim prajmerima i ukupnom ¢DNK iz semena u srednjoj fazi razvica (Slika 1), imajuci na
umu da je najizrazitija AP aktivnost pronadena upravo u ovom organu (Timotijevic et al., 2003).
Na ovaj nacin izolovane su parcijalne ¢cDNK, koje kodiraju dve razli¢ite tipi¢ne asparti¢ne
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proteinaze heljde: FeAP9 i FeAP12 koje sadrze PSI region, karakteristican samo za biljpe AP
(Slika 2). Imajudi u vidu da je u nasoj laboratoriji opisana i struktura gena za jednu atipi¢nu AP
heljde kojoj nedostaje PSI - FeAPL1, moze se smatrati da se i u genomu heljde, kao i u
Arabidopsisnom genomu, nalazi veéi broj gena koji kodiraju razli¢ite proteine iz AP familije.

Zanimljivo je da bioinformaticka analiza Arabidopsisnog genoma pokazuje da su
najmalobrojnije AP zapravo tipine, t.j. one koje poseduju PSI domen. Obzirom da se
pretpostavlja da je sli¢na situacija i u genomima ostalih biljnih vrsta, ¢ini se da je izraz “tipi¢na”
proteinaza neadekvatan. Izgleda da grupa “atipi¢nih™ asparti¢nih proteinaza sadrzi daleko viSe
¢lanova, ali do sada veéina njih jo$ nije otkrivena i opisana. Na osnovu toga postavlja se pitanje
zasto su AP koje sadrze PSI region najvise ispitivane i najbolje okarakterisane ako se zna da su
najmanje zastupljene u genomu? ObjaSnjenje mozda ima veze sa njihovom funkcijom u
procesima koji su najvise istrazivani ili su tipi€ne proteinaze eksprimirane u ve¢im koli¢inama te
ih je tako jednostavnije detektovati.

Analizom gena koji kodira asparti¢nu proteinazu heljde FeAP9 pokazano je da se gen sastoji
iz 13 egzona i 12 introna (Slika 7). Poredenje dostupnih genomskih sekvenci tipi¢nih asparti¢nih
proteinaza poreklom iz biljaka ukazuje na to da je aranzman introna univerzalan obzirom da
imaju visoku homologiju u pogledu distribucije introna kao i njihove duzine (Slika 11).
Struktura gena FeAP9 je najsli¢nija genu koji kodira AP iz pirin¢a. Ova dva gena se razikuju od
ostalih po izuzetno dugom drugom, sedmom i jedanaestom intronu. Sve veci broj biljnih
ekspresionih studija pokazuje da intronske sekvence mogu povecati nivo ekspresije analiziranih
gena, 1 ovaj fenomen opisan je u literaturi terminom “intronima posredovano pojacavarje
ekspresije” (IME od engl. Intron Mediated Enchencement). Moze se pretpostaviti da dugi introni

pronadeni u okviru gena za aspartiénu proteinazu heljde mogu biti ukljuéeni u regulaciju
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ekspresije gena sa svojim pozitivnim i negativnim regulatornim sekvencama, kao $to je to slucaj
sa intronima drugih poznatih gena (Callis ef al., 1987; Dean et al., 1989; Rethmeier et al., 1997).
Zanimljivo je da kod dva od tri gena koji kodiraju tipicne AP Arabidopsisa nedostaje jedan
intron u odnosu na op$tu Semu intronskog aranzmana: u AtPasp2 nedostaje tre¢i, a u AtPasp3
etvrti intron (Chen er al., 2002), §to ukazuje da je do manjih promena u aranZmanu introna
dolazilo i kasnije tokom evolucije. Za razliku od tipi¢nih asparti¢nih proteinaza, nucelin, OsAspl
i nepentensin imaju drugaciju strukturnu organizaciju gena i sadrze manje introna nego tipi¢ne
AP. Osim toga poznate su i neke AP, kao $to su CND41 i heljdina FeAPL1 koje u okviru gena
ne sadrZe introne. Imajudi u vidu gore navedene ¢injenice, moze se zakljuciti da subiljni geni za
tipicne AP nastali od zajedni¢kog predac¢kog gena, razli¢itog od onog od koga su nastale atipi¢ne
AP. Takode, podaci dobijeni iz analize strukture AP heljde potvrduju hipotezu da su se male
razlike izmedu gena za tipicne AP u pogledu aranZmana introna ocigledno javile nakon
razdvajanja monokotila od dikotila, obzirom da AP iz heljde i pirinca pokazuju najvecéu sli¢nost
iako pripadaju razli¢itim grupama: heljda je dikotila, a pirina¢ monokotila biljka.

Jedan od ciljeva ovog rada bilo je i odredivanje 5’ regulatornog regiona FeAP9 gena.
[znenadujude je bilo da analizom sekvence od 83 bp 5’ netranslirajué¢eg regiona (UTR od engl.
“UnTraslated Region”) dobijenog metodom 5° RACE na cDNK FeAP9, nije bilo moguce
odrediti ni jedan moguci start transkripcije. Osim toga interesantno je da preklapanjem dobijene
FeAP9 cDNK sekvence sa oko 400 bp dugim potencijalnim 5° regulatornim regionom dobijenim
iz gDNK sekvence modifikovanim metodom 5° RACE, nije bilo moguce uo€iti bilo kakvu
homologiju. Jedna od pretpostavki bila je da se verovatno radi regulatornom regionu nekog
drugog gena iz familije AP, iako je postojalo apsolutno poklapanje ¢cDNK i gDNK nizvodno od

ATG starta translacije. lako je dobro poznato da se vecina introna nalazi u okviru kodiraju¢ih
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sekvenci, od 2005. god. je objavljeno nekoliko radova kojima je potvrdeno postojanje
neoc¢ekivanih introna u okviru 5° regulatornog regiona razli¢itih biljnih gena (Curiar al., 2005;
Fu et al., 2005; Hong et al., 2006). Ovakvi introni nazvani su lider intronima i njihovo otkrice je
rasvetlilo kako je moguée da u nekim genima izostanak TATA sekvence u blizini starta
transkripcije, ipak ne spre¢ava njihovu ekspresiju (Gottilieb & Ford, 2002). U ovim genima strart
transkripcije i TATA boks, o¢igledno se nalaze uzvodno od lider introna, Sto moze biti i preko 2
kb dalje od starta translacije. Na osnovu podataka iz literature, izgleda da su lider introni Cesce
javljaju kod biljnih gena. Pretpostavljeno je da je to slucaj i sa FeAP9 genom, stoga su
dizajnirani prajmeri od kojih jedan lezi upravo u okviru 83 bp lider sekvence FeAP9 cDNK, a
drugi u okviru kodirajuceg regiona (Slika 14). Rezultati PCR pokazali su postojanje insercije od
755 bp, a analiza 5° i 3’ krajeva ove insertovane sekvence pokazuje prisustvo signala za
iskrajanje introna. O¢igledno je na osnovu prethodnog, da gen za asparti¢nu proteinazu heljde

sadrzi ovaj atipi¢ni lider intron.

Inace, bioinformaticka analiza kojom je poreden genom i EST (EST od engl. Expressed
Sequence Tags) model biljke Arabidopsisa, ustanovljeno je da je mala, ali ipak znacajna frakcija
introna pronadena u okviru 5’ ili 3” netransliraju¢eg regiona (Chung et al., 2006). Do sada je
izolovan mali broj kompletnih tipi¢nih AP genskih sekvenci biljaka (Asakuraer al., 1995; Cruz
de Carvalho ef al., 2004; Pimentel et al, 2007, Chen et al., 2002). Za kardozin A i B je pokazano
prisustvo lider introna, dok u genu vrlo sli¢ne strukture koji kodira kardozin D nije uoceno
prisustvo ovog introna (Pimentel et al, 2007). Naknadnom analizom 5’ lider sekvenci cDNK koje
kodiraju AP u biljkama kao $to su: Oryza sativa, Arabidopsis thaliana i Vigna unguiculata su
takode pronadeni lider introni, Sto zna¢i da vecina poznatih biljnih AP sadrzi ovaj intron u okviru

5° netranslirajueg regiona. Iz toga proizilaz da je lider intron visoko konzervisana
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karakteristika ove klase proteinaza. Ipak, uloga i bioloski smisao lider introna jo$ uvek je
nepoznat i ostaje da bude detaljnije analiziran. Za sada je poznato da je na primer, dugacki intron
iz 5° UTR EFla-A3 gena Arabidopsisa dovoljan da poveca ekspresiju mehanizmom koji zavisi
od njegove duzine, utiuéi na stabilnost transkripta i efikasnost translacije (Chunger al., 2006).
Znacaju ovih istrazivanja doprinose eksperimenti u kojima je izvodeno deletiranje lider ntrona iz
AP gena kardozina A i B (Pimentel et al, 2007.). Zanimljivo je da u slu¢aju delecije lider introna
iz CardA nije dolazilo do promene ekspresije, dok je kod CardB ovim postupkom izazvano
kompletno blokiranje ekspresije gena. lako su ispitivanja funkcionalnih posledica ovog
fenomena na samom pocetku, ona ipak pretstavljaju atraktivni nagovestaj novog mehanizma
regulacije genske ekspresije. U pogledu #eAP9 gena, preostaje da se izoluje duzi potencijalni
regulatorni region uzvodno od lider introna, da se odredi start transkripcije, kao i da se izvrSe
funkcionalne promotorske analize. Obzirom da regulatorni sekvence, kao $to su promotori i
introni predstavljaju nekodirajué¢e polinukleotidne molekule koji igraju sastavni deo u ekspresiji
gena, identifikacija ovih regulatornih sekvenci koji funkcioniSu u biljkama bili bi od koristi za
modifikovanje biljaka kako bi se dobile transgene biljke sa agronomski pozeljnim
karakteristikama metodama geneti¢kog inzinjeringa. Pretpostavljamo da promotorski i
regulatorni elementi iz FeAP9 gena obzirom da se ovaj gen eksprimira u svim organima heljde,
mogu biti korisni za direktnu kontrolu ekspresije transgena.

Dobijena FeAP9 sekvenca je jo$ jedna od genskih sekvenci biljaka koja moze biti
upotrebljena za filogenetsku analizu. Ova analiza je podrazumevala konstruisanje filogenetskog
stabla 1 pozicioniranje FeAP9 u odnosu na aspartiéne proteinaze drugih biljnih vrsta. Za
konstrukciju dendrograma izabrane su tipi¢ne biljne asparticne proteinaze kojima su za potrebe

analize izbaCene “PSI” sekvence, kako bi se odredili evolutivni odnosi sa atipicnim AP kojima
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nedostaje PSI, kao i sa AP Zivotinjskog porekla koje pokazuju nizi stepen homologije sa FeAP9.
Bez obzira na eliminisanje PSI regiona, tipi¢ne aspartiéne proteinaze se gripiSu i jasno odvajaju
od atipi¢nih, $to zna¢i da je svrstavanje u kategorije tipi¢nih i atipicnih AP nezavisno od
prisustva PSI sekvence. Jedino odstupanje od ove konstatacije su tipi¢ne aspartiCne proteinaze
monokotila-jeéma i pirin¢a, koje se grupiSu uz atipi¢ne AP. Da li ovaj podatak govori o
evolutivnom nastajanju ove dve grupe AP vezano za momenat odvajanja monokotila i dikotila,
ostaje otvoreno pitanje koje trazi veéi broj podataka o AP genima i dodatnu evolutivnu analizu.

U ovom radu je takode analizirana izvedena aminokiselinska sekvenca FeAP9 ¢ija je
kompletna duzina od 1521 bp dobijena primenom metode 5° i 3 RACE (Slika 3 i 4). Poredenje
aminokiselinske sekvence sa ostalim biljnim tipi¢nim aspartiénim proteinazama pokazuje
izuzetno visok nivo homologije koji iznosi u proseku preko 85% (Slika 6). U sekvenci se jasno
izdvaja nekoliko domena: signalni peptid od 24 aminokiseline (koji je dodatno potvrden
primenom programa SignallP 3.0 Server: www.cbs.dtu.dk), autoinhibitorni propeptid duzine 44
aminokiseline, N i C polipeptid koji ¢ine zreo enzim i PSIregion duzine 104 aminokiseline koji
razdvaja N 1 C polipeptid (Slika 7). Uoceno je da su najveée razlike izmedu AP sekvenci u
okviru signalnog peptida i prosegmenta. Ipak, strukturna organizacija FeAP9 sli¢na je ostalim
biljnim AP strukturama te se moze pretpostaviti da ovaj enzim podleze slicnom procesu obrade i
sazrevanja kao i druge tipi¢ne proteinaze. Takode se postavlja pitanje da li struktura moze da
ponudi informaciju koja se odnosi na mogucéu lokalizaciju ove konkretne AP.

Analizom izvedene primarne strukture FeAP9 proteina detektovane su dve aminokiseline
Lys 1 Tyr na pozicijama 11 i 13 u okviru N-terminalnog domena koje mogu takode biti od
funkcionalnog znaaja i vaznosti za razumevanje mehanizma obrade i aktivacije enzima.

Kervinen ef al., 1999 su na osnovu analize kristalne strukture fitepsina je¢ma predlozili
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mehanizam inaktivacije profitepsina koji se pre svega bazira na blokiranju aktivnog mesta
prosegmentom, tj. autoinhibitornim domenom. Aktivacija proenzima se deSava kada u
odgovarajuc¢im odeljcima Celije, najéesée vakuolama dode do lokalnog snizavanja pH, usled ¢aga
enzim sopstvenim delovanjem iseca autoinhibitorni prosegment. Sli¢an mehanizam se javlja i
kod sisarskih zeluda¢nih AP, kao Sto su progastricin i pepsinogen (James & Sielecki, 1986)).
Medutim, pokazano je da kod jecamskog fitepsina, prvih trinaest aminokiselina iz N terminusa
zrelog enzima takode ucestvuje u blokiranju aktivnog mesta. Upravo je za dve aminokiseline:
Lys'' i Tyr" utvrdeno da su povezane jonskim interakcijama sa Asp ostacima u okviru aktivnog
mesta i da su sledstveno tome uklju¢ene u mehanizme inaktivacije biljnih AP. Ovo svakako nije
univerzalni mehanizam inaktivacije biljnih asparticnih proteinaza, znajué¢i da kadozini ne
poseduju Lys/Tyr sekvencu, ni u N terminusu, ni u okviru prosegmenta. [z tog razloga moze se
pretpostaviti da su veze prosegmenta i ostatka enzima kod kardozina fleksibilnije nego kod
FeAP9 heljde i fitepsina jeCma.

Prisustvo domena koji se vezuju za lipide membrana kao Sto su sapozini i sapozinu sli¢ni
domeni pronadeni u okviru PSI regiona FeAP9 mogu biti hipoteticki signali za vakuolarno
sortiranje (Runeberg-Ross et al., 1994, Ramalho-Santos er al, 1997). Ispravnosti ove
pretpostavke doprinose rezultati eksperimenata u kojima je PSI region deletiran iz fitepsina (AP)
jecma, usled cega je dolazilo do kompletne sekrecije fitepsina van celija. (Tormékangaser al,
2001). Osim toga, pokazano je da fitepsin bez PSI regiona zadrzava proteoliticku aktiviost Sto
znaci da ovaj domen nije neophodan za enzimatsku sposobnost, ve¢ o¢igledno ima neku drugu
funkciju. Moglo se i oc¢ekivati da nedostatak PSI regiona ne dovodi do lose obrade enzima Sto je
klju¢no za njegovu aktivnost, obzirom da sisarske proteinaze wpste ne sadrze PSI. Zanimljivo je

da se sisarska proteaza prokatepsin D tokom puta do lizozoma, preko ER i Goldzijevog aparata
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nalazi u kompleksu sa prosapozinom C (Glickman & Kornfeld, 1993). Nakon stizanja do
odredista ovaj kompleks se raskida, $to podse¢a na sudbinu biljnih AP iz kojih se nakon stizanja
u vakuole PSI region iseca. O¢igledno da je mehanizam sortiranja i znacaj sapozina i sapozinu
sli¢cnog domena u ovom procesu veliki, medutim jedina razlika koja se moZe uociti u odnosu na
sisarske sisteme je da se AP i sapozinu sli¢an PSI domen kodiraju istim genom. lako prethodno
navedeni podaci jasno ukazuju na to da PSI ima funkciju nosioca signala za sortiranje i
usmeravanje enzima na finalno odrediste, ipak postoje izuzeci koji opovrgavaju ovu tvrdnju
Analiza lokalizacije fitepsina iz cvetova Cinarae cardunculus: kardozina A i kardozina B,
pokazala je da, iako oba enzima sadrze PSI region, ipak finalno bivaju lokalizovani u potpuno
razli¢itim delovima tkiva. Kardozin B se detektuje u ekstraéelijskom matriksu oko provodnih
tkiva, dok se kardozin A nalazi u proteinskim vakuolama kao i ¢elijskom zidu celija koje
izgraduju papile Ziga tucka (Faro er al., 1998). Oc¢igledno da uloga PSI regiona jos uvek nije
dovoljno jasna i njegovo prisustvo u AP ne ukazuje jednozna¢no i obaveznu lokalizaciju u
vakuolama. Moguce je da postoji neki jos uvek neidentifikovani motiv u okviru AP proteina ¢ije
je prisustvo neophodno za pravilno obavljenje pretpostavljene funkcije PSI regiona, t.j.
usmeravanje enzima u vakuolu. Takode su 1 neki drugi strukturni motivi, razli¢iti od sapozinskih
domena PSI regiona pronadeni u okviru AP, a koji su moguci signali za vakuolarno sortiranje.
Pokazano je da u je¢amskom lektinu, C-terminalni peptid VFAEAIA pretstavlja dovoljan ciljni
signalni protein za vakuolu. Slican C terminalni motiv VGFAEAA, koji je pronaden u FeAP9 ali
i u drugim biljnim AP moze takode predstavljati joS jedan signal za sortiranje u vakuole
(Domingos ef al., 2000).

Osim prethodnog, u okviru FeAP9 sekvence na poziciji izmedu 246 i 248 aminokiseline,

pronaden unutrasnji KGE motiv. Ovaj motiv je po strukturi i naelektrisanju slican RGD motivu
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koji je karakteristiCan za integrin vezujuée proteine i moze dati informaciju o prepoznavanju
enzima sa specifi¢nim supstratom. Analiza predikovane aminokiselinske sekvence pokazuje da
je ovaj motiv lokalizovan na povrsini molekula (Slika 9), $to verovatno omogucava da se preko
njega ostvare interakcije proteinaze i nekih drugih proteima. Nedavno su Simdes et al., 2005
pokazali da KGE motiv u kardozinu A posreduje u interakciji izmedu proteinaze tucka i
fosfolipaze Da iz proteinskog ekstrakta polena. Ovo otkrice ukazuje na mogucu ulogu AP u
biljnim putevima signalne transdukcije. Takode obzirom da je pokazano da je FeAP9
eksprimiran u svim analiziranim tkivima heljde osim u polenu (Slika 26), verovatno je da
zahvaljujué¢i KGE motivu, ovaj protein u cvetu ima funkciju koja nije vezana samo za proteolizy
ve¢ 1 za prepoznavanje neke nepoznate komponente iz polena. Zanimljivo je da za razliku od
FeAP9, FeAP12 ne sadrzi KGE motiv, ve¢ se izmedu pozicija 246 i 248 nalazi RGQ. lako RGQ
iz FeAP12 nije po naelektrisanju slican KGE ili RGD motivima, analiza predikovane 3D
structure (slika nije prikazana) ukazuje na to da je ova sekvenca takode smeStma na povrsini
molekula i da je mozda ukljucena u uspostavljanje drugacijih interakcija, a samim tim verovatno
je da ova dva enzima ucestvuju u razli¢itim bioloskim procesima.

U daljem radu je analizirana ekspresija FeAP9 gena. Preliminarne rezultate distribucije
FeAPY ekspresije po organima i profila ekspresije u semenu tokom razvica, dobijene Northern
blot - analizom (Slika 14), naknadno smo reanalizirali primenom metode RT PCR. Kako su
dizajnirani prajmeri na osnovu 3’UTR - sekvence ovog odredenog gena, verujemo da smo
obezbedili veéu specifiénost i time verodostojnije rezultate vezane za ekspresiju FeAP9 u
poredenju sa Northern blot analizom (Slika 15) (Milisavljevi¢ et al., 2008). Pokazano je da se
najveca ekspresija FeAP9 u semenu dostize u fazama 21-23 i 23-25 DAF, medutim obzirom da

je RT PCR osetljivija metoda od metode Northern blot, uoceno je da se slaba ekspresija
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pojavljuje ve¢ u fazi 9 DAF (Slika 16). Rezultati dobijeni u RT PCR analizi sustinski se
poklapaju sa rezultatima Northern blot analize Zanimljivo je da se jasno uocava da je profil
ekspresije FeAP9 sli¢an profilu ekspresije gena za 13S legumine i viciline (Samardzi¢ er al.,
2004; Radovi¢ et al., 1998). iRNK za RP po¢inju da se sinteti$u u ranoj fazi, njihova ekspresija
zatim raste, dostize maksimum u srednjoj fazi sazrevanja semena i gasi se u zrelom semenu.
Vreme eksprimiranja AP9 iRNK koje se podudara sa rezervnim proteinima, moze ukazivati da
ovaj gen ima ulogu u obradi RP tokom njihivog sazrevanja Osim toga, dobijeni profil ekspresije
znacajno se razlikovao od profila ekspresije FeA P12 koji kodira drugu tipi¢nu proteinazu heljde.
FeAP9 iRNK se detektuje u svima analiziranim organima: semenu, listu, stablu korenu i cvetu,
dok je FeAPI2 tkivno specifi¢no eksprimiran t.j. prisutan je samo u semenu, preteZno u ranoj
fazi sazrevanja. Ovo ukazuje da je ekspresija FeAP12 gena tkivno i vremenski regulisana.
Rezultati dobijeni u analizi RT PCR ukazuju na ¢injenicu da je verovatno FeAP9, za razliku od
FeAP12, znafajan za neku generalnu biolosku funkciju u svim organima, ili se moze
pretpostaviti da je uklju€ena u razli€ite procese u razicitim biljnim organima. Dalji eksperimenti
koji se zasnivaju na ko-imunoprecipitaciji sa specificnim antitelima, mogli bi biti od koristi za
identifikaciju supstratne specificnosti. Ovo bi predstavljalo dodatni korak napred u
razjas$njavanju funkcije FeAP9.

U cilju priblizavanja bioloskoj ulozi FeAP9 gena izvedeni su preliminarni eksperimenti koji
su se zasnivali na metodi in situ RNK-RNK hibridizacije $to je trebalo da nam obezbedi
informaciju o tkivnoj i Celijskoj lokalizaciji odgovarajuceg transkripta. /n situ hibridizacija je
inace moc¢na tehnologija koja se koristi za lokalizaciju ekspresije gena, kao 1 za detektovanje
vremenskog i prostornog paterna genske ekspresije. lako je prvi opisani i u proslosti najcesce

primenjivani metod zasnovan na radioaktivno obelezenim probama, mi smo se u nasim
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eksperimentima opredelili za ne-radioaktivni metod koji ima mnoge prednosti: veca senzitivnost,
kraée vreme razvijanja signala i veca histoloska rezolucija. Za obelezavanje probe koriS¢en je
dioksigenin, izolovan iz biljke Digitalis, koji je pogodan za upotrebu, jer se eliminiSe moguc¢nost
pojave nespecifi¢nih signala, obzirom da je karakteristican samo za ovu biljku i ne sntetiSe se u
ostalim.

Jedini do sada uspesni eksperimenti in sitzu RNK-RNK hibridizacije sa FeAP9-DIG probom
izvedeni su na presecima stabla i oljustenog semena heljde. U popre€nom preseku stabla heljde
FeAPY signal je detektovan u ¢elijama centralnog parenhima (Slika 22A). UoCeno je da su celije
centralnog parenhima stabla krupne, sa tankim zidovima i krupnim vakuolama iz kojih 1 potice
signal. Kako je poznato da celije parenhima korena i stabla imaju delimi¢no ulogu u skladistenju
hrane, nije za¢udujuée o su ovde prisutne i proteaze, koje su najée$éi pratioci proteina jer
ucestvuju u njihovom sazrevanju. Analiza preseka semena (Slika 23A) pokazuje prisustvo
signala u endospermu. Endosperm inace okruzuje embrion i obezbeduje njegovu ishranu, te je
zato bogat skrobom, rezervnim proteinima i uljem. U jeCmu je takode detektovano prisustvo
HvAP u endospermu, i primeéeno je da se ovaj protein akumulira tokom razviéa semena
(Tormékangas et al., 1994). Ovaj deo semena koji se tokom razvica drobi i prazni, posedug
amiloliticku sposobnost koja je odgovorna za mobilizaciju rezervi ugljenih hidrata neophodnih
embrionu za vreme njegovog razvoja (Duffus & Cocharane, 1992). AP moze sluziti sli¢noj
funkciji uéestvujuéi u hidrolizi Celijskih proteina kako bi se obezbedile aminokiseline za rastuci
embrion. Ostali organi heljde su takode bili uvrsteni u analizu i fiksirani, medutim od njih nisu
dobijeni kvalitetni i morfoloski ocuvani preseci. Verovatno je najkriti¢nije mesto u pripremanju
kvalitetnih preparata dobra fiksacija, koja je u slucaju biljnih tkiva otezana zbog prisustva

éelijskog zida na povrsini biljnih Celija. Celijski zid, osim toga pretstavlja barijeru kroz koju
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specificna RNK proba treba da prodre, §to je prevazideno ograni¢enom i kontrolisanom
hidrolizom FeAP9 probe ¢ime je ukupna duZina od oko 1,5 kb smanjena na tre¢inu. Dodatni
problem pretstavlja izlaganje preparata visokim temperaturama prilikom hibridizacije kako bi se
izbegli nespecifi¢ni signali, §to moze dovesti do oste¢enja preparata i naruSavanja morfoloske

strukture.

lako podaci iz literature ukazuju na to da proteaze imaju ulogu u adaptaciji biljnih ¢elija na
razli¢ite uticaje spoljasnje sredine (Pena, at al., 2006; Garcia-Lorenzo at al., 2006) postoji veoma
malo informacija o odgovoru biljnih asparticnih proteinaza na razli¢ite stimuluse (Cruz de
Carvalho er al., 2001; Schaller & Ryan, 1996). Pracenje nivoa FeAP9 ekspresije vrseno je
primenom Real-time PCR pristupa. Ova metoda osim §to je je pruzala mogucnost precizne
kvantifikacije ekspresije, omogudéavala je, odabirom visoko specifi¢nih prajmera dizajniranih iz
veoma varijabilnih 3’ netransliraju¢ih regiona, diskriminaciju signala koji mogu poticati sa
drugih sliénih gena, kao Sto je u ovom slucaju na primer FeAP12 gen. Medutim, za
kvantifikaciju je bilo neophodno obezbediti dovoljno kvalitetne interne kontrole koje se stabilno
eksprimiraju u svim c¢elijama, u svim stupnjevima razvic¢a biljaka, kao i prilikom delovanja
razli¢itih spoljasnjih stimulusa. Obzirom da za heljdu nisu od ranije postojali opisani geni koji bi
bili potencijalne interne kontrole, jedna od mogucnosti bila je gen za 26S rRNK, ¢ija je sekvenca
ranije identifikovana analizom c¢cDNK biblioteke semena heljde (klon MM7 - dug 572 bp,
Milisavljevi¢, neobjavijeni rezultati). 1z literature je poznato da specificne 26S rRNK iz drugih
biljaka mogu da se koriste za kvantifikaciju ekspresije gena od interesa prilikom razlicitih
stresova, obzirom da nivo njegove ekspresije ne varira tokom tretmana (Singh et al., 2004).
Takode, jedine sekvence prajmera dostupne iz literature su bile sekvence za specificno

umnozavanje 5,8S rRNK heljde, koje su koris¢ene za odredivanje zastupljenosti heljde u hrani
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Real-time metodom (Hirao et al., 2005). Kao treéi referentni gen odabran je gen za histon 3,
obzirom da su prajmeri specifi¢ni za histon 3 pirin¢a, dizajnirani na osnovu visoko konzervisanih
sekvenci davali umnoZzavanje i sa cDNK heljde. Iako se ovaj gen stabilno eksprimira i koristi kao
referentni gen (Nicot ef al., 2005), ipak treba imati u vidu da njegova ekspresija u listu neznatno
pada u odgovoru na tretman abscisinskom kiselinom, dok nivo ekspresije pokazuje blagi porast u
sluaju tretmana giberelinskom kiselinom (Takahashi er al., 2006). Iz tog razloga nije
preporucljivo da se histon 3 kao kontrola izbegava u ovim konkretnim tretmanima.

U ovom radu su na osnovu standardnih krivi odredene efikasnosti Real-time PCR reakcija u
kojima su pomenuti prajmeri koriséeni. Ustanovljeno je da je efikasnost reakcije mala za 5,8
rRNK, dok je za druga dva gena bila zadovoljavajuca (efikasnost: 90-100%, nagib standardnih
kriva u opsegu 3.1 do 3.6, (Radonic ef al., 2004)). U daljim, konkretnim abioti¢kim stresovima
uvek su koris¢ene po dve kontrole: 26S rRNK i histon 3, i uo¢eno je medu njima ne postoje
razlike niti promene u njihovoj ekspresiji pri primenjenim tretmanima. S druge strane, za 5,8S
rRNK ne samo da je pokazana loSa efikasnost umnoZavanja, ve¢ i da od uzorka do uzorka
postoje velike varijacije u ekspresiji (slika nije pikazana). Poznato je da se policistionski rRNK
prekursorni transkript sastoji od 26S, 18S i‘5,8S rRNK kodirajucih sekvenci, koje su razdvojene
nefunkcionalnim ITS sekvencama (ITS od engl. Internal Transcribed Spacer). Kasnija obrada
policistronskih prekursora podrazumeva isecanje ovih nefunkcionalnih sekvenci umetnutih
izmedu pojedinaé¢nih rRNK. Kako je jedan od prajmera za 5,8S rRNK delimi¢no izITS regiona,
pretpostavka je da usled neukladenosti u fazama obrade policistronske rRNK moze do¢i do
velike razlike u detektovanju 5,8S rRNK ekspresije. Ocigledno je da se ovi prajmeri mogu

koristiti samo za detektovanje gDNK heljde, kao i pracenje zastupljenosti heljde, na primer u

mesovitim uzorcima hrane, a ne i za analizu ekspresije.




Dalje je u ovom radu predstavljena relativna kvantifikacija FeAP9 ekspresije u listu heljde
koja je izlagana razli¢itim abioti¢kim stresovima Senescencija izazvana mrakom, kao i susa,
imaju slican efekat uti¢uci na poveéanje Fed P9 ekspresije, $to jasno ukazuje na to da ovaj enzim
moze biti uklju¢en u odgovor heljde na abioticki stres (Slika 20A i 20B). Razgradnja proteina,
kao i njihovo recikliranje, koji zavise od nivoa proteoliti¢kih enzima, su esencijalni deo
odgovora biljaka na uticaj stresa iz spoljasnje sredine (Hing et al., 2004). U odgovoru na
abioticki i bioti¢ki stres aminokiseline neophodne za izgradnju novih proteima obezbeduju se
degradacijom os$tecenih i potencijalno Stetnih proteina (Schaller, 2004). O¢igledno je da se uloga
FeAP9 u ovim uslovima moze povezati sa remobilizacijom azota, medutim moguce je daFeAP9
ima neku specijalizovanu ulogu u transdukciji regulatornih signala pri abioti¢kom stresu (Beers
at al., 2004). Takode se moze pretpostaviti da FeAP9 prilikom senescencije ima ulogu u
degradaciji hloroplasta, $to je, usled gubitka hlorofila jedan od prvih uo¢ljivih pokazatelja ulaska
biljaka u senescenciju. Hloroplasti sadrze 75 do 80% totalnog azota u listu, uglavnom u okviru
proteina i poznato je da za vreme senescencije hloroplasni proteini bivaju postepeno degradovani
kako bi se iz njih remobilisao azot koji se Salje ka ostalim delovima biljke koji i dalje rastu
(Wittenbach et al., 1978). Proteoliza hloroplasnih proteina pocinje u ranim fazama senescencije
(Hortensteiner & Feller, 2002), $to je u korelaciji sa dobijenim rezultatima za FeAP9, gde se
uocava da nivo FeAP9 transkripta nakon porasta u poCetnim fazama suse, u kasnijim fazama
senescencije ponovo pada. Ipak nije sasvim jasno kako pretpostavljena vakuolarna AP heljde
moze ucestvovati u degradaciji hloroplasnih proteina obzirom da postoji jasm distinkcija u
njihovoj lokalizaciji. lako je najverovatnije da glavnu ulogu u ovom procesu igraju hloroplasne
proteaze, ipak je pokazano elektronskom mikroskopijom da se hloroplasti mogu pomerati ka
centralnoj vakuoli u Zivim ¢elijama i da je ¢ak moguce uociti cele hloroplaste u samoj vakuoli
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koji zatim podlezu dejstvu litickih enzima (Minamikawa er al., 2001). Takode se moze
pretpostaviti da aspartiéna proteinaza heljde u ranoj fazi senescencije svoju aktivnost
prevashodno ispoljava degraduju¢i Rubisco (ribuloza-bifosfat karboksilaza), koji je
najzastupljeniji hloroplasni protein. Degradacija Rubisco proteina sei deSava u pocetnim fazama
starenja, tj. senescencije lista i to veoma brzo (Wittenbach et al., 1978). Ovaj protein se
oslobada iz hloroplasta u citoplazmu odakle se usmerava ka vakuolama gde se hidrolizuje pod
dejstvom proteaza (Chiba et al., 2003), medu kojima, shodno prethodnim rezultatima, moze biti i
FeAP9 heljde.

U daljim eksperimentima je primeéena poveé¢ana FeAP9 ekspresija pod uticajem salicilne
kiseline. Postoje brojni podaci koji ukazuju na ¢injenicu da je SA signal vazan za otpornost
biljaka prema stresu, kao i da svoju odbrambenu funkciju obavlja aktiviranjem raznih biljnih
odmrambenih mehanizama (Shah at al., 1999; Dat et al. 1998; Malamy at al., 1990). Prema
nasim saznanjima, do sada ne postoje podaci koji se odnose na uticaj SA na biljne asparticne
proteinaze. U ovom radu je pokazano da delovanje SA tokom 1 h povecava nivo FeAP9 mRNK,
na osnovu ¢ega se moze pretpostaviti da je ova proteinaza vazan deo odbrambenih mehanizama
heljde. Ovo misljenje je potvrdeno cinjenicom da ekspresija FedAP9 takode raste nakon
povredivanja listova heljde hiruskom iglom, ¢ime je imitiran napad patogenih organizama. Ovaj
tretman povredivanjem je izveden kako bi se delimi¢no simulirao mehanicki stres koji nastaje
prilikom napada biljnih vasi. MoZe se smatrati da smo ne samo mehanickim povredivanjem vec¢ i
primenom SA delimi¢no oponasali efekte bioti¢kog stresa koji nastaje prilikom napada patogena,
obzirom da je poznato da napad patogena indukuje SA posredovanu ekspresiju proteina
povezanih sa patogenezom (Ohashi & Ohshima, 1992). 1z tog razloga bilo bi znacajno analizirati

nacin inter-regulacije izmedu SA i FeAP9 u cilju procene da li FeAP9 igra efektornu funkciju u
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odgovoru na patogene ili ima neku mnogo sofisticiraniju regulatornu funkciju. Zanimljivo je da
se SA akumulira u prisustvu ultravioletnog zracenja u listovima duvana (Yalpany et al., 1994).
Na osnovu ovoga pretpostavljeno je da UV kao kljuéni faktor koji deluje na biljni metabolizam,
moze imati uticaj i na FeAP9 preko SA akumulacije, medutim nasi eksperiment nisu potvrdili
ovu hipotezu. Jedno od mogucih objasnjenja za izostajanje odgovora FeAP9 gena na UV svetlo
moze biti posledica ekoloske adaptacije heljde na visoke nadmorske visine. Pretpostavlja se da je
usled izlozenosti heljde UV zraéenju, ova biljka razvila zastitne mehanizme koji se zasnivaju na
anti-UV aktivnosti polifenolnih jedinjenja, pre svega rutinu (Kreft et al., 2002; Suzuki et al
2005).

Ocigledno, asparti¢na proteinaza heljde ucestvuje na razne nacine u prilagodavanju
biljaka promenama u spoljasnjoj sredini. Dodatno je analizirana ekspresija gena za FeAP9 pod
uticajem povisene koncentracije metala. Uoceno je da do znacajnijeg porast FeAP9 ekspresije
dolazi u listovima biljaka koje su gajene na podlogama koje su sadrzavale 100 pM CdC}, nakon
3h i nastavlja da raste i nakon jednog dana. Pri veéoj koncentraciji (300 pM CdCl,), primecuje se
blagi porast posle 4,5 h, dok se nakon jednog dana nivo ekspresije vraca na nivo kontrole (Slika
26), Sto je verovatno posledica prevelike koncentracije teskog metala, koja ima toksi¢an efekat.
Poznato je da, kao i u sluéaju drugih Stetnih uticaja spoljasnje sredine, pod uticajem teSkih
metala, u biljkama dolazi do povecanja nivoa reaktivnih kiseoni¢nih vrsta kao Sto su HhO,, O, i
OH, sto za biljku pretstavlja oksidativni stres. Pod njihovim dejstvom dolazi do karbonilacije
proteina, ireverzibilnog oksidativnog procesa, koji vodi gubitku funkcija karbonilovanih proteina
(Palma et al., 2002). Usled poveéanja nivoa karbonilnih grupa moze se pretpostaviti da dolazi do

aktivacije proteinaza, ¢ija bi uloga bila da eliminisu modifikovane proteine (Penaet al., 2006).
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Na osnovu nasih rezultata, moze se smatrati da asparti¢na proteinaza heljde takode ucestvuje u
odbrani biljke od toksi¢nih efekata teskih metala.

Uzimajuéi u obzir sve navedene rezultate nasih eksperimenata, istrazivanje uticaja razli¢itih
abioti¢kih stresova na ekspresiju FeAP9 u listovima heljde jasno pokazuje aktivaciju FeAP9 u
stresnim uslovima i ukazuju na vaznu ulogu ovog enzima u odgovoru heljde na stres.

Uprkos naporima da se eksprimira rekombinantni FeAP9, standardnim pristupom koji
podrazumeva upotrebu pQE32 ekspresionog vektora i nekoliko razli¢itih bakterijskih sojeva:
(M15(pREP4) i BL21(DE3)pLysS) nismo uspeli da postignemo uspeSnu produkciju proteina.
Pretpostavljeno je da je razlog za neuspeh mogla biti razlika u raspolozivosti tRNK za sintezu
proteina (codon usage) izmedu FeAP9 and E.coli koji je iznosio 19,87 % Sto je odredeno
analizom u programu: Codon Usage Analyzer (www.gcua.schoedl.de). U cilju prevazilazenja
ovog problema za ekspresiju je kori§¢en Rosetta-gami bakterijski soj koji sadrzi retke kodone 1
koji je transformisan MBP-FeAP9 konstruktom u pMAL-c2X vektoru. Zahvaljuju¢i MBP
(“maltose binding protein”) N terminalnom tagu, ovaj ekspresioni sistem bi trebalo da bude
pogodan za povecanje solubilnosti hidrofobnih proteina koji se tesko eksprimiraju. Ovaj sistem
je bio uspesan za produkciju FeAP9 proteina, medutim FeAP9 je i dalje pretezno zaostajao u
talogu (Slika 24). Kako fuzioni protein MBP-FeAP9 preciséen iz solubilne frakcije nije
pokazivao nikakvu aktivnost nakon veceg broja pokusaja, pretpostavljeno je da FeAP9
produkovan u ovom sistemu nije dobro obraden te da ne poseduje korektno pozicionirane
cisteine za uspostavljanje disulfidnih veza. Ovo ukazuje na neophodnost koriS¢enja drugih,
kompeksnijih sistema za overekspresiju proteina, kao sto su kvasci ili insekatske celije.

Cilj ekspresije rekombinantnog proteina bio je njegova primena u proizvodnji specifi¢nih

antitela kojima bi bila pra¢ena ekspresija proteina #eAP9 u heljdi, kao i upotreba za biohemijsku
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karakterizaciju proteinazne aktivnosti. Kako nije bilo moguce proizvesti nativan rekombinantni
protein bez prateceg taga, koji bi bio kori$¢en za produkciju antitela, opredelili smo se zaantitela
napravljena da prepoznaju sinteticki oligopeptid iz N terminalnog regiona FeAP9 enzima.
Produkcija neaktivnhog FeAP9 je ipak bila svrsishodna u daljem radu, obzirom da je
rekombinantni FeAP9 bio iskoriS¢en za optimizaciju uslova za imunodetekciju sa antitelima
napravljenim za prepoznavanje sintetickog FeAP9 oligopeptida (Slika 25).

Zanimljivo je da je analizom Western blot dobijen profil ekspresije FeAP9 proteina u
semenu koji se pokazao razli¢itim u odnosu na profil ekspresije FeAP9 gena koji je dobijen
primenom metode RT PCR. lako je iRNK FeAP9 prisutna ve¢ u ranim fazama sazrevanja (9
DAF), FeAP9 protein ne uocava se pre 14-17 DAF (Slika 26B). Ovo zapazanje ukazuje na to da
se regulacija FedP9 ekspresije delimi¢no obavlja na post-transkripcionom nivou, pri ¢emu je
moguce da upravo lider intron ima ulogu u ovom delu regulacije obzirom da moze povecati nivo
stabilnosti transkripta (Curi et al., 2005). Ipak, ne sme se zanemariti ni mogucénost da je razlog za
razlike u fazama sazrevanja u kojima pocinje da se detektuje prisustvo iRNK FeAP9 i FeAP9
proteina posledica razlike u osetljivosti PCR metode i metode imunodetekcije antiteima. Takode
je FeAP9 bio prisutan i u prvim fazama germinacije (Slika 26B) S§to znaéi da verovatno
ucestvuje ne samo u obradi ve¢ i u degradaciji rezervnih proteina tokom klijanja. [z literature je
poznato da su biljne AP u veéoj koli€ini pronadene u germimativhom semenu, a za nekoliko
precis¢enih enzima je pokazano dasu sposobni da degraduju rezervne protein in vitro (Bleukx et
al., 1998; D'Hondt ef al., 1993; Hiraiwa ef al., 1997; et al., Voigt et al., 1995). Ovi enzimi mogu

direktno ucestvovati u modifikaciji i razgradnji rezervnih proteina ili mogu obradivati ili

aktivirati druge hidrolaze tokom razvié¢a i klijanja. Proteinaze koje vrse degradaciju RP, mogu se




nakupljati u proteinskim telima, zajedno sa RP, u zimogenoj formi koja se aktivira za vreme
klijanja semena (Muntz at al., 2001).

Dalja analiza rezultata dobijenih Western blotom pokazuje da se pri neredukujuéim
uslovima detektuje FeAP9 MW od 47 kDa, dok se pri redukuju¢im uslovima uocava peptid od
32 kDa (Slika 26A). Polipeptid od 32 kDa predstavlja N terminalni deo enzima, s obzirom na to
da antitelo prepoznaje upravo ovaj domen, koji je u redukujuc¢im uslovima odvojen od komlpetne
proteinaze raskidanjem disulfidnih veza pomocéu pB-merkaptoetanola. Ovo je u saglasnosti sa
rezultatima prethodnih eksperimenata radenih sa antitelima na fitepsin je¢ma koja su reagovalai
sa AP heljde (Timotijevic et al., 2003). Svi analizirani organi osim cveta, prikazuju prisustvo
polipeptida iste molekulske mase - polipeptid od 47 kDa se javlja i u kotiledonima, mladim
listovima, kao i potpuno razvijenim listovima, dok je mnogo jaci signal detektovan u prirodno
senescentnim listovima. Ovi rezultati nisu neocekivani s obzirom na to da se ve¢ zna da je
poveéanje ekspresije AP povezano sa senesencijom. (Panavas at al., 1999. Senescencija je
finalni stupanj razvi¢a biljaka ili njihovih pojedina¢nih organa, aliova pojava moze biti izazvana
i velikim brojem drugih spoljasnjih i unutra$njih faktora kao Sto su starenje, biljni hormoni,
bioti¢ki ili abioticki stres, produzeno izlaganje mraku ili sezonske promene. Jedna od znacajnih
funkcija senescencije je relokalizacija azota do drugih delova biljke pre nego $to se specificna
struktura degraduje. Prisustvo proteoliticke aktivnosti u senescentnim listovima od ranije je
poznato (Huffaker, 1990), ali, jo§ uvek je diskutabilno da li ovi enzimi uzrokuju senescenciju ili
su isklju¢ivo ukljuceni u remobilizaciju azota. Medutim kako se FeAP9 detektuje i u mladjim
listovima pre pojave senescencije, kao i kotiledonima (tkz. “listovima semena”), verovatno je da

u ovom organu asparti¢na proteinaza ima i neku dodatnu, opstu funkciju.
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Imunodetekcijom vr$enom na proteinskim ekstraktima izolovanim iz cveta heljde pokazam
je prisustvo polipeptida od 52 kDa pri neredukuju¢im uslovima i 26 kDa pri redukuju¢im
uslovima. Polipeptid od 52 kDa je najzastupljenija u potpuno zrelim cvetovima, dok se slabiji
signal detektuje u delimi¢no otvorenim cvetovima, a potpuno izostaje u pupoljcima.
Pretpostavlja se da je razlika izmedu formi od 47 kDa i 52 kDa posledica alternativne post-
translacione obrade u razli¢itim organima. Poznato je da u jeému postoje dve forme AP, razliCite
molekulske mase, a za koje je dokazano da su produkti istog gena. Oba enzima su heterodimeri
molekulske mase od 47 kDa (32 + 16 kDa) i 40 kDa (29+11 kDa) (Sarkkinen et al., 1992). Iako
je pokazano da su obe forme aktivne, ipak je njihova ekspresija razli¢ita. Fitepsin molekulske
mase od 47 kDa se eksprimira u svim analiziranim organima, dok manje forme (40 kDa) nema u
korenu i izdanku. Smatra se da do razlike u molekulskoj masi dolazi usled drugacije
postrtranslacione obrade istog primarnog translacionog proizvoda. U slucaju forme vece
molekulske mase pri sazrevanju dolazi samo do presecanja PSI regiom, ali ne i do njegovog
potpunog iskrajanja, dok u sluc¢aju manje forme, PSI region biva u potpunosti uklonjen. Na
osnovu ovih podataka, moze se zakljuciti da primarni translacioni proizvod gena za FeAP9, biva
razli¢ito obraden u cvetu u odnosu na druge organe. Medutim zanimljivo je da iako FeAP9 u
cvetu ima ve¢u molekulsku masu (52 kDa), ipak odgovarajuéi N terminalni polipeptid ima manju
Mw (26 kDa) od onih koji su pronadeni u drugim organima (32 kDa). Poznato je da se PSI moze

razlicito iskrajati (Glathe et al., 1998), te je pretpostavljen slede¢i model obrade u cvetu i ostalim

organima (Slika 1).




PRO N-terminus esl Giterminys

26 kDa 26 kDa 32kDa 15kDa

Slika 1. Model post-translacione obrade FeAP9 u cvetu (A) i ostalim organima (B).

Kako bi se detaljnije pratila modifikacija primarnog translacionog proizvoda FeAP9, bilo bi
neophodno u analizu ukljuciti antitela specifiéno pravljena da prepoznaju pojedinacne segmente
AP proteina, kao $to su C polipeptid i PSI region. Dodatna moguénost koja objasnjava razliku
izmedu formi od 47 kDa i 52 kDa je da su ove razliCite forme produkti dva slicna gena
multigenske AP familije.

Analizom ekspresije AP proteina u cvetu pokazano je da je ekspresija vremenski regulisana
s obzirom na to da se u pupoljcima uopste ne detektuje signal poreklom od ovog proteina, dok se
u potpuno razvijenom cvetu uocava izuzetno jak signal (Slika 26B), Sto ukazuje na mogucu
ulogu FeAP9 u seksualnoj reprodukciji. Takode je ustanovljeno da se FeAP9 detektuje u
tuckovima cveta, a izostaje u polenu, na osnovu ¢ega se moze pretpostaviti da AP iz tuckova
ucestvovuje u prepoznavanju nekih od komponenti specifi¢nih za polen, kao Sto je ranije
opisano. Dodatno smo ispitivali moguénosti uloge FeAP9 u zaustavljanju rasta polenove cevi u
slucaju self-inkompatibilne polinacije. Dobro je poznato da su cvetovi heljde dimorfni: sa dugim
stilosom (pin morf) i kratkim stilosom (tram morf) i da jedina legitimna polinacija moze biti

ostvarena izmedu ova dva tipa (Miljus-Duki¢ et al., 2004). lako smo ocekivali jak signal u
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ilegitimnoj pin-pin polinaciji, rezultati su pokazali da ne postoje vidljive promene izmedu
neoprasenih pin cvetova, pin cvetova oprasenih pin polenom ili pin cvetova oprasenih tram
polenom (Slika 26B). Iako je nivo AP proteina nepromenjen, to ne iskljuc¢uje moguénost da AP
moze ucestvovati u ovom nacinu seksualne reprodukcije putem poveéanja enzimske aktivnosti

(Miljus-Duki¢ et al., 2007).

Strukturne karakteristike tipi¢nih aspartiénih proteinaza 1 specifi¢ni profil ekspresije
ohrabrujuéi su za dalja istrazivanja funkciije FeAP9 proteina, kako su ta istrazivanja zna¢ajna za

osnovnu nauku, posebno u pogledu kompleksne signalne mreze odgovora na stres. Takode,

rasvetljavanje funkcije FeAP9 moze biti od interesa i za primenu u poljoprivredi.




6. ZAKLJUCCI

1. Parcijalne sekvence ¢cDNK koje kodiraju dva ¢lana genske familije tipi¢nih asparti¢nih
proteinaza heljde: Fe4AP9 i FeAP12 su izolovane upotrebom degenerativnih prajmera
na cDNK semena heljde u srednjoj fazi razvica. Za dalju analizu odabrana je Fe4 P9
do ¢ije se pune duzine od 1521 bp doslo modifikovanim metodama 5 i 3’'RACE, a
odgovarajuéi genomski fragment, ukupne duzine od 5374 bp dobijen je preklapanjem
proizvoda amplifikacije iz tri reakcije u kojima su koriséeni prajmeri specifi¢ni za dati

fagment gena.

2. U okviru kodirajuce sekvence Fe4P9 identifikovano je 12 introna i 13 egzona — struktura
koja je prisutna u veéini do sada poznatih gena za asparti¢ne proteinaze. Struktura
gena za FeAP9 je najsli¢nija genu koji kodira asparticnu proteinazu pirin¢a. Ova dva
gena se razlikuju od drugih predstavnika iste klase po izuzetno dugom drugom,
sedmom i jedanaestom intronu. U okviru nekodirajuéeg regiona, uzvodno od ATG
starta translacije, predikovan je ,lider* intron (duzine 755 bp) - visoko konzervisana

karakteristika ove klase proteinaza.

3. Analiza izvedene aminokiselinske sekvence je pokazala da FeAP9 ima strukturu
karakteristiénu za tipi¢ne asparticne proteinaze biljaka: konzervisano aktivno mesto
DTG/DSG, PSI domen prisutan samo kod AP biljaka (104 ak), signalni peptid (22 ak)
i propeptid (40 ak) koji ukazuju na potencijalni mehanizam obrade u formiranju zrelog

aktivnog enzima.
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4. Analizom ,.Northern blot” i metodom RT PCR pokazano je da se Fe4AP9 eksprimira u
svim analiziranim organima heljde — semenu, listu, korenu, stablu i cvetu. Specifi¢an
profil ekspresije uocen je tokom sazrevanja semena sa maksimumom u fazi 21-23
DAF, sto je sinhronizovano sa ekspresijom rezervnih proteina Za razliku od Fe4 P9,
FeAP12 se eksprimira samo u semenu, gde je maksimalni nivo ekspresije detektovan

u fazi <9 DAF.

5. Metodom Real-time PCR je detektovano povecanje ekspresije Fe4P9 pri izlaganju lista
heljde faktorima abiotickog stresa, kao $to su: suSa, mrakom izazvana senescencija i
povecana koncentracija kadmijuma, dok promene nisu zabelezene u biljkama
tretiranim UV zracenjem. Ekspresija se takode povecava u uslovima kad je imitiran
napad patogena, dakle bioticki stres: mehanickim povredivanjem lista ili primenom
salicilne kiseline. Kompjuterskom predikcijom je potvrdeno prisustvo vise potencijalnih cis-
aktivirajucih regulatornih sekvenci u okviru 5’ regulatornog regiona, koje mogu biti ukljucene
u odgovor na razlicite hormonske stimuluse (TCA-element i TGA-boks) i stimuluse iz

spoljasnje sredine kao Sto su svetlost (AE-boks), toplotni stres (HSE) i napad patogena (Box-

W1).

6. Rekombinantni FeAP9 protein u fuziji sa MBP tagom je proizveden u Rosetta-gami soju
E.coli, kao heterolognom ekspresionom sistemu, gde je pretezno bio lokalizovan u
inkluzionim telima. Kako FeAP9 rekombinantni protein nije bilo moguce renaturisati i
koristiti za proizvodnju antitela, sinteticki oligopeptid iz N terminalnog regiona eAP9
proteina procenjen kompjuterskom predikcijom kao podesan epitop upotrebljen je za

imunizaciju i proizvodnju poliklonskih anti AP9-antitela.
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7. Analizom ,,Western blot™, uz primenu anti-AP9-antitela pri neredukuju¢im uslovima
detektovano je prisustvo polipeptida od 47 kDa u semenu, listu, korenu i stablu, dok
je u cvetu detektovan polipeptid od 52 kDa. U prisustvu B-merkaptoetanola na
proteinskom profilu uocen je polipeptid od 32 kDa u svim analiziranim tkivima, osim
u cvetu gde je identifikovan signal koji odgovara polipeptidu od 26 kDa, ukazuju¢i na
mogucnost razli¢ite post-translacione obrade asparti¢ne proteinaze heljde u razli¢itim

organima

8. Imunodetekcijom je pokazano da se Fe4 P9 protein akumulira tokom sazrevanja semena i
da je prisutan u pocetnim fazama germinacije nakon fega postepeno nivo ovog
proteina opada. FeAP9 signal se javlja u svim fazama razviéa lista, dok je u prirodno

senescentnom listu intezitet signala najjaci. Takode, protein FeAP9 se javlja u

tu¢kovima potpuno razvijenog cveta.
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