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\ 

SAŽETAK 
\ 

\ 
Za istraživanja karakteristika, ekspresije i kontrole e~spresije gena klase I GSH 

u placenti štakora, kDNK klon pARl.5 je izoliran iz (WFxDA)f 1 genske knjižnice. Sek-
vencioniranje je pokazalo da je pARl.5 insert dužine 1.6 kb od prvih j 131 nukleo-
tida kodiraju antigen klase I. Protein, izveden iz pARl.5 nukleotidnih sekvencija se 
sastoji od signalnog peptida, tri ekstracelularne domene i membranskog-citop~ -
matskog dijela. Signalni protein i transmembranski dio pokazuju hidrofoban 
karakter, dok ekstracelularne domene dijele visok stupanj homologije s antigenima 

klase I drugih sisavaca. Izvedeni protein analiziran je i s aspekta tercijarne strukture 
molekule klase I. Varijabilne aminokiseline nalaze se na istim pozicijama kao u an-
tigenima drugih sisavaca s iznimkom pozicija 134-150. 

U eksperimentima ekspresije pARl.5 insert je rekloniran u pcEXV3, vektor 
pogodan za ekspresiju u COS7 fibroblastima bubrega zelenog majmuna. 
Upotrebljene su dvije metode: 1)prolazna transfekcija DEAE-dekstran metodom; 
2)trajna transfekcija precipitacijom s kalcijevim fosfstom i kotransfekcijom genom za 
rezistenciju na neomicin. Stanice su potom bojane metodom indirektne imunoflores-
cencije štakorskim, monoklonskim i poliklonskim antitijelima. Rezulatati 
pokazuju da je pARl.5 regija za Pa antigen. 

Hibridizacija probama izoliranim iz pARl.5 inserta pokazuje da je Pa gen 
prisutan u svim ispitivanim štakorskim sojevima. Pa pozitivni sojevi (DA, ACP, R16 i 
BUF) u Xbal digestiji genomske DNK pokazuju hibridizacijski fragment 

1,8 kb, dok Pa negativni sojevi (LEW, WF i YO) imaju fragment 1,7 kb. 
Southern blot hibridizacija ukazuje da pARl.5 posjeduje sekvencije vrlo 
mnogim drugim genima klase I štakora. U uvjetima jake stringencije dobije se 

fragment dok u uvjetima umjerene stringencije, probe hibridiziraju mnoštvo 
restrikcijskih fragmenata. 
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SUMMARY 

ln order to investigate MHC class I antigen expression in the rat placenta, a 
cDNA (WfxDA)(wcs) library was made.The most abundant elass I elane, pARl.5,was 
sequeneed by the chemical degradation and chain termination methods.The elane is 
1612 bp long,and the first 1131 bp encode the translated portion ot the class I antigen-
trom the signal peptide through the carboxy-terminus. 

ln order to compare the important structural teatures ot th~elass I antigens, 

the amino acid sequence derived trom elane pARl.5 was alignerwith representative 
mouse,rabbit,and human elass I sequenees,as well as with th,previously published 
partial rat sequences. The amino aeid sequenees ot ali ot th/ domains exeept the 
transmembrane-eytoplasmie region are highly eonserved.The eysteine residues, 
whieh torm disulfide bridges, and the glycosylation reeognition tqr N-linked 
glyeans are also eonserved in the pARl.5 dedueed protein.The signal peptide and the 
transmembrane domain are highly hydrophobic.Analysis ot the tertialy structure 
shows that the amino aeids ot the variable regions are clustered in the same positions 
as in the class I antigens of the other species with the exeeption of positions 134-150. 

ln the expression study, the pARl.5 insert was recloned into the mammalian 
expression vector peEXV3.Two types of transtectants were generated by transfection 
of the COS7 green monkey kidney fibroblasts with the pcEXV3/pARl.5 eonstruet: 1 )the 
transient transtectants by the DEAE-dextran method; and 2) persistent transteetants by 
ealeium phosphate preeipitation, eotransteetion with a gene encoding resistance to 
neomycin and growth in medi um supplemented with Geneticin. The transient transfec-
tants and the drug-resistant eells were analyzed with different rat monoelonal and 
polyelonal antibodies by the indireet immunotluorescence method tor rat class I ex-
pression. The expression studies showed that pARl.5 codes tor the Pa antigen. 

Different rat genomie DNAs were hybridized with tour different probes: two 
· trom the 5' region, which is known to be allele specitic, and two trom the 3' UR (un-
translated region),whieh is known to be locus speeifie in the mouse and human class I 
genes.The 3' probes and 5' probes hybridize to many restriction fragments under 
moderate stringency eonditions, and this observation suggests that Pa gene share 
sequences with many other rat class I genes.However, an Xbal restriction fragment 
unique to Pa was tound with the 5' probe undere high stringency conditions ot 
hybridization. The fragment hibridizes a 1.8 kb band in Pa-positive rat strains (DA,ACP, 
R16 and BUF), and a 1.7 kb band in Pa-negative strains (WF,YO,LEW). 
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LISTA 

GSH glavni sustav histokompatibilnosti 

Tla T limfocitni antigen \ 
RT1 glavni sustav histokompatibilnosti štakora 

HLA glavni sustav histokompatibilnost 

H-2 glavni sustav histokompatibilnost miša 

DNK deoksiribonukleinska kiselina 
\ 

kDNK komplementarna deoksiribonukleinska kiselina 

RNK ribonukleinska kiselina 

gRNK ribonukleinska kiselina 

tRNK . transportna ribonukleinska kiselina 

cM centimorgan 

grc engl. growt and reproduction 

Pa engl. pregnancy associated 

kb kilo baza 

pb par baza 

5'NR regija 

3'NR regija 

/hmg . /32 mikroglobulin 

CTL T limfocit 

N dušik; arginin; normalna otopina 

T . trionin 

s serin 

CRE klasa I regulacijski element 

mi mililitar (10-3 I) 

µI mikrolitar ( 1 o-o I) 
rpm revolucija po minuti 

V 



M molarna otopina 

mM milimolarna otopina 

EDTA etilen diamin tetra acetat 

g gram 

ng nanogram (10"12 g) 

µg mikrogram (10-6 g) 

mg miligram (1 o-a g) 

kg kilogram 103 g) 

V. . volt 

uv ultraviolet 

w vat 

µCi mikroCiry 

mmol milimol 

DMEM Dulbeco Minimal Essential Medium 

FCS engl. fetal calf serum 

BSA engl. bovine serum albumine 

mm milimetar (1 O-a m) 

cm centimetar (10"2 m) 

nm nanometar (10-12 m) 

SDS sodiumduodecil sulfat 

ssc natrijev klorid i natrijev citrat 

u. . jedinica 

oc stupanj Celzius 

DEAE dietilaminoetil 

C .. ugljik; citozin 

PVP polivinil pirolidon 
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1.0 U V O O 

Geni glavnog sustava histokompatibilnosti (GSH) kontroliraju mnoge imuno-

loške funkcije, proteine koji u imunološkom prepoznavanju i imun-
ološkoj reaktivnosti. Produkt GSH su komponente komplementa i antigeni 

I 
membrane odgovorni za odbacivanje suradnju te 

imunološki odgovor na tumore i infekcije (76, 151, 178, 11 O, 154, 86). 

Dosadašnja GSH pokazuju važnu biološku ulogu sustava. 
Regulacija ekspresije gena GSH vjerojatno je i u 
sisavaca. 

1.1 ORGANIZ~CIJA I STRUKTURA GSt-1 ŠTAKORA 

Kao i u drugih sisavaca ( 137, 65, 172, 96, 111, 148), GSH štakora (RT1) kodira 
tri klase proteina: klasu I - transplantacijske antigene, klasu li - antigene imunološke 
reaktivnosti i klasu Ili - komponente komplementa (49). Uz mišji GSH (H-2) se 
nalaze geni koji kodiraju diferencijacijske antigene limfoidnih stanica, Tla sustav (Qa i 
TI antigeni}(37). sustav opisan je u štakora (165, 68), a novija istarživanja 
pokazuju da postoji i u (85). Geni klase I kodiraju proteine membrane 

ispaljene na somatskih stanica. To su u miša produkti lokusa K, Di Li 
ispoljavaju jak polimorfizam (78, 52) . Lokusi klase I RT1 sustava su: RT1,A BILE. 
(118), RT1.E (93), RT1 ,G (68) i RT1 .C (165). Lokusi klase li su RT1 .B i RT1 .D (15) i 
kodiraju antigene membrane od dva glikoproteinska lanca molekularne 

težine 32000 i 28000 daltona (173). Antigeni klase li prvenstveno su ispaljeni na 
membrani B limfocita (145) i makrofaga (57). Rad na identifikaciji lokusa klase 
11, RT1 .H (174) još je u toku. 

Do sada su opisana dva osnovna tipa organizacije GSH sisavaca. Primjeri su 
humani sustav (HLA) i H-2 sustav miša (81 ). U humanom tipu organizacije GSH, geni 
su poredani centromera -klasa li- klasa I gena, dok su u mišjem tipu organizacije geni 
klase li okruženi genima klase I. Ovakav raspored gena do sada je opisan samo u 
miša i štakora. 

RT1 sustav sadrži najmanje šest lokusa genetskim 
metodama:A, 12., Q., .G, i .Q, poredani istim redosljedom od centromere telomerno na 
kromosomu 14 (49,127). RT1 A i RT1,E su lokusi koji kodiraju transplan-
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tacijske antigene i odgovaraju .t±2K i H-2D !okusima miša ili HLA-A i HLA-B !okusima 
. .G.i ,Ulokusi kodiraju proteine Qa/TI antigenima miša (165, 61, 68). Bi D 

su geni klase li i odgovaraju !±2A i 1::i:2f. !okusima miša. Svaki ima najmanje dva 
gena, za a i f3 lanac proteina. 

Slika 1, pokazuje mapu GSH štakora na kojoj su sumirana dosadašnja saz-
nanja o ovom genskom sustavu.~ gen za glikoksilazu 1 i RT1 .A lokus su udaljeni 
3,3 cM (centiMorgana). Udaljenost lokusa dobivena je rekombinacije 

ova dva lokusa iz sumiranih podataka Stolca i sur. i Samollova i sur. ( 166, 146). 
Laboratorijski dobiveni rekombinantni sojevi štakora R1 (20), R2 (161,83) i A10 (45) 
nesumljivo pokazuju da su lokusi A i B odvojeni i to za O, 1 cM (92, 46). Od do danas 

dvadeset rekombinantnih sojeva (49), kod osam se rekombinacijska 
nalazi 8. i B lokusa, u jednom B i D lokusa, a dvanaest rekombinanti je 
unutar E-grc-C regije. 

Glavna razlika H-2 i RT1 je u nivou polimorfizma koji pokazuju geni 
sustava. Dok je do sada objavljena otprilike stotinjak H-2K i H-2D alela (164), serološki 
identificirani antigeni klase I štakora pokazuju slab polimorfizam. je svega 
dvanaest haplotipova, dvanaest alela RT1 ,A lokusa (46) i svega dva alela za 
lokuse RT1.E i RT1.F (118). RT1.E lokus otkriven je (engl. 
growth and reproduction ~omplex ) lokusa (44), povezanog s RT1 sustavom i 

odgovornog za rast i fertilnost životinja. Segregacija~ i RT1 ,E lokusa je 
AT1 ,E je dialelan sistem, gili 11

-
11

, što seroloških pokazatelja u 
mapiranju lokusa. Zato su iz križanja rekombinacije lokusa 
RT1 ,A koji serološku tipizaciju i lokusa koji se fenotipski ispoljava u 
maloj težini tijela životinja.Tako je udaljenost od 0,4 cM ova dva 
lokusa (44, 91, 45). Osim toga, dobivene su dvije rekombinantne životinje koje 
pokazuju da se~ sastoji od dva odvojena lokusa: ft (fertilnost) i~ ( mala težina 
tijela) koji su odvojeni 0,07 cM (91 ). Aedosljed gena A - B -ft - dw-3 je zahval-

rekombinantnim životinjama R10 i R11 (34 ). Iz ( A10 x ACP )F2 križanja 

dobivena je rnkombinantna životinja R16 s genotipom RT1 .A0.E i male tjelesne težine 
( grc ) (67) što je pokazalo da se illQ nalazi desno od E lokusa i da je redosljed gena 
AT1 .ABEgrc . 

Tla regija GSH miša kodira seriju molekula klase I ispaljenih na membranama 
hematopeotskih stanica (37). Ova je regija podijeljena u dvije subregije, Q i TI koje 
kodiraju Qa i TI antigene. Do sada nije prava funkcija ovih molekula. lako su 
po biokemijskim karakteristikama vrto taransplantacijskim antigenima, 

- 2 -



MHC 

3- 4cM li 0.4cM 11 0 .07cM 11 l-3cM 

Neu-1 r-----••-••---·-•••-~ I : 
C4 r---------------, . . 

Glo-1 Acry-1 A Po F H B D E G C r- -, r--, ft dw-3 

• • 11DOO -----~t .. ~!-·---~--.:~ 

Slika 1. GSH ~takora 

Položaj lokusa klase I GSH su praznim kvadratima, dok su lokusi 
klase li praznim krugovima. Položaj lokusa pridruženih GSH štakora 

su tamnim simbolima. Udaljenost fokusa je dobivena metodama 
genetike i izražena je u centi morganima (cM). 
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Qa/TI antigeni pokazuju nekoliko bitnih razlika: 1) manje su molekularne mase (37, 

156); 2) pokazuju manji polimorfizam (38, 37, 116, 170); 3) tkivna distribucija 
im je za razliku od taransplantacijskih antigena koji su prisutni na 
gotovo svim somatskim stanicama (37). U štakora su identificirana dva lokusa koja 
kodiraju antigene po karakteristikama Qa/TI antigenima miša: RT1,C (83, 165, 
61, 55) i RT1 .G. (67, 68). RT1 .C lokus ima tri alela: 2. ! i !!. nazvanih po haplotipovima 
sojeva kod kojih su identificirani. RT1 .G ima dva alela ( a i b) i negativnu varijantu ( - ). 

Serološki je otkriven u životinja s odbacivanjem kožnog alografta . .E, .G. i .C. 
lokusi mapirani su u istoj regiji GSH štakora (177). 

je identificirane nekoliko drugih antigena klase I se lokusi nalaze u 

RT1 .A regiji GSH. RT1 ,F identificiranje monoklonskim antitijelom 39 (118) i mapiran 
lijevo od 8 lokusa u A regiji kod rekombinantnih životinja R1 O, R11 i R12, i životinja 
haplotipa a (118, Kunz W.H.-neobjavljeni podaci). je opisan Pa (pregnancy 

associated) antigen na membranama stanica bazalnog trofoblasta. ldentificiran je 
aloantiserumom i monoklonskim antitijelima dobivenim iz alogenetskih bez 
ikakve prethodne stimulacije (42, 43, 100, 64). Lokus koji kontrolira ekspresiju Pa 

antigena je dialelan . .E.a. lokus mapiran je u RT1 .A regiji, a imunohistokemijske studije 
(64, 72) pokazuju da su Pa i A8 molekule. Mapiranje lokusa A, E i Pa mora se 
uzeti s rezervom.jer do sada njih nije rekombinacija. Postojanje dva 

lokusa klase li u je serološkim metodama (90) i dokazane 
i karakterizacijom rekombinantnog soja R12 (98). Pokazana je da se geni poredani 
redosljedom ABD. Daljna analiza rekombinante (14, 124) pokazala je da se mjesto 

rekombinacije nalazi gena koji kodiraju alfa i beta lanac RT1 ,B lokusa, pa je 
redosljed klase li gena: Bbeta ", Batta 8 , Da ( a i /3 ). Nedavna istraživanja (174) dokazala su 
postojanje lokusa klase li (RT1 .H) homolognog humanom HLA-DP !okusu. 

Hibridizacijske analize rekombinantnih životinja R12 i R22 lociraju RT1 ,H RT1 A 
i RT1 .B lokusa. Geni za a i /3 lanac nalaze se oko rekombinacije 

· kod R22 životinja. Nije potpuno jasno da li je RT1 .H funkcionalni gen ili pseudogen, kao 

što je opisana za Abetaeta gen miša (39). 

Recesivni geni koji su vezani s GSH i na rast i razvoj opisani su u miša 
(T/t sustav) (8, 77), štakora (grc) (44, 67), a predpostavlja se da postoje i u drugih 

sisavaca npr. konja, svinje i (6, 136, 5). Najopsežnija istraživanja objavljena su 
o t sustavu, u kojem su dominantni i recesivni geni vezani za H-2 sustav i uzrokuju 
nepravilnu segregaciju t haplotipova te supresiju rekombinacije divljeg tipa i t 

haplotipa. uzrokuju sterilnost mužjaka, embrionalnu i fetalnu smrt, te skeletne 
defekte (8, 9, 77, 155, 79, 41 ). Ovi su geni otkriveni zbog njihove interakcije s Brachyury 
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(T) mutantama bezrepim T/t životinjama. smanjenje frekvencije 
rekombinacije kromosoma 17 laboratorijskih miševa javlja se zbog t haplotipa koji 

u homozigotetu nosi letalne mutacije (8, 77), a u heterozigotetu uzrokuje steril-
nost. Do sada je otkriveno 16 grupa t haplotipa (80) koje su gotovo uvijek 
udružene sa H-2 haplotipom (57, 125, 51) . Su presija rekombinacije primar-
no je uzrokovana razlikom u strukturi divljeg tipa kromosoma i t kromatina (4,3). 
H-2 sustav je u jednostavnu inverziju (153), a ustanovljena je i sekundarna 

inverzija proksimalne polovice t-sustava (62). 

Geni vezani uz GSH koji na rast i razvoj, do grc (44} smatrani su 
za karakteristiku mišjeg genoma. Grc ima karakteristike t-semiletalnog haplotipa miša 

i otkriven je u ispitivanju S-kolonije štakora (89) u kojoj su segregirani RT1 1 i RT1" 
haplotipovi. Mužjaci i ženke homozigoti za RT1 1 haplotip imaju proporcionalno malo 
tijelo i defekt fertilnosti. Nastavilo se križanje defektnih heterozigota s balansiranim 

letalnim haplotipom. grc/grc+ haplotip je kao BILJ1 soj. Ovo je do sada jedini 
soj štakora u koga je are. Kao i za t-haplotip, proteinski produkt kodiran 
ovom regijom GSH nije QrQ. u homozigotetu uzrokuje sterilnost mužjaka 

radi jednako mjernog zastoja spermatogeneze u ranom pahitenu prve diobe. 
Životinje imaju proporcionalno malo tijelo i testise (desetina normalne težine). 
Reducirana je fertilnost ženki, embrionalni mortalitet, ali nije 

segregacije (47). Razlika i t gena opisana je i u gametogenezi: 
gm. na razvoj spermalne i jajne stanice (91 ). Ne postoje podaci da t-haplotip 

na fertilnost ženki. Mehanizam djelovanja grc gena do sada nije 

G-pruganjem nije otkrivena kromosomska anomalija (31 ). Ne postoje promjene u 
nivou pituitarnih hormona (FSH, LH, GH). Regularan je metabolizam testosterona i 
somatomedina C (44, 54). Istraživanja štakorskih rekombinantnih sojeva R1 O i R16, 

nosilaca~ pokazala su sklonost ovih životinja razvoju neoplazija (27). 
Zanimljiva je povezanost embriogeneze i karcinogeneze kao i utjecaj grc gena na rast 
i razvoj (48). Najnoviji rezultati molekularne analize (27) pokazuju da grc životinje imaju 

· deleciju u RT1 .E-grc regiji najmanje 18,5 kb (kilo baza)(Corttese Hassett A-neob-
javljeni podaci),a ne samo 3, 1 kb. Stvarna delecije i veza manjka 

genetskog materijala i fenotipskih karakteristika koje pokazuju grc životinje, do sada 
nije GSH-vezani geni koji na rast i razvoj miša (t), štakora (grc) i drugih 
vrsta (6, 136, 5), a možda i (47), ukazuju da ovakva organizacija gena može 
biti fenomen u sisavaca. 

Molekularna analiza RT1 gena uvelike je olakšana sistematskim i detaljnim 
istraživanjima metoda genetike. Osim toga, ovaj sustav gena je 
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relativno konzerviran dio genoma sisavaca. Mišje i humane probe za klasu I gena 

pokazale su se vrlo korisnim jer kroshibridiziraju velik broj DNK fragmenata AT1 
sojeva visok nivo polimorfizma dužine restrikcijskih fragmenata 

(engl. RFLP-restriction fragment length polymorphism ) (132, 56, 26). Molekularna 
analiza pokazuje da je RT1 sustav multigenska familija s jakim polimorfizmom, što se 
suprostavlja malom polimorfizmu serološki detektiranih antigena klase I (28, 46}. 

je objašnjenje u broju gena klase I koji se prepisuju, te ih 
nije aktivna i nije ispaljena u vidu proteinskog produkta. U miša ( 164) i u ( 129) 
je dokazana Southern blot analizom i molekularnim kloniranjem da je po haplotipu broj 
gena klase I daleko od serološki detektiranih antigena. Postavlja se pitanje, da li 

su ti geni pseudogeni klase I (162, 69) ili geni koji su aktivni u stadijima 
razvoja? 

1.2 STRUKTUHA GENA I KARAKTERISTIKE gRNK 
KLASE I ANTIGENA MEMBRANE 

humanog i mišjeg gena klase I je 5-6 kb. Sastoji se od 8 
eksona odjeljenih intronskim sekvencijama ( 101, 162). Prvi ekson kodira dvadesetak 
nukleotida regije gRNK (5'NR = engl. 5'UN - 5'untranslated region) i 

signalni ili protein koji se sastoji od dvadesetak aminokiselina (94, 157). Signal-
ni protein je hidrofoban i nakon prolaska kroz membranu odcijepi se od 
ostalog dijela molekule. Drugi i ekson jednaki su po (270 pb) i kodiraju 

prve dvije ekstracelularne domene teškog lanca antigena. domena je kodirana 
sekvencijama eksona i predstavlja konzerviranu regiju molekule. 

je opisana strukturna ove domene s {32 mikroglobulinom ({32mg) i 

konstantnom regijom imunoglobulinskog gena (163). Peti ekson gena klase I kodira 
hidrofobnu transmembransku domenu kojom je antigen klase I za 

membranu. Solubilne molekule klase I nemaju ovaj dio proteina i smatra se da je 
ovakav 11nedostatak11 rezultat alternativnog dozrijevanja ili splajsinga (engl.splicing) 
gRNK (23, 87). Ista modifikacija je opisana za posljednja tri eksona gena klase I (109) 
koji kodiraju citoplazmatsku domenu i 3' regiju koja se ne prevodi u protein 
(3'NR;engl.3'UN-3'untranslated region). Prepis klase I može biti modificiran na 
svom 5'kraju (94), što je vjerojatno dodatni mehanizam u produkciji polimorfizma an-
tigena klase I na nivou proteina. Zrela gRNK klase I i kDNK (komplemen-
tarna DNK) je duga 1,6 kb i ~astoji se od sekvencija svih osam eksona (Slika 
2.). Start kodon (AUG) lociranje poslije dvadesetak nukleotida 5'NR u prvom eksonu. 
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a 

b pARI.5 

C 

100 bp 

1--i 

cxon 2 cxon 3 

EcoRI SstII Sstll 

SP al a2 

exon 4 cxon 5 cxons 6, 7 and 8 

SstI PstI PvuU SstI PvuU HincU EcoRl 

I 
a3 TM CY 

Slika 2. Shematski prikaz eksona gena klase I, pARl.5 klona iz kDNK knjižnice 
gena i proteina klase I 

pARl.5 (b) kDNK insert (140) predstavlja nukleotidne sekvencije svih osam 
eksona (a) gena klase I. Dužina kDNK je dužini regije gena. Na 
slici je prikazan protein klase I (c) s ekstracelularnim domenama (01, o2, o 3), trans-
membranskim (TM) i citoplazmatskim (CY) dijelom. Signalni protein (SP) odvoji se od 
molekule nakon što antigen kroz membranu. 
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Osmi ekson je najduži (400 pb) i nekada na svom sadrži stop kodon 

(UGA), premda terminacijski kodon može biti u kraj sedmog eksona. 
Poliadenilacijski signal 5' -AAAUAAA-3' (36) je lociran 400 pb iza stop kodona u 
mišjoj gRNK klase I (122, 169). 

1.3 KARAKTERISTIKE PROTEINA KLASE I 

Antigeni GSH klase I su glikoproteini ispaljeni na membranama gotovo svih 
somatskih stanica. Teški, a lanac antigena ima relativnu masu 42-46000 i kodiran je 
mnogobrojnim genima GSH (1.1 ). Svaka od tri ekstracelularne domene sastoji se od 
90-tak amino kiselina. Laki lanac antigena mase 12000 je /32 mikroglobulin (/32mg) 
kodiran genom na kromosomu od GSH. Na $lici 3 shematski je prikazana 

antigena. Antigeni klase I su meta antitijela i T limfocita (CTL) za 
vrijeme odbacivanja transplantata. Osim toga, T limfociti prepoznavaju virusne an-
tigene zajedno uz molekule klase I. a 3 domena teškog lanca nalazi se uz 
membranu i formira stabilnu nekovalentnu vezu s {32mg. Laki lanac vrlo je važan u 
ekspresiji antigena klase I na membrani (176). {32mg posjeduje vrsta-

karakteristike iako je konzervirana molekula i vrlo 
vrstama. Ekspresija humanog antigena klase I u mišjim mastocitima nekoliko je puta 

ako su stanice kotransficitane s humanim {32mg (135). Ovaj efekt se 
pripisuje d~leko boljom vezom HLA teškog lanca i humanog, nego mišjeg 
{32mg. Homologni {32mg najvjerojatnije brži transport HLA molekule preko 
endoplazmatskog retikuluma do Golgijevog aparata. Osim toga, antigeni klase I nisu 
ispaljeni na Daudi stanicama jer ove ne produciraju {32mg ( 150). 

Nukleotidne i amino acidne sekvencije antigena klase I GSH pokazuju veliku 
vrstama (82). lako se razlike mogu cijelom dužinom 

· teškog lanca, sekvencija locirana je N-terminalno. Tri vanjske domene 
mogu se podijeliti u varijabilne i konzervirane regije. varijabilnih pozicija se 
nalazi u a1 i a2 domeni. Kraj prve domene (amino acidne pozicije 60-80) je najvarijabil-
nija regija molekule klase I koja ujedno predstavlja sekvencije (82). Kon-
zervirane regije sekvencijskom homologijom vjerojatno konzerviranost ter-
cijarne strukture antigena. 

Cistein konzerviran u humanim (84) i mišjim (122) antigenima na pozicijama 
101, 164 u a2 domeni, 203 i 259 u q3 domeni, stabilizira strukturu unutar domene 

disulfidne veze. se predpostavlja da disulfidni most u 
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Cell 
Membrane 

Cytoplasm 

Slika 3. Shematski prikaz strukture antigene klase I na membrani. 

Antigen klase I na membrani je glikoprotein od o lanca iu {32 

mikroglobulina (,82m}. Teški lanac je podijeljenu tri domene (01, o2 i 03}, 

koje nose molekule (CHO), kratkog dijela koji prolazi kroz membranu, 
te citoplazmatskog dijela na -COOH kraju lanca. 
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ekstracelularnoj domeni predstavlja strukturu neophodnu za intracelularni transport 
posreds~om receptora. Raskidanje ovih veza transport molekule do sta-

membrane (120). 

Antigeni klase I su N-vezani glikani i sadrže jednu, dvije ili tri molekule 

(119). glikozilacijska sekvencija na koju je vezan je Asparagin-X-
Trionin ili Serin (N-X-T/S). Ovaj triplet amino kis~lina je konzerviran na nekoliko 
pozicija u antigenima klase I: N86 u prvoj domeni humanog i mišjeg antigena (84, 157, 
94, 144, 102); N176 u 02 (94, 102, 144) i na poziciji N256 u 03domeni mišjeg antigena 
(94, 102, 144, 29). Uloga glikozilacije antigena klase I u ekspresiji na 
membrani nije potpuno razjašnjena, premda se predpostavlja da ne na an-
tigenost (133, 119). Eksperimenti pokazuju da tunikamicin koji zaustavlja glikozilaciju, 
iako znatno smanjuje (121) ne i ekspresiju na membrani (97), što 
ukazuje da ugljikohidrati mogu imati ulogu u intracelularnom transportu an-
tigena. Smatra se da antigen bez glikozilacije u 01 i 02 domeni, teško može biti 
transportiran do membrane (40). 

Nedavne radiološko-kristalografske studije pokazuju da humani antigen 
klase I (HLA-A2) ima dvostruku rotacijsku simetriju (12, 13). 01 i 02 domene 

. su postavljene u prostoru dok je 03 domena s /32 mg. 01 i 02 domene 
formiraju dva anti paralelna alfa heliksa koji leže na osam beta lanaca, te tako formiraju 

dug žljeb. Gotovo sve polimorfne pozicije nalaze se na rubovima ove brazde. Autori 
smatraju da je žljeb mjesto veze s antigenom (12), te mutacija amino 
kiselinskih pozicija na vezivanje stranog antigena, dok neke amino kiseline imaju 
utjecaj na vezivanje s T receptorom (13). Neke molekule HLA-A2 s 
mutacijama vežu sintetski virusni antigen, ali ih autologni T limfociti (CTL) 
ne prepoznaju (114). Aminokiseline na pozicijama 43 i 107 koje se nalaze izvan an-
tigenog žljeba, nemaju utjecaja na funkciju CTL (114). Nekoliko radova ukazuje da na 
površini T limfocita, pored T receptora mnoge druge molekule olakšavaju 
spajanje s antigenom klase I virusom zaražene stanice. mutacija u 
ekstracelularnoj domeni može smanjiti reaktivnost s CTL (138). 03 domena je 

u Lyt-2 (25) i CD8 prepoznavanje (126). 

Molekule klase I jaki su transplantacijski antigeni. Nije posve jasno da li su isti 
polimorfni segmenti važni kao aloantigena mjesta za antitijela i CTL. je da 
antitijela protiv epitopa u 01/02 i 03 domeni rezultiraju prodeženim preživljavanjem 
kožnog alografta, dok odvojena blokada 01/02 i 03 epitopa neznatno produžuje 
preživljavanje kožnog transplantata (25). Amino kiselinske pozicije 63 i 73 u 01 i 152, 
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155, 156 u a2 domeni su imunodominantne u prepoznavanju T limfocita 

(104). je sugerirano da aloreaktivni CTL prepoznavaj u molekule klase I zajed-
no s antigenom koji se nalazi u brazdi (13) te molekula klase I i antigen zajedno 
predstavljaju strani antigen za CTL. 

1.4 EKSPRESIJA ANTIGENA KLASE I 

Antigeni klase I ispaljeni su na membranama gotovo svih somatskih stanica, 

osim stanica centralnog nervnog sistema (59). Prepisivanje H-2 gena vrlo rano 
u stadiju semita mišje embriogeneze (131 ). U fetalnom razvoju antigeni su slabo ispol-
jeni, zatim se u prva dva postnatalna tjedna ekspresija naglo (73). lspol-
javanje antigena može biti inducirane limfokinima, interferonima (INF) (34) i tumor 
nekroza faktorom (TNF) (24). Osobe s teškom formom sindroma "golih limfocita" 
krvne stanice ne ispoljavaju antigene klase I, imaju kombiniranu imunodeficijenciju i 
umiru mladi u sijed infekcija ( 149, 171 ) . Tako saznanja o kontroli ekspresije 
antigena klase I svakako imaju veliku biološku i medicinsku važnost. 

1.4. 1 Regulacija ekspresije antigena klase I na nivou gena 

Geni klase I podložni su univerzalnoj regulaciji ekspresije eukariotskih gena, 
npr. metilaciji (1) koja ima ulogu u inaktivaciji gena. Modifikacije ekspresije se 
dešavaju u citoplazmi usljed glikozilacije molekule ( 121) ili vezivanja s {32mg ( 135, 176, 

150). Najvažniju ulogu u ekspresiji vjerojatno imaju regulacijske sekvencije u cis 
položaju (75, 7) opisane kao CRE (engl.class I regulatory element- klasa I regulacijski 
element). CRE se nalazi na poziciji -161 do -203 od 5'kraja_gena (75) i sastoji se od 
regija I, li i Ili koje vezuju nuklearne proteine u kulturama (7). CRE je 

odgovoran za regulaciju ekspresije u stadijima razvoja (19). Ako se 
usporede geni klase I s drugim genskim sistemima, CRE najvjerojatnije regulira 
ekspresiju u suradnji s elementima u trans položaju (60, 140). U nekim 
kulturama ekspresija ovisi o trans regulaciji (152, 19). Lokus odgovoran za trans 
regulaciju humanih gena klase I se nalazi grupe gena koji kodiraju kom-
ponente komplementa i gena klase li GSH. 

1.4.2 Ekspresija antigena GSH u placenti 

Fetus se može smatrati prirodnim transplantatom i odavno se postavlja pitanje 

- 11 -



kojim mehanizmima placenta izbjegava imunodestruktivni odgovor organiz-

ma. Jedna od prvih razlika transplantiranih organa i palcente je u ekspresiji 
antigena GSH. Antigeni klase li nisu ispaljeni u mišjoj (141, 22), humanoj (168,18) i 
štakorskoj placenti (72). Klasa I antigena placente paternalnog je porijekla (72, 1 O) i u 

placenti štakora je u ekspresiji na stanice bazalnog trofoblasta (100). 
Paternalni antigen Pa (engl. pregnancy associated) koji ne posjeduje an-

tigene determinante, ispoljen je na membrani, dok transplantacijski 

antigen klase I s paternalnim determinantama ostaje unutar citoplazme 
(72), te tako nije prezentiran imunokompetentnim stanicama. Pa antigen ne 
izaziva imunološki odgovor, ali ·može izazvati produkciju 

·aloantitijela (42, 43). Opisan je u .a, .d. f, b. i mhaplotipovima štakora i ima karakteristike 
proteina klase I: teški lanac izoliran iz limfocita ima relativnu masu 46000 i nekovalentno 

je vezan s '32mg. antigen sa determinantama opisan je u humanoj 
placenti (112, 113, 66). Nedavno je da se u humanom trofoblastu ispoljava 

antigen relativne mase 40000 udružen s '32mg (33) koji je možda ekvivalentan mišjim 

Qa{fl antigenima. Humani gen klase I, HLA-827 nije ispoljen u trofoblastu trans-
genetskog miša što sugerira da je kontrola ekspresije GSH antigena klase I u 
ekstraembrionalnom tkivu konzervirana u vidu selektivne su presije koja je 

vrsta ( 130, 32). 
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1.5 CILJ ISTRAŽIVANJA 

mehanizmi preživljavanja fetalnog alografta u imunološki kom-

petentnoj majci, su s aspekta antigena nezrelog konceptusa, placente kao 
imunološke barijere majke i fetusa, te kvantitativno i kvalitativno promijenjenog 
imunološkog sustava trudnice. Niti jedna od hipoteza nije u potpunosti niti 
daje sve odgovore na fenomene koji se dešavaju u U jednoj od 
teorija razlozi fetalnog alografta mogu se u genskoj regulaciji ekspresije 

antigena GSH na membrani stanica trofoblasta. 

Ovim se istraživanjem želi utvrditi struktura genskog prepisa za klasu I an-

tigena membrane u (WFxDA)F1 placenti štakora. Iz komplementarne 
knjižnice gena potrebno je izdvojiti i sekvencionirati klon koji sadrži kompletne sekven-
cije regije gena klase I GSH. Time bi se ujedno po prvi put opisale sekven-
cije štakorskog gena klase I, te je potrebno utvrditi koliko štakorski antigen 
pokazuje s antigenima drugih sisavaca. 

U cilju istraživanja kontrole ekspresije gena, važno je utvrditi parentalno 
porijeklo ispoljenog gena. Za to je potrebno, uz poliklonskih i monoklonskih 
antitijela i ekspresijom io vjtro u stanicama sisavaca, utvrditi alelnu klana 
dobivenog iz komplementarne knjižnice gena placente. 

je važno ustanoviti da li gen, ispoljen u (WFxDA)F1 placenti štakora, 
ima lokus ili alel karakteristike ili je pak konzerviran u genomu drugih sojeva. 
Podrobnija saznanja o antigenima klase I, osobito na nivou DNK i ekspresije gena 
GSH placente, svakako je veliki doprinos u razjašnjavanju transplantacijskih reakcija 
odbacivanja, te fenomena u imunologiji reprodukcije. 
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2.0 M A T E R I J A L 

2.1. ŽIVOTINJE 

rekombinantni i srodni štakorski sojevi upotrebljeni u ovom istraživanju 
iz kolonije u Pittsburghu, Medicinskog fakulteta, Zavoda za 

patologiju, Pittsburgh, Pennsylvania, USA. RT1 haplotipovi ovih životinja prezentirani 

su na Tablici 1. 

sojevi su: BILJ1, YO 38366 (Yoshida), ACP 9935, LEW (Lewis), DA, WF, 
BUF (Buffalo), BDV, BN, BI, MR, WKA. Rekombinantni soj: R16; te srodni soj: DA.1O. 

2.2 kDNK KNJIŽNICA GENA 

Komplementarna knjižnica gena konstruirana je od gRNK (WFxDA)F1 postelji-
ca starih osamnaest dana(167). Na uzorku gRNK uz reverzne transkriptaze, 
sintetiziranje prvi lanac DNK. lanac gRNK i sintetiziran drugi lanac DNK uz 

Klenow enzima. Ovim se postupkom dobije komplementarna DNK (kDNK; 
engl. cDNA) koja po redosljedu nukleotida u potpunosti odgovara zreloj 
RNK.l\gt11 DNK korištena je kao vektor u konstrukciji kDNK knjižnice gena. 
Hibridizacijom s mišjom pAG64C probom izdvojena su 22 klana klase I 
dužine. 

2.3 KEMIKALIJE I ENZIMI 

korištene kemikalije su od Fisher Scientific Company, 
Pittsburgh, PA. Posebne kemikalije i nabavljane su od saharoza 
(Sucrose-Ultra Pure) i akrilamid-Schwarz/Mann, Cambridge,MA; Triton X-100- lnter-
national Biotehnologies lncorporated, New Haven, CN; TRIS Enzyme Grade i CsCI -

US Biochemicals, Cleveland, OH; N'N'-metilen bisakrilamid (BIS) i N,N,N'N'-Tetrametil 
etilen diamin (TEMED)- Boehringer Mannheim Biochemicals, lndianapolis, IN; agaroza 
(Agarose LE Pure Electrophoresis Grade) Marine Colloids, Rocklin, ME; dekstran sul-

fat - Pharmacia, Uppsala, Švedska; BSA (engl. ,b,ovine .s_erum .albumin) - Sigma, St 
Louis, MO; SDS (engl. .§..0dium duodecil .§.ulfat) - BDH Chemicals, Pool, Engleska. 

je korištena RNK E.Coli soja B (Calbiochem,La Jolla,CA), DNK sperme lososa 
u natrijevoj soli (Sigma), ksilen cianol (Eastman Kodak Co., Rochester, NY). 
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soj haplotip 

DA av1 

ACP av1 

R16 r16 

BUF b 

BILJ1 lv5 

LEW 1 

WF u 

YO u 

BDV (DA.1D) 

BN n 
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Tablica 1. RT1 štakorskih sojeva 
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Na tablici su prikazane alelne (49) štakorskih sojeva korištenih u 

produkciji antitijela i pripremi DNK za Southern blot analizu. Wf I DA sojevi korišteni 

su u konstrukciji kDNK placentarne knjižnice gena. 
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Lizozim (engl. lysozyme), korišten u molekula DNK velike 

molekularne težine i plazmidne DNK iz Sigme. su korištene 
endonukleaze: BamHI, Aval, Bglll, BstXI, Clal, EcoAI, Hindlll, Hincll, Hpal, Kpnl, Notl, 
Pstl, Pvul, Pvull, Sstl, Sstll, Sall, Smal, Xbal (Bethesda Aesearch Laboratories-

BAL,Gaithersburg,MD i Stratagene, San Diego,CA). Mung Bean Nuclease (eksonuk-
leaza mung graška), Exo Ili i Klenow enzimi korišteni su u kloniranju i pripremi klanova 
za sekvencioniranje (Stratagene, San Diego, CA). Proteinaza K i Aibonukleaza A 

pankreasa su iz Sigme (St. Louis, MO); CIP (engl. .Q.alf intestinal 
Qhosphatase) i T 4 DNK ligaza, te DNK polimeraza I su korištene u kloniranju 
(BAL, Gaithersburg, MD). U radu su upotrebljavani kitovi za radioaktivno 

probe i sekvencioniranje (Pharmacia, Piscataway, NJ; USB, Cleveland, OH). 

AHindlll i <l>-X174 Haelll (BAL) su korišteni kao standardi za 
fragmenta DNK, a DNK faga (BAL) upotrebljavana je za 

koncentracije izoliranih fragmenata, kontrolu kvaliteta enzima i 
uvjeta cjepanja DNK restrikcijskim enzimima. 

2.4 KROMATOGRAFSKI MATERIJAL I 
NITROCELULOZNE MEMBRANE 

Za DNK i separaciju nesparenih radioaktivnih nukleotida 
korištena su zrna smole Sephadex G-50 i G-100 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 
švedska). U Southem blot tehnici (158) koriste se nitrocelulozne membrane ili filteri 
Bio Rad Laboratories (Aockville Centar, NY). 

2.5 MEDIJI I OTOPINE 

Za pripremu medija (LB-Luria Bertani i SOB) i hranilišta za uzgoj 

E. Coli bakterija korišteni su tripton (engl. Tryptone Base) i ekstrakt kvasca 
(engl. Yeast Extract) Gibco, Grand lsland,NY, te agar (Sigma) koji je dodavan u 

hranilišta. Upotrebljavani su antibiotici: ampicilin, tetraciklin, kloramfenikol i G418 
Geneticin (181, New Haven, CN i Sigma,St Louis, MO) u selekciji stanica koje 
su korištene u produkciji i ekspresiji kDNK. . 
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2.6 RADIOIZOTOPI 

Radioaktivni oligonukleotidi (P32)dCTP (E.I du Pont de Nemours and Co, Bos-

ton, MA) su korišteni za nasumce obilježavanje probe (engl. oligolabeling by the ran-

dom primar) , a u sekvencioniranju kDNK korišteni su (P32}dATP i (S35)dATP. Oba tipa 

radionukleotida su {3 transmiteri s poluživotom 14 i 87 dana. 
I 

2.7 PROKARIOTSKE I EUKARIOTSKE STANICE 

Za umnožavanje inserta klase I u plazmidu korišteni su sojevi E. Col i HB 101, 

JM 109 i DHa. Ovi sojevi bakterija imaju genotip recA( +) što svodi mutacija 

na minimum te predstavlja rekombinaciju koja bakteriji popravak 
DNK radioaktivnim ili indukciom A faga. je smanjena 

rekombinacije endogene i egzogene DNK unesene u bakterijsku 

stanicu u obliku vektora: plazmida, kozmida ili faga. Ovi bakterijski sojevi su 
lacZ( +),posjeduju gen za/3-D galaktozidazu, što im utilizaciju laktoze. Lac 

Z mutacija uzrokuje plavu boju bakterijskih kolonija divljeg tipa uz prisustvo X-gal 

(5-bromo-4-kloro-3-indol-{3-D-galaktopiranozid) u hranilištu, dok su bakterijske 

kolonije koje sadrže vektor s insertom bijele boje. DHa bakterijski soj je dmc(-), 

te bakterije ne mogu metilirati DNK. Ovo je vrlo važno u radu s restrikcijskim 

enzimima koji su osjetljivi na metilaciju, te ne mogu razgraditi DNK na mjestima gdje je 

citozin metiliran. 

Za studije ekspresije gena, insert klase I je rekloniran u ekspresijski vektor koji 
transfekciju eukariotskih stanica tipa COS7 (fibroblasti bubrega zelenog 

majmuna ATCC, Rockville,MD )(50). COS7 stanice su transformirane s SV40 

virusom, te produciraju proteine potrebne za prepisivanje i umnožavanje DNK SV40 

virusa. Tako je olakšana naknadna transfekcija i ekspresija gena vektorom koji nosi 

regulacijske elemente SV40 virusa. 
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2.8 HIBRIDIZACIJSKE PROBE I VEKTORI 

Za izolaciju gena klase I korišten je klon pH-2111 (163), kDNK dobivena iz H-2d 

knjižnice gena. pH-2111 je kloniran µ pBR322 plazmidu, a kao proba je korišten Pstl 
fragment 31 O parova baza. Prvobitno su inserti klase I kDNK knjižnice gena 
reklonirani izAgt11 faga u Bluescript SK M13+ (Stratagene, San Diego,CA), vektor koji 

nosi gen za rezistenciju na ampicilin i koji je pogodan za sekvencioniranje. Nakon 

sekvencioniranja, za studije ekspresije insert je kloniran u ekspresijski vektor pcEXV3 

(117,128) deriviran od pBR322 plazmida i SV40 virusa. Vektor je konstruiran za 

korištenje u ekspresiji u stanicama sisavaca. Detaljna mapa vektora prikazana je na 
Slicj 4. Za eksperimente kotransfekcije korišten je pSV2neo vektor (ATCC, Rockeville, 
MD) (159) koji u svom genomu nosi gen za rezistenciju na derivat neomicina Geneticin 
G418 (SJgma,ST Louis,MO). Geneticin je aminoglikozid korišten za selekciju u 
eksperimentima molekularne genetike (71,63). je za bakterije, kvasce, više 
biljke, helminte, protozoe i stanice sisavaca. Gen za rezistenciju je dominantan. 

2.9 POLIKLONSKA I MONOKLONSKA ANTITIJELA 

U identifikaciji ekspresije gena korištena su štakorska monoklonska i polik-

lonska antitijela. (WFxDA)(a x u) kombinacija sojeva u kojoj je odgovor 

na paternalne antigene u bez ikakve pred hod ne senzibilizacije ( 42), korištena 
je u produkciji anti-Pa antitijela (monoklonsko antitijelo mAt381, serum DA ženki nakon 

šeste s WF mužjakom). U kontroli je korištena poliklonsko antitijelo pAt42 
(anti-A") dobiveno iz BN.(WF) x BN.(DA)-anti BI kombinacije sojeva. Anti-A0

, mAt211 i 
pAt211 dobiveni su iz (MA x WKA)F1 anti-DA kombinaciji sojeva. su korišteni 
aloserumi WF anti-DA (.u. anti-a) i DA anti-WF (.a anti-.u). RT1 haplotipovi i lokus 

pokazane na Tablici 1. Kao sekundarno antitijelo u metodi indirektne 
imunoflorescencije upotrebljavan je kozji F(ab)2IgG obilježen floresceinom (FITC). 
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Opis Slike 4, Na slici je prikazana mapa Bluescript (A) i pcEXV3 (8) vektora. 

Bluescript je upotrebljen kao vektor u mapiranju i sekvencioniranju pARl.5 inserta, a 
pcEXV3 kao vektor u eksperimentima ekspresije za isti insert. Na slici se vide važnija 
restrikcijska mjesta, mjesta replikacije, restrikcijska mjesta na kojima se 
klonira insert u vektor, te položaj gena za rezistenciju na ampicilin. 

- 20 -



3.0 M E T O D E 

3.1 PRIPREMA PLAZMIDA 

3. 1. 1 Rekloniranje inserta 

U konstrukciji kDNK knjižnice korišteni su EcoRI vezni nukleotidi- linkeri (engl. 
linkers), pa su klasa I pozitivni inserti dobiveni digestjom EcoRI endonukleazom i 
izolaciom na 0,4% agaroza gelu (103). Istovremeno je novi vektor Bluescript 
pripremljen digestijom s EcoRI i defosforilaciom s CIP (engl. .Q.alf !ntestinal Phos-
phatase). Time je prsten plazmida permanentno otvoren - linearan, jer nedostatak 
fosforne grupe na 5'kraju ne dozvoljava ponovno sparivanje EcoRI ljepljivih krajeva 
plazmida. Zatim su DNK inserta i vektora pomješane u omjeru i uz 

T 4 DNK ligaze spojeni u novu molekulu. Bakterijski soj JM 109 transformiranje 
s novim vektorom (58,103) i uzgojen na hranilištu s ampicilinom i X-gal (2.7). Zatim su 
testirane kolonije bijele boje koje sadrže vektor s insertom, za razliku od plavih koje 
sadrže 11prazan 11 vektor. Selekcija transformiranih bakterijskih kolonija dobije se am-
picilinom. Na Slici 5. shematski je prikazan postupak rakloniranja inserta. 

3. 1.2 Rast bakterija i umnožavanje plazmidne DNK 

Plazmidna DNK izolirana je metodom alkalne lize (103) s malim 

modifikacijama. U 5 mi LB medija s 100 µg/ml ampicilina, inokulirana je jedna bijela 
baktrijska kolonija i inkubirana preko na 37°C. Jedan mililitar (mi} kulture izdvojen 
je za kontrolnu analizu (11) kojom se brzom procedurom izdvoji plazmidna DNK te je 
rastrikcijskim enzimima i na 1 % agaroza gelu provjerena inserta. Iz iste kulture 
inokuliran je 1 mi u 250 mi medija s ampicilinom. Bakterijska kultura je zatim inku birana 
na 37°C 12-16 sati. Bluescript sadrži M 13 replikacijske sekvencije pa ne 
iziskuje amplifikaciju nego se poput faga replicira unutar jedne bakterijske stanice u 
velikom broju kopija. U rast pcEXV3 vektora korištena je metoda amplifikacije uz 

kloramfenikola. Nakon inkubacija u 250 mi LB medija s ampicilinom, bakterije 

su uz intezivno rotiranje inkubirane 3-4 sata na 37°C do 120-130 Klett OD jedinica 
(engl. optical density). Ovaj nivo jedinica odgovara 1,25x109 bakterijskih stanica u mi 
kulture na 37°C. Tada je dodana 170 µg/ml kloramfenikola (1,25 mi otopine kloram-
fenikola koncentracije 34 mg u mi!ilitru etanola}. Zatim su inkubirane još 12-16 sati. 
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Slika 5. Shematski prikaz postupka rekloniranja inserta klase I iz Agt11 faga u 

Bluescript plazmid. 

pARl.5 insert u knjižnici gena kloniranje uAgt11 vektoru EcoRI linkera. 
Insert je izdvojen iz vektora digestijom EcoRI enzimom. Bluescript plazmid je 

digestijom EcoRI enzimom otvoren i iz prstenaste forme ,dobivena je linearna molekula 
(8). pARl.5 insert i linearna forma Bluescripta su uz T4 DNK ligaze sljepljeni u 
novu molekulu (C) . 
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Kloramfenikol zaustavlja replikaciju genomske DNK i time diobu bakterijske stanice, 
dok se plazmidna DNK i dalje umnožava što rezultira znatno brojem kopija 
plazmidne DNK u odnosu na bakterijsku DNK. 

3.1.3 Liza bakterija 

Nakon uzgoja, bakterijske stanice su centrifugirane na 4°C,400 rpm (revolucija 
po minuti), 1 O minuta u Sorvall RC-58 centrifugi (Du Pont lnstruments,Boston,MA) u 
GSA rotoru. Bakterijki sediment je zatim rastopljen u 30 mi TE pufera ( 1 O mM TRIS. CI 

pH7,6 i 1 mM EDTA), ponovo centrifugiran na 6000 rpm 5 minuta (SS34 rotor, Sorvall) 
i ponovo otopljenu 2,5 mi 25% saharoze, 50 mM TRIS.HCI (pH8,0). Stanice su potom 
dražane na ledu, te je dodana 0,8 mi otopine lizozima ( 5 mg u mi 0,25 M TRIS.HCI 
pH8,0). Stanice su ponovo inkubirane na ledu 5 minuta i dodana je 1,5 mi 0,25 M EDTA 
(pH8,0). Potpuna liza dobije se dodavanjem kap po kap otopine Triton X-100 (50 mM 
TRIS.CI pH8,0; 10% Triton X-100; 62,5 mM EDTA) i inkubaciom 10 minuta na ledu. 

komponente bakterijskih stanica izdvoje se centrifugiranjem 30 minuta, 
19000 rpm u Sorvall SS34 rotoru. Supernatant izdvojen centrifugiranjem sadrži bak-
terijsku ~romosomsku DNK i pazmidnu DNK. 

3. 1.4 Izoliranje i plazmidne DNK 

Po mililitru supernatanta dobivenog lizom bakterija (3.1.3) se doda 1 g CsCI i 
0,4 mi etidium bromida koncentaracije 15 mg/mi. Plazmidna DNK je izolirana iz dvije 
uzastopne vrtnje u Ti.SO rotoru ultracentrifuge (Beckman, Beckman lnstruments Ine., 
Fullerton, CA). Svaka vrtnja je imala dvostruki program: 18 sati na 46000 okretaja i 2 
sata na 40000 okretaja u minuti. Nakon centrifugiranja, na ultraviolentnom svijetlu 
izdvojen je prsten plazmidne DNK. Ekstrakcijom s isoamil alkoholom odvoji se etidi um 
bromid, a višak soli, dijalizom u TE puferu. Iz 250 mi bakterijske kulture dobiveno je 
250-400 µg plazmidne DNK. 
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3.2 ANALIZA PLAZMIDNE DNK 

Prije svake pripreme plazmidna DNK cijepana je restrikcijskim 
enzimima i provjeravana za fragmenata na 1 % agaroza gelu. Vektori koji su 
upotrebljavani u radu imaju poznate sekvencije i restrikcijska mjesta gdje endonuk-

leaze lanac DNK, pa su na temelju poznatih restrikcijskih mjesta vektora 
fragmenata i restrikcijska mjesta inserta klase I. 

3.2.1 Digestija DNK restrikcijskim endonukleazama 

Mikrogramu plazmidne DNK dodan je restrikcijski putar, BSA (engl..b,ovine 
§.erum_wbumine} iJ3-merkaptoetanol (3.6.2) u koncentraciji. Upotrebljavane 
su dvije do tri jedinice enzima po mikrogramu DNK i solucija je inkubirana 2 sata na 

temperaturi. Nakon toga je dodan L-pufer (30% saharoza, 50 mM EDTA, 
O, 1 % Na azid i 0,45% bromfenol plavilo} koji zaustavlja reakciju i pomaže ulaganju 
otopine DNK u pripremljena mjesta u gelu. 

3.2.2 Elektroforeza DNK na agaroznom gelu 

Restrikcijskim enzimima pocijepana DNK potom je izložena migraciji horizon-
talnom elektroforezom visoke rezolucije (88) na 1 % agaroza gelu pripremljenom u 0,04 
M ( 1 X} TRIS acetatu kao migracijskom i elektroforeskom puferu. Gel je izložen konstat-

nom naponu od 40 V 16-24 sata. Ovom se tehnikom mogu odvojiti fragmenti koji se 
razlikuju u svega stotinjak nukleotida. Razdvojeni fragmenti DNK su bojani 

30-60 minuta u 0,5 ug/ml otopine etidium bromida. Gelovi su slikani Polaroid kamerom 
na izvoru UV zraka. U slikanju pozitiva korišteni su tip 57 Polaroid filmovi. su 
pripremani negativi na Kodak Plus-X filmu kojim se dobije bolja rezolucija bojanih 

fragmenata DNK. 

3.3 SEKVENCIONIRANJE DNK 

Prvi klon izoliran iz komplementarne knjižnice gena (pARl.3} sekvencioniran je 

metodom Maxama i Gilberta (107,106) još nazvanom metoda kemijske degradacije 
lanca. Prvih 400 nukleotida pARl.5 klana sekvencionirano je Sangerovom metodom 
(147) ili tzv. enzimatskom metodom terminacije lanca DNK. 
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3.3. 1 Metoda degradacije lanca DNK 

Ovom metodom sekvencioniranja dobiju se seta nukleotida iz 
denaturiranog, i radioaktivnim fosforom fragmenta. 

I 

Oenaturacija se dobije kemikalijama za pojedine baze koje nasumce 
cijepaju DNK na mjestu jednog ili dva nukleotida. Kemijska metoda je bazirana na 
djelovanju hidrazina i dimetilsulfata koji modificiraju baze DNK molekula. 
Piperidin zatim katalizira lom lanca na modificiranom nukleotidu. se 

odražava u prvoj kemijskoj reakciji s hidrazinom, dimetilsulfatom ili mravljom kiselir:,om 
koji reagiraju tek s malim postotkom baza, dok druga reakcija mora biti kvantitativna 
(107,106). Nakon restrikcijske mape pARl.3 inserta, DNK je pocijepana 
restrikcijskim endonukleazama na fragmente koji su zatim defosforilirani 
sa CIP (engl. calf intestinal ghosphatase) što bolje vezivanje radioaktivnog 
fosfora. Radioaktivno fragmenti su zatim drugi put pocijepani restrikcijskim 
enzimom i izolirani na 5% akrilamid gelu. Tako su dobiveni fragmenti koji su 
radioaktivnim 32P samo na jednom kraju. U kada nije bilo restrik-
cijsko mjesto i pogodan enzim krajeva DNK lanca, išlo se na 
separaciju lanaca. DNK je denaturirana uz alkalija (pH 12), a zatim su lanci 
separirani na 5% akrilamid gelu. Željeni fragmenti su iz gela, od 

akrilamida, te izloženi prvoj kemijskoj reakciji u postupku sekvencioniranja. 

Za svaki fragment DNK su odvojene reakcije: G, G+A,T +Ci C. 
Kemijski mehanizmi su ukratko 1) G reakcija: dimetilsulfat (DMS) metilira dušik 
na poziciji 7 gvanidinskog prstena koji se tada otvara C8 i N9; zatim piperidin 

odstranjuje modificirani gvanidin od 2) G+A reakcija: mravlja kiselina slabi A-G 
glikozidne veze dušikova atome purinskog prstena; purin se zatim 
odstrani piperidinom. 3) T +C reakcija: hidrazin otvara prsten timina ili citozina; frag-
menti ovih baza mogu biti odvojeni piperidinom. 4) C reakcija: uz prisustvo NaCI samo 
citozin reagira s hidrazinom; modificirani citozin se zatim odstranjuje piperidinom. 

Prije elektroforeze na 6 ili 8% urea-akrilamid gelu uzorci su denaturirani dvije 
minute na 90°C i odmah na led. Ponekad je za prvih dvadesetak 
nukleotida korišten i 25% urea-akrilamid gel. 
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3.3.2 Sekvencioniranje DNK metodom terminacije lanca 

Ovu metodu sekvencioniranja prvi put je opisao Sanger sa suradnicima 1977. 
god. (147). Princip postupka je da se uz enzima Klenow, Sequenqse, Taq 
polymerase ili reverzne transkriptaze na uzorku jednog lanca DNK koja se želi sekven-
cionirati sintetizira novi lanac. lako se u reakciji dodaju deoksinukleozidi dGTP, dATP, 
dTTP i dCTP, enzim ne može reakciju sinteze novog lanca bez oligonuk-
leotida - prajmera (engl. primer). Prajmer predstavlja sekvencije 14-40 nukleotida 
komplementarnih sekvencijama vektora koje se nalaze na samom ili kraju 
inserta. Kad se prajmer priljubi uz komplementarne nukleotide, enzim može 
sintezu novog lanca. Raekcijama se zatim dodaje stop solucija u kojoj se nalazi jedan 

od ddNTP (2',3'-dideoksinukleozid 5' trifosfat; ddGTP, ddATP, ddCTP ili ddTTP). 
Ovako modificiranom deoksinukleozidu nedostaje 3'OH grupa, te je 
nadovezati nukleozid. Elengacija lanca prestaje u momentu kada se ugradi 
jedan od ddNTP (terminacija lanca). 

U ovoj metodi korišten je enzim Sequenase i protokol koji predlaze 
(USB, United States Biochemical Corporation, Cleveland, Ohio) uz male preinake. Kao 
uzorak korištenaje DNK (pARl.5 insert kloniranu Bluescript). 2-3µg DNK 

I 

su denaturirana sa 1 N NaOH da bi se odvojili lanci. Potom je dodan reverzni ili univer-
zalni prajmer i uzorci su inkubirani pet minuta na 65°C. Iza toga tube se postepeno 

hlade do ispod 35°C, dodaje se dGTP, dCTP, dTTP, dATP radioaktivnim 
sumporom (deoksiadenozin 5'-a-tio trifosfat, 35S), O, 1 M DTT (ditiotrietol) te enzim 
Sequenase. Ovaj enzim ima karakteristike T7 DNK polimeraze velike procesivnosti i 
brzine, te slabe 3'-5' eksonukleazne aktivnosti. Sastojci su pažljivo pomješani i in-
kubirani 5 minuta na sobnoj temperaturi. Posebno su pripremljene tube s dideoksinuk-
leozidima i kao G,A,T ili C reakcija ovisno da li sadrže ddGTP, ddATP, 
ddTTP ili ddCTP. U reakciji terminacije lanca, u svaku je dodana 
radioaktivno DNK iz predhodne reakcije, te su tube inkubirane 5 minuta na 
37°C prije dodavanja stop solucije (95% formamid, 20 mM EDTA, 0,05% bromfenol 
plavilo i 0,05 % ksilen cijanol). Ovako pripremljeni uzorci mogu se na -20°C 
nekoliko dana. 

3.3.3 Denaturacijski gel 

Nakon sekvencijskih reakcija nukleotidi su separirani uz dena-
turacijskog ili urea-akrilamid gela. je pripremano 100 mi 6% gela (5,7 g ak-
rilamida, 0,3 g bisakrilamida, 50 g uree, 0,07g amonium persulfata i 10-20µ1 TEMED -

- 26-



--

N,N,N',N'-tetrametilendiamin). Nakon što se akrilamid i urea otope u 1 X TBE puferu (50 
mM TRIS,50 mM boratna kiselina i O, 1 mM EDTA), gel se filtrira, uz vakuma 
oslobodi zraka i odmah nakon dodavanja TEMED-a i amoniumpersulfata 
ulijeva u prostor od 0,2 ili 0,4 mm izvedu dva stakla. Nakon 1 O minuta do pola sata 
mora do polimerizacija. Isto tako debljina gela mora biti jednakomjerna radi bolje 
rezolucije i radiograma. Uzorci su zatim izloženi vertikalnoj elektroforezi 
konstantne snage od 60 W (vata) s promjenjivim naponom 800 - 2000 V u najmanje tri 
vremena elektroforeze: 2, 4 i 6 sati. Ponekad je za 300-400 baza 
elektroforeza i 6-8 sati. Gelovi s uzorcima radioaktivnim fosforom se 
zatim suše pod vakuumom na 60-80°C, a potom izlože Kodak X-AR filmu na -70°C. 
Gelovi s uzorcima 35S prije sušenja namakani su u 10% octenoj kiselini i 
12% metanolu da bi se otopila urea koja može ometati radioaktivni signal i utjecati da 
sekvencije budu Potrebna je ekspozicija gela radiološkom filmu od 16 sati do 
tri dana. Na -70°C radioaktivni signal je puno snažniji što smanjuje vrijeme ekspozicije 
za desetak puta. Slika 6, prikazuje sekvencije jednog fragmenta DNK 
Sangerovom metodom. 

3.3.4 Kompjuterska analiza podataka 

U analizi podataka korišten je gela i programska podrška (engl. software) 
Pasteli DNA Sequence Program (IBI, New Hawen, CT, USA) i BIONET (Mountain View, 

GA, USA). ovih programa dobivena su restrikcijsl<a mjesta svih komercijalno 
dostupnih enzima što je olakšalo strategiju kloniranja i sekvencioniranja. Uz to su 

I 
nukleotidne sekvencije prevedene u aminoacidne, insert je s nukleotidnim 
i amino kiselinskim sekvencijama drugih antigena (4.2.2- Slika 7,), te je dobiven 
hidropatski plot koji ukazuje na hidrofobne i hidrofilne dijelove izvedenog proteina 
{4.2.3 - Slika 1 O.). 
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Opis slike 6. Na slici je prikazan uzorak DNK sekvencioniran metodom ter-
minacije lanca (147). Desni dio slike prikazuje sekvencije inserta kloniranog u 
Bluescript vektor. U desnom donjem uglu vide se sekvencije vektora s mnoštvom 
restrikcijskih mjesta. Lijevi dio pokazuje isti uzorak DNK, ali su sekvencije izložene 

I I 

dužoj migraciji na denaturacijskom gelu. Kombinacijom vremena migracije je 
više od 400 nukleotidnih sekvencija istog uzorka DNK. 
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3.4 PRIPREMA PROBE 

Hibridizacijske probe pripremljene su od mišjeg klona klase I (2. 7) ili 
štakorskog klona izoliranog i opisanog u ovom radu. pH-2111 je mišja proba za gene 
klase I. Hibridizacijski insert dobiven je rastom bakterija (3.1.2) i izoliranjem (3.1.4) 
plazmidne DNK. Insert klase I kloniranje u Pstl restrikcijske krajeve DNK vektora pa je 
za izoliranje probe dovoljna digestija s Pstl enzimom. Iz klona pARl.5 dobivene su 
probe. 5'pARl.5a proba je duga svega 190 pb i dobivena je digestijom Sstll enzimom. 
Sstll fragment predstavlja sekvencije zadnjih amino kiselina 

prve domene i druge domene teškog lanca antigena klase I (vidi Rezultati). 
Aminokiseline na kraju 01 domene poznate su kao alel (134). proba, 
5'pARl.5b, dužine 270 rukleotida, dobivena je duplom digestijom Aval i BamHI en-
zimima. 3'pARl.5a proba dobivena je duplom digestijom EcoRI-Pvull enzimima. Ovim 
se endonukleazama izdvoji fragment koji predstavlja 3'NR regiju iza stop kodona koja 
se ne prevodi u protein. Taj dio transkripta je lokus za gene klase I (134). 

je proba izdvojena iz iste regije duplom digestijom Pvull i Hincll en-
zimima. 

Nakon digestije endonukleazama željeni fragmenti separirani su na 0,4% ili 

O. 7% agaroza gelu, bojani s 0,5 ug/ml etidium bromidom i fotografirani. Inserti su zatim 
izrezani žiletom iz gela, u 400 ul TE pufera i rotirani 2 dana na 4°C da bi se 
DNK izdvojila iz agaroze. Zatim su uzorci centrifugirani u mikrocentrifugi na 14000 rpm 

i supernatant s DNK je precipitiran s 3 volumena absolutnog alkohola i 1 /1 O volumena 
2M kalium acetata. 50 ng/µI DNK je pripremljeno za radioaktivno s P32

• 

3.4. 1 Radioaktivno obilježavanje probe 

U radioaktivnom obilježavanju probe korišten je Oligolabeling Kit (Parmacia 
Molecular Biology Division, Piscataway, NJ) uz male modifikacije protokola koga 
sugerira Ukratko, DNK insert pomješan je s destiliranom vodom u 1,5 mi 
tubi i denaturiran na 1 oo0c 5 minuta. Totalni volumen reakcije je 50 µI za 100 ng DNK, 
a za DNK korišten je volumen od 100 ul. Denaturirana DNK je inku birana 
1 O minuta na ledu i 1 O minuta na sobnoj temperaturi. U volumen od 50 µI dodana je 1 O 

µI reakcijske mješavine sastavljene od nukleotida otopljenih u soli. je 
dodana 2 µI BSA (koncentracije 1 oq µg/ml), 5 µI 50 u Ci -P32dCTP-800 Ci/mmol) i 2 µI 
Klenow enzima. Klenow je modificirana DNK polimeraza I od koje su 
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dvije funkcionalne karakteristike: 5'-3' polimeraza i 3'-5' eksonukleazna ak-
tivnost, a nedostaje 5'-3' eksonukleaza, tj. razgradnja lanca s 5'kraja. Reakcija 
obilježavanja radioaktivnim P32 je zatim inkubirana na sobnoj temperaturi preko 
Reakcija je prekinuta dodavanjem 8 µI stop bufera i detsilirane vode do 100 µI. 

3.4.2 Odvajanje neugradenih radionukleotida 

Radioaktivni nukleotidi koji nisu u lanac DNK u reakciji radio-
akivnog probe (3.4.1) i koji mogu kontaminirati i hibridizirati 

ispitivanu DNK, su i odvojeni G-100 Sephadex kolonom (Pharmacia, Up-
psala, Svedska). G-100 Sephadexje u 1X STE otopini (100 mM NaCI, 10 mM 
TRIS-HCI pH8,0 i 1 mM EDTA) i taložen u 5 mi pipeti sa staklenom vunom na užem 
kraju. Kroz kolonu Sephadexa prepušteno je nekoliko volumena 1X STE otopine. 
Kolona se ne smije osušiti, jer bi molekule DNK ostale zaljepljene za Sephadex i nebi 
se odvojio fragment DNK i nukleotide na principu molekularne težine. U 
radioaktivno obilježen DNK insert (3.4.1) dodana je 1 O µI boje (0,25% bromfenol 
plavilo, 0,25% xilen cianol, 15% fikol-tipa 400 u destiliranoj H2O). Otopina DNK pažljivo 
je ispipetirana na vrh kolone i po vrhu otopine DNK dodana je nekoliko volumena 1 X 

STE pufera. Separacija radioaktivno obilježene DNK i P32dCTP nukleotida je 
monitorom. Radioaktivno obilježen fragment DNK brže prolazi kroz kolonu i 

s prvim snažnim radioaktivnim signalom se skuplja u 1,5 mi tubu, dok 
P32dCTP nukleotidi zaostaju na vrhu kolone. Radioaktivnost je mjerena Cerenkovim 
otkucajima u scintilacijskom (70). 
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3.5 EKSPRESIJA INSERTA U STANICAMA SISAVACA 

Za alatne insert je kloni ran u vektor (2.8) pogodan za 

ekspresiju u stanicama sisavaca (117). Predpostavlja se da stanice ( 2.7; 

50) sinte~izirati i ispoljiti protein klase I štakorskog porijekla na membrani. 

3.5. 1 Priprema inserta u translacijskom kodu 

Komplementarna DNK mora biti spojena u ekspresijskom vektoru na 5'kraju u 

translacijskom kodu da triplet baza odgovara broju i redosljedu amino 

kiselina, te da se stop (TGA) kodon ne pojavi prije vremena. Tada bi došlo do sinteze 

molekule koja ne bi karakteristike proteina membrane. Zato je 

broj nukleotida od start kodona (ATG) vektora ( 128, 117) do Smal restrik-

cijskog mjesta. Insert klase I izdvojen je iz prethodnog vektora digestiom EcoRI en-
donukleazom. Uz S1 enzima, egzonukleaze koja denaturira jed-

DNK, na krajevima inserta su AA TT nukleotidi. Na taj su 
formirani slijepi krajevi inserta (engl.bland ends), te su sada oba lanca DNK su jednake 

dužine. Oni su T 4 DNK ligazom spojeni sa Smal slijepim krajevima pcEXV3 vektora. 

Ovako konstruirana hibridna DNK ima neprekinuti translacijski kod od vektorslmg start 

kodona, do stop kodona pARl.5 inserta klase I. 

3.5.2 DEAE-dekstran metoda jednokratne transfekcije 

U jednokratnoj transfekciji COS7 stanica korištena je DEAE-dekstran metoda 

(99). COS7 stanice su inkubirane na 37°C s 10% CO2 u DMEM-u (!2ulbecco Minimal 

Essential Medi um) sa suplementima: 2 mM L-glutamin, 1 X neesencijalne 

aminokiseline, antibiotik i 10% FCS (ietal ~lf ~erum)(DMEM-10). Dan prijetransfekcije 
stanice su uz 0,05% tripsina i 0,53 mM EDTA odljepljene od podloge i podijelje-

ne na 0,25-0,5 x106 stanica u 60 mm posudi za kulturu. Na dan transfekcije 

sterilizirano je za jednu kulturu 5 µg pcEXV3/pARl.5 DNK u dva volumena 

apsolutnog alkohola. DNK je pomiješana s 1,25 mi DMEM-HEPES otopine (DMEM,2 

mM L-glutamin, 1 O mM HEPES, bez FCS) i 0,25 mi 2 mg/mi DEAE-dekstrana (Sigma; 

kloridna forma molekularne težine 500 000) otopljenog u DMEM-HEPES-u. Stanice su 

dva puta oprane u otopina DMEM-HEPES-a, zatim je dodana DEAE:DNK otopina i 

kulture su inkubirane na 37°C 3-4 sata. Otopina DEAE:DNK je aspirirana i dodano je 2 

mi 20% glicerola otopljenog u DMEM-HEPES-u. Kulture se izlože glicerinskom šoku 
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svega 1-2 minute na sobnoj temperaturi. Duže izlaganje stanica glicerinu je 

Stanice su zatim ponovo oprane dva puta u DMEM-HEPES-u, dodana je 15 mi DMEM-

1 o hranilišta i inku birane su 48-72 sata na 37°C s 10% CO2. 

Ovom metodom dobije se jednokratna transfekcija stanica. Ukoliko bi se 

stanice duže inkubirale, transficirana virusna DNK, koja se nakon 72 sata umnoži u 

velikom broju kopija, razorila bi stanicu. 

3.5.3. Trajna transfekcija metodom precipitacije kalcijevim fosfatom 

U eksperimentima trajne ili stabilne transfekcije, COS7 stanice su transficirane 

metodom precipitacije kalcijevim fosfstom (170, 160, 53). Ovim metodom strana DNK 

ugradi se u kromosom stanice koja tako trajno postaje nosilac ispitivanog gena. Dan 

prije transfekcije, u posude za kulture podijeljena je 3-5x105 stanica, a 3 sata 

prije transfekcije stanicama je promijenjeno hranilišta (DMEM-1 O). 1 O µg 
pcEXV3/pARl.5 DNK je pomiješano s 250 ng pSV2neo vektora (2.8), sterilizirano 

precipitaciom u apsolutnom alkoholu i otopljena u 250 µI TE pufera (1 O mM TRIS.HCI, 

O, 1 mM EDTA). DNK otopini dodana je 250 µI sterilnog 0,5 M CaPQ4 i zatim je otopina 

kap po kap dodana u 500 ul 2x HSS otopine (280 mM NaCI, 50 mM HEPES, 1,5 mM 

NaH2PO4XH2O, pH 7, 1 ), sterilizirane kroz filter. Otopina se pri tom zamuti, pa se ostavi 

na sobnoj temperaturi 30-60 minuta da se istaloži. Ponovo se izmješa i doda kap po 

kap u kuturu stanica. dana stanice se mogu izložiti glicerinskom šoku (3.5.2) 

kako bi se propustljivost membrane ili im se samo izmijeni hranilišta. 

Od ili dana nakon transfekcije, stanice se inkubiraju u selektivnom 

hranilištu (DMEM-10 s 500 µg/ml Geneticina). Nakon 7-10 dana stanice se mogu 

održavati u mediju s 250 µg/ml Geneticina. 

3.5.4 Metoda indirektne imunoflorescencije 

Poslije transfekcije jednokratnom ili trajnom metodom, COS7 stanice su 

bojane metodom indirektne imunoflorescencije. Stanice su pažljivo tripsinizirane i 

odljepljene od podloge i inkubirane u otopini primarnog antitijela 1 sat na ledu. Nakon 

dva pranja u PBS-u (engl. ghosphat buffer §.aline) i 1 % FCS, stanice su inkubirane 1 sat 

na ledu s kozjim anti-štakorskim F(ab)2 lgG floresceinom. Stanice su zatim 

ponovo oprane u PBS-u s 1 %-tnim FCS i mikrocitometrijski analizirane na EPICS V 

Profile (Colter,CA). 
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U kontroli su uvijek bojane COS7 stanice te DA, WF, BN i DA.1 D limfociti. 
Bojanjem lifocita su se kontrolirali absorbirani serumi. Primarno antitijelo je 

korišteno u 1 :50, 1: 100, dok je sekundarno antitijelo uvijek 
u 1 :50. 
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3.6 HIBRIDIZACIJA GENOMSKE DNK 

3.6. 1 Izoliranje DNK iz tkiva i kultura 

DNKvelike molekularne težine izjetre štakora izoliranaje metodom Slina i Staf-
torda, 1976. (16) uz male modifikacije(88). Tkivo je izmljeveno i rastvorena u 20 ml/g 
homogenizacijskog pufera (100 mM NaCI, 10 mM EDTA, pH 7,6). Jezgre stanica su 

izcentrifugirane na 3000 rpm, 1 O minuta u Sorvall RC-58 centrifugi {DuPont lnstru-
ments, Boston, MA) i ponovo rastvorene u 20 mi homogenizacijskog pufera. Zatim je 
dodan 10% SDS do koncentracije od 1 % i proteinaza K do 100 µg/ml. Ras-

topina je inkubirana na 3'7°C jedan sat uz povremeno miješanje. Viskozna solucija je 
zatim ekstrahiranadva puta s jednakim volumenom pufera ekvilibriranog, redes-
tiliranog fenola i faze su odvojene na 9000 rpm za 1 O minuta vrtnje. Otopina DNK 
dijalizirana je 24 - 48 sati u TE puferu (1 O mM TRIS.HCI pH 7,6 i 1 mM EDTA pH 8,0) 
koji je nekoliko puta promijenjen. Pankreasna ribonukleaza A dodana je u finalnoj 
koncentraciji od 50 µg/ml i otopina DNK je inkubirana 2 sata na 37°C. Ovim se en-
zimom kompletno denaturira RNK u otopini. Dodana je proteinaza K u koncentraciji 
100 µg/r,,I i otopina je ponovo inkubirana 2 sata na 37°C. Proteinazom i ponovnom 
ekstrakciom fenolom, kako je prije opisana, uklanjaju se preostali proteini iz otopine. 

DNK je zatim precipitirana u dva volumena apsolutn'og alkohola na -20°C preko 
Precipitat je opran nekoliko puta u 70% etanol u da se ukloni višak soli, zatim osušen 
na zraku i 2 - 3 dana otapan u TE puferu na 37°C. Ista metoda je korištena u 

izoliranju kromosomske DNK iz kultura COS7 stanica. 109 stanica odgovara gramu 
tkiva. Koncentracija dobivene DNK je uz LKB spektrofotometra 
(Bromma, Švedska) na zrakama valne dužine 260 i 280 nm. 

3.6.2 Digestija genomske DNK restrikcijskim enzimima 

Digestija kromosomske DNK velike molekularne težine 
enzimima: EcoRI, Xbal i Pvull. predlaže protokol i uz enzime i 

reakcijske pufere s koncentracijom soli u kojoj testirani enzim najefikasnije 
cijepa molekulu DNK. reakcija sadrži 7 - 1 O µg DNK u ukupnom volumenu od 

I 

30 µI. Dodan o je 3 µI reakcijskog pufera ( 1 O X koncentracije), f3 - merkaptoetanol i BSA 
je koncentracija u reakciji 1 O mM i 100 µg/ml.Dodana je destilirana voda 

do volumena reakcije. su upotrebljavane 2 - 3 U Oedinice) enzima 
po mikrogramu DNK i otopina je inkubirana 4 sata na 37°C. Reakcije su zaustavljane 
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dodavanjem 5 µI 5X L pufera (30% saharoza, 50 l]lM EDTA, O, 1 % Na azid i 0,45% 
bromfenol plavilo). Jedan µg DNK upotrebljavanje za kontrolu da se ustanovi da li je 
digestija kompletna. 

3.6.3 Transfer DNK na nitroce/ulozne membrane 

Transfer DNK na nitrocelulozne membrane je po Southern-ovom 
(1975.) originalnom protokolu (158), nazvanom po autoru Southern blot. Nakon 
elektroforeze, bojanja i fotografiranja (3.2.2), od agaroznog gela izrezanje dio koji 

sadrži ispitivanu DNK Gel je zatim inkubiran na sobnoj temperaturi u denaturacijskom 
puferu (1,5 M NaCI i 0,5 MNaOH), uz laganu trešnju dok se ne postigne pH 12. 
Denaturacijom se odvoje lanci DNK. Potom se gel inkubira u neutralizacijskom puferu 

(1 M TRIS.HCI, pH 8,0 i 1,5 M NaCI). Kapilarnim silama DNK iz gela prelazi na 
nitrocelulozne membrane, 1 0X SSC pufer (1,5 M Na CI; O, 15 M Na citrat) prolazi redom 
kroz filtar papir, gel, nitroceluloznu membranu koja je pokrivena hrpom filtar papira i 
pritisnuta težinim od 2- 3 kg. Blot se ostavi na 4°C preko DNK je ovim postupkom 
trajno vezana za nitroceluloznu membranu. Filteri su na 80°C tri sata i na 
sobnoj temperaturi do upotrebe. 

3.6.4 Prehibridizacija 

Nitrocelulozne membrane su uložene u koje se naknadno 
mogu zavariti. Upotrebljeno je 0,2 mi prehibridizacijske po cm2 membrane. 
Prehibridizacijska otopina sadrži komponente: 50% formamid, 5X SSC 

(0,75M NaCI, 75 mM Na citrat), PVP (polivinilpirolidon), 0,02% fikol (molekularne težine 
400 000), 50 mM NaPQ4 (pH 6,5), O, 1 %SDS (engl. sodium Duodecil sulfat), 100 µg/ml 
tRNK, 100 µg/ml denaturirane DNK sperme lososa i 5% dekstran sulfat. DNK sperme 
lososa denaturira se 1 O minuta na 100°C. Sastojci se pomiješaju i kuhaju dok se 
dekstran potpuno ne otopi. Prehibridizacijska se doda u s 
nitroceluloznim mebranama, odstrane se zraka i se potom zavare. 
Prehibridizacija genomske DNK je preko na 37 - 42°C uz laganu trešnju 
membrana. 

3.6.5. Uvijeti hibridizacije 

Uvijati po kojima se hibridiziraju nitrocelulozni filteri nešto se razlikuju od 
I 

originalnog protokolaAlwine i suradnika(1977.)(2) . O, 15 mi hibridizacijske solucije po 
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cm2 membrane pripremljeno je od sastojaka: 50% formamid, 5XSSC, 0,004% 

BSA, 0,004% PVP, 0,004% fikol, 20 mM NaPO4 (pH6,5), O, 1 % SDS, 100 µg/ml tRNK, 
100 µg/ml denaturirane DNK sperme lososa i 10% dekstran sulfat. Dodana je 
7,5 - 15 x 105 cpm ( engl. count per minute) probe - DNK 32P( 3.4.1 ). Proba 
i DNK sperme lososa predhodno su denaturirane 1 O minuta na 100°C, a otopina je 
kuhana u tubi u vode dok se dekstran potpuno nije otopio. 
Prehibridizacijska je odstranjena, a u s nitroceluloznim membranama 

I 

dodana je hibridizacijska Inkubacija je nastavljena 24 - 72 sata na 
37-42°C. Za uvijeta hibridizacije potrebno je poznavati odnose: 

Trn = 81,5 + 0,41 (G+C) + 16,6 log(Na+) - 0,63 (% fomamid - 650/L) 

gdje Je: 

Trn= temperatura razdvajanja lanaca DNK 

L=dužina probe u nukleotidi ma 

Temperatura na kojoj se hibridizira ovisi o broju gvanidin-citozin veza, kon-
centraciji Na iona i formamida, te svakako o dužini probe kojom se želi hibridizirati 
ispitivana DNK (108, 17, 21, 105, 30). 

3.6.6 Uvijeti pranja filtera 

Filteri su nakon hibridizacije iz i uronjeni u posudu s 2X SSC 
(0,3 M NaCI, 0,03 M Na citrat, pH 7,0) i O, 1% SDS i inkubirani u ovoj otopini na 42 -
47°C tri puta po pola sata. Iza toga sijede tri pranja u 0.1 X SSC (15 mM NaCI, 1,5 mM 
Na citrat, pH 7,0) i 0,1% SDS po sat vremenana 50 - 52°C. To su tzv. uvjeti pranja 
umjerene stringencije. U uvjetima jake stringencije filteri su prani u prvoj otopini 15 
minuta na sobnoj temperaturi, a zatim po sat vremena tri puta na 65°C. Ovakva nagla 
promjena koncentracije soli i temperature uvjetuje da se DNK probe na mjestima 
slabije homologije odvoji od DNK na nitroceluloznim filterima. Samo hibrid DNK: proba 
visoke homologije ostaje intaktan. Time se dobije hibriqizacije. 
Membrane su zatim umetnute dva lista 3 mm Whattman kromatografskog 

papira i još uvijek mokre, pokrivene tankom folijom. 

3. 6. 7 Racpografija 

Odmah nakon pranja, filteri su izloženi Kodak XAR-5 filmu u radiografskim 
kazetama na -70°C 16 sati do 7 dana. 
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4.0 R E Z U L TA T I 

4.1 NUKLEOTIDNE SEKVENCIJE KLONA KLASE I 

4.1.1 R~strikcijska mapa i strategija sekvencioniranja 

Klanovi kDNK knjižnice gena grupirani su po restrikcijskih frag-
menata. Iz najbrojnije grupe odabran je klon pARl.3, oko 1 .3 kb što može biti 
dužina regije za kompletan teški lanac. Naknadno se uspostavilo da klon 

sekvencijama za drugu ekstracelularnu domenu, te da je na 5' 
kraju od kompletnog prepisa gene klase I (139). Na Slici 7, prikazana je strategija 
sekvencioniranja pARl.5 inserta restrikcijska mapa u potpunosti odgovara mapi 
pARl.3 u 5'-Sstll-EcoRl-3' regiji. pARl.3 insert sekvencioniran je Gilbert-Maxam 
metodom (107, 106). Restrikcijski fragmenti izolirani su na 5% urea-akrilamid gelu. U 

koraku restrikcijsko mjesto premoštena je novim fragmentom, da bi se 
dobilo preklapanje sekvencija i izbjegla greška ukoliko isti enzim ima dva vrlo bliska 
restrikcijka mjesta. 

4.1.2 Hibridizacija klonova kDNK knjižnice gena i izoliranje pAR/.5 inserta 

Nakon što je završeno sekvencioniranje klana pARl.3 i da nedostaju 
sekvencije prvog i drugog eksona, tj. sekvencije regije za signalni protein i 
prvu ekstracelularnu domenu molekule klase I (139), pripremljena je pH-2111 mišja 

proba i filteri s insertima klase I kDNK knjižnice ponovo su hibridizirani. pH-2111 proba 
nešto je duža na 5' kraju od pAG64c probe koja je korištena u konstrukciji knjižnice 
gena i time pokazuje više za sekvencije prve ekstracelularne domene. 
Ovim postupkom je da pARl.5 klon pokazuje signal u hibridizaciji s 
dvije probe te da je duži za oko 400 nukleotida od pARl.3 klana što predstavlja veliku 

da sadrži kompletnu regiju teškog lanca antigena klase I 
placente štakora. 

4. 1.3 Nuk/eotidne sekvencije pAR/.5 inserta 

pARl.5 klon sekvencioniran je Sangerovom metodom (147). Nakon prvih 
stotinjak sekvencija 3' kraja je da su pARl.3 i pARl.5 inserti prepisi istog gena 
samo što je pARl.3 na 5' kraju što predstavlja problem u konstrukciji 
komplementarne DNK. Sekvencijama pARl.3 dodane su sekvencije 5'kraja pARl.5 in- · 
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serta nakon što je da oba klana imaju potpuno iste sekvencije 

dijela eksona tj. nukleotide druge ekstracelularne domene. Nuk-

leotid ne sekvencije pARl.5 inserta prikazane su na Slici 8, 

4.2 ANALIZA pARl.5 SEKVENCIJA I IZVEDENOG 
PROTEINA 

4.2.1 Analiza nuk/eotidnih sekvencija pAR/.5 inserta 

pARl.5 insert dug je 1612 pb i sadrži sekvencije svih osam eksona gena klase 
I 

I (Slika 2). Sekvencije završavaju s 49 nukleotida dugim poliadenilnim repom, što je 
I 

karakteristika gRNK i dokazuje porijeklo ove kDNK (140). Stop kodon (TGA) nalazi se 

1132 nukleotida od 5' kraja. Ovaj dio kDNK predstavlja regiju i na Slici 8. 
prikazan je kao odvojeni tripleti baza. Iza toga se nalazi 3'NR regija) 

se nukleotidne sekvencije na Slici 8, nadovezuju jedna na drugu. 400 nukleotida iza 

stop kodona slijedi poliadenilacijski signal 5'-AAA T AAA-3' (96), koji je jedna od 

karakteristika RNK. 

4.2.2 Karakteristike proteina dobivenog iz pAR/.5 nuk/eotidnih sekvencija 

Iz nukleotidne sekvencije pARl.5 inserta kompjuterski su dobivene 

aminokiselinska sekvencije koje se lako mogu usporediti sa sekvencijama antigena 

klase I drugih sisavaca (Slika 9.). Prva aminokiselina u pARl.5 klonu nalazi se na 

samom signalnog proteina koji se kod molekula klase I sastoji od 21 

aminikiseline (94, 29). U tom regiji inserta nedostaje samo prva 

aminokiselina - metionin, koju kodira start triplet - AUG. Prva domena 

od 90 aminokiselina i sadrži glikozilacijske sekvencije na poziciji N86 

kao i u svim drugim antigenima klase I (Slika 9.: 94, 144, 102, 157, 172, 29, 35). Druga 

domena molekule sastoji se od 92 aminokiseline. Cisteinske pozicije koje 

formiraju disulfidne mostove su konzervirane i u pARl.5 molekuli (94, 84, 144, 

157, 172, 29, 115, 35). ekstracelularna domena štakorskog antigena klase I 

je vrlo po strukturi bilo kojoj drugoj molekuli klase I: je od 92 

aminokiseline, cistein se nalazi na pozicijama 203 i 259, druga glikozilacijska sekven-

cija je na poziciji N256 (94, 144, 74, 29). Transmembranska i citoplazmatska domena 

molekule brojem i sekvenciom uvelike se razlikuju od antigena klase I. 
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GeA eeG eGe AeG erG ere erG ere TTG GeG cee cee erG Gee eeG Aee eAG ATT eAe GeG 60 

GGe reA eAe TeG ere ecc TAT TTe GAe ATe Aee GTG Tee eGG eee eGe ere GGG GAG eee 120 

eGG TTe ATe TeT GTe GGC TAe GTG GAe GAe AeG GAG TTe GTG eGe TAe GAe AGe GAe GeA 180 

GAG MT eeG AGA TTe MG eec eGG GTe eGG TGG ATG GAG eGG GAG GGG eec GAG TAT TGG 240 

GAG eGG ATe ACA ecG ATC cee MG GM AGe CAG eAG ATT TAe eCA GTG CCe eTG AGG Aee 300 

ere ece CGT TAe TAe Me CAG AGe GAG cce cce TeT eAe Aee ATe eAG AGA TTG TeT GGe 360 

TGT GAG GTG GGG TeG CAe CGG ATe eTe eTe eGe GGG TAT GAG eAG TTe cee TAe GAe cee 420 

eGe GAT TAe ATe Gee eTG Me CM GAe CTG AM AeG TGG GeG GeG GeG GAe TTT GeA GeA 480 

GGG ATe Aee eGG Me MG TTG GAG ecc GAT GGT GAG GeA GAG AGA ere AGG cce TAe erT 540 

GM GGe GGG AGe GTG GAG TGG eTC ece AGA TAe TTG GAG eTe ACG MG GAG AeG eTG eTG 600 

ece TCA CM eee eeA MG CeA eAT GTG Aee eTT eAe Tee AGA eeT GM GGT GAT GTG Aee 660 

ere ACG TGe TGG Gee TTG GGe TTe TAe eeT GeT GAe ATA TTe ere Aee TGG ere TTG MT 720 

GGG GAG GAe eTG Aee eAG GAe ATG GM eTT GTG GAG Aee AGG eeT GeA GGG GAT GGA Aee 780 

TTe CAG MG TGG GeA TeT GTG GTG GTG ecT erT GGG MG GAG eAG MT TAe AGA TGe GAT 840 

GTG GAG GAT GAG GGG CTG CCT GAG eCG CTC Aee eTG AGA TGG GAG GGT CCT cec TeC GCe 900 

Me rec MC ACG GGA ATG TCT GTT ATT eTT GGA ACT GTG GeC ATe ATT GeA GTT ATG GCC 960 

ATe ATT GeA GCT GTG GCe TTe ATT GGA CCT GTT GTG AGG MG AGG TGG ATA MA AeA GCT 1020 

TTT eTT CTC AGA AGT GGA AM GGA GGA GAe TAC AeC CCT GCT eeA GGe AGG GAe AGC TCe 1080 

CAG AGC TCT GAT GTG TCT ere CCA GAT TGT AAA Gce ATG MG AeA GeT cer TGA GGTGAAC 1141 

TCGATGCCGGCCGATGTGTTCAGGTCTCTCTTGTCACATCCGGAGCCCTCGGTTCTCTTTGGACACCGATGCCTGGGAT 1220 

TeCeTATGATeeTATGAeTTeGGTATAGGGGACTATGGGACCCGGCCCAACCCTAeACAeCGGeAeeeTATeeeTGeAe 1299 

TGTTTGTGTTTCeTTTeAeAGCeAACCTTGCTGGTTeAGCCTGGGTTGGGCCCTGGAeATCTCCATCCTATCACTCAGT 1378 

GGTGCTTTGAACTGCMCTeCTCACTTCTACACTCAGMTAACAATCTGAGTGTGMCTTGACTGTTCACATCCTTGAe 1457 

ACAGTGTTGACTGCTTTTTAMTTACTGGATTGAGMTACTTAGAGGTTGTTTTTTGTTTTTGTTTTGTTTTGTTTTM 1536 

A:UMTGGCAGGTGGAGMGeTTCCAG/\/\,Ml'IN\IV\JMl'IN\IV\J\1\11.J\JI.IV\J\1\111N\IV\J\1\11.I\I\.I\NVV,J\l\,tvVVV,.I\I\ 1612 

Slika 8. Nukleotidne sekvencije pAR/.5 inserta 

{slika je opisana u tekstu) 
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Slika 9. Usporedba aminokiselinskih sekvencija pARl.5 klona sa sekvencijama 

antigena klase I drugih sisavaca 
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Opis slike 9. Aminokiselinska sekvencije pARl.5 proteina ( 140) su 

po domenama s transplantacijskim antigenima klase I miša H-2Kd i H-2Db 
(94, 104, 102), HLA-B7 (157) i zeca RLA 11/11 (172). su 
sekvencije parcijalnih klonova štakora RT1 .1 i AT1 .2 (7 4) te Q8b i Tlac (29, 35) antigena. 
Svaka aminokiselina je jednim slovom. (.) predstavlja 
aminokiselinu u antigenima, dok crta (-) predstavlja višak 
aminokiseliske pozicije u pARl.5 antigenu. Na slici se može jaka konzerviranost 

a1 i a2 domena. Transmembranski-citiplazmatski dio pokazuje veliku šarolikost u broju 
i položaju aminokiselinskih sekvencija. 
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Ranije usporedbe (82) pokazale su da je u transmembranskom dijelu molekule više 
hidrofoban karakter nego aminikiselinska sekvencija. Tako su kompjuterskim 

programom baziranim na analizi Kyte i Doolitle 1981. {179) provjerene sekvencije 
pARl.5 molekule (SHka 1 O,). Jak hidrofoban karakter pokazuje signalni protein i trans-
membranski dio molekule kako se i (35). 

4.2.3 Usporedba s parcijalnim štakorskim klanovima i antigenima klase I drugih 

sisavaca 

Sekvencije pARl.5 klena su na nivou nukleotidnih i 
aminokiselinskih sekvencija s antigenima klase I drugih sisavaca (Slika 9. i Tablica 2,). 
Molekule su po domenama. homologiju pokazuje 
ekstracelularna domena: 89-93% na nivou nukleotidnih sekvencija i 85-87% na nivou 
aminokiselinskih sekvencija s mišjim antigenima (94, 144, 102, 35, 115, 29), 72-80% s 
humanim (157) i 74-82% s {172) antigenom klase I. Prva i druga domena 
pokazuju gotovo istovjetan postotak homologije s drugim antigenima. pARl.5 ne 
pokazuje razliku, bilo da se usporedi s mišjim transplantacijskim antigenima 
ili Qa molekulama. Usporedba s mišjim Tla0 antigenom {35) pokazuje nešto niži nivo 

homologije. Transmembranski i citoplazmatski dio teškog lanca ne posjeduju konzer-
viranu homologiju sekvencija, te se razlikuje 44-66% 
molekulama. 

Homologija pARl.5 nukleotidnih i aminokiselinskih sekvencija, s do sada 
objavljenim štakorskim parcijalnim klanovima ne pokazuje bitnu razliku od mišjih an-
tigena, jJ i razlika u transmembranskom - citoplazmatskom dijelu i dalje velika kao 

i u usporedbi s antigenima drugih sisavaca. 
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Opis slike 1 O. pARl.5 izvedeni proteini je analizlran programskom podrškom 
koja specificira hidrofobnost odnosno hidrofilnost pojedine aminokiseline proteina 
(179) .. Hidropatski indeks -4 predstavlja izrazito hidrofilne, a +4 izrazito hidrofobne 

aminokiseline. Na slici se vidi da signalni protein itransmembranska domena imaju 
hidrofobne sekvencije. transmembranskog dijela je umjereno hidrofilan, ali 
ovaj dio pARl.5 je homologan s drugim antigenima klalie I membrane. 

Tablica 2. Postotak homologije pARl.5 klana i antigena klase I na nivou 
nukleotidnih i aminokiselinskih sekvencija 

GSH klasa I Singalnl peptid 1 Domena 2Domena 3 Domena Transmembranski 

sekvencije 
! 

citoplazmatskl dio 

Nuc AA Nuc AA Nuc AA Nuc AA Nuc AA 

H-2kd 88 85 83 73 85 78 92 87 54 38 
H-2Db 71 83 71 93 61 b4 46 
HLA-87 47 50 80 68 77 67 uo 72 54 40 
RLA(11/11) 78 62 77 67 62 74 52 34 
RT1 .1 95 92 48 
RT1.2 96 56 45 
O10b 88 90 83 72 83 74 93 89 
O8b 73 50 83 70 83 74 93 89 
T1ac 63 50 71 51 74 61 89 85 

Nuc, homologija bazirana na nivou nukleotidnih sekvencija 

AA, homologija bazirana na nivou amino acidnih sekvencija 

Podaci za postotaka homologije su prikupljeni iz literature: 
94, 144, 157, 172, 115, 29 i 35. 01 Obi aab te Tlac molekule nisu u trans-
membranskom-citoplazmatskom dijelu, jer se radi o solubilnim molekulama, a ne an-

tigenima membrane. Objavljene sekvencije štakorskih klanova nisu pot-
pune (74), pa ih je usporediti u ekstracelularnim domenama. 
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4.3 CITOMETRIJSKA ANALIZA TRANSFORMIRANIH 
COS7 STANICA 

Slika 11. pokazuje sažetak rezultata dobivenih bojanjem trajno transficiranih 
I 

stanica pARl.5 insertom i pSV2neo virusom (3.5.3). Stanice su bojane metodom in-
direktne imunoflorescencije (3.5.4), te analizirane citornetrijski. Ovom se metodom 
dobije 30 - 67 % COS7 stanica koje ispoljavaju štakorski antigen klase I na membrani. 
Monoklonska i poliklonska antitijela korištena u ovom radu, opisana su ranije (2.9). 

Transformirane stanice bojane anti-.u. aloserumom koji je u (WF x DA)F1 placenti 
maternalnog porijekla, pokazuje nivo florescencije kao i stanice bojane samo sekun-
darnim antitijelom, te 67% manje nego stanice bojane anti-.a. (Slika 11 A} aloserumom. 

se rezultati dobiju kada se stanice boje anti-Pa serumom (Slika 118). Bojanje 
transformiranih stanica monospecificnim pAt211 (anti-A8

) i pAt42 (anti-A") koje je 
upotrebljeno kao kontrolno poliklonsko antitijelo, pokazuju nizak nivo florescencije 
transformiranih stanica (Slika 11 C i P). 

Anti-Pa serum potom je absorbiran s limfocitima slezene DA.1 D soja. Ovaj 
štakorski soj je Pa pozitivan i RT1 .Ad lokus (Tablica 1 ). Bojanje stanica 
absorbiranim anti-Pa serumom daje jednak nivo florescencije kao i bojanje 
anti-yaloserumom (Slika 11 E j F}. Rezultati pokusa absorbcije prikazani su na 
Slici 12, Da bi se utvrdilo da li kotransficirane stanice reagiraju s anti-Pa 

antitijelima u anti-a serumu, WF anti-DA serum absorbiran je s DA.1 D limfocitima. 
Bojanje ovim serumom pokazuje i nivo bazižne florescencije. 

Metodom prolazne transfekcije dobije se znatno niži postotak pozitivnih 
stanica (11-30%)(95) u odnosu na negativnu kontrolu. Rezultati su prikazani na Tablici 

.3...Bojanje antitijelima: anti-.u, pAt anti-A 8, mAt211 (anti-A8
) i pAt42 (anti-A") je negativno 

i ne razlikuje se bitno od prirodne florescencije stanica ili bojanja samo sa sekundarnim 
antitijelom (kozji anti-štakorski F(ab)2 floresceinom). Bojanjem stanica anti-.e., 

anti-Pa i mAt381 (anti-Pa) dobije se znatno ukupne florescencije stanica. 
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Slika 11. Citometrijska analiza imunofluoresce_ncije trajno transficiranih 

Kotransficirane COS7 stanice metodom indirektne imunotluorescencije bojane 
su štakorskim antitjelima. Na apcisi je prikazan intenzitet fluorescencija 

(logatitamska skala) dok je na ordinati prikazan broj analiziranih stanica. 
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Slika 12. Citometrijska analiza trajno transticiranih stanica bojanih metodom 
indirektne imunotuorescencije WF anti-DA serumom absorbiranim s DA. 1 D lim-
focitima 

Slika prikazuje rezultate bojanja kotransficiranih COS7 stanica WF anti-DA {.u. 
anti-a) serumom, istim serumom absorbiranim DA.1 D limfocitima i DA anti-WF {a anti-y 
serumom. Na apscisi je prikazan inten.~itet fuorescencije { logaritamska skala), a na 

ordinati broj analiziranih stanica. Nakon absorpcije .u. anti-a.seruma stanice pokazuju 
daleko niži intenzitet fluorescencije, gotovo bojanju anti-!! serumom. 
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Tablica 3. Sumirani rezultati prolazne transfekcije COS7 stanica pARl.5:pcEXV3 

hibridnom DNK 

Antitijelo RT1 Reaktivnost COS7:pARl.5 
. 

DAanti-WF u 

Wf anti:DA a + 
(WFxDA)F1 anti-BN A" 

(MRxWKA)F1 anti-DA Aa 

mAt211 Aa 

WfxDA serum trudnih ženki Pa + 
mAt381 Pa + 

COS7 stanice su transficirane pARl.5 insertom kloniranim u pcEXV3 vektoru i 

metodom indirektne imunofluorescencije bojane štakorskim antitijelima, a 

zatim analizir~ne citometrijski. Pozitivna fluorescencija dobije se u bojanja 
anti-Pa i anti-.2.antitijelir,na. 

I 
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4.4 ANALIZA HIBRIDIZACIJE DNK ŠTAKORSKIH 
SOJEVA PROBAMA DOBIVENIM OD pARl.5 INSERTA 

Genomska DNK štakorskih sojeva: DA, ACP, R16, BIL)1 , BUF, LEW, YO i WF 
izložena je djelovanju restrikcijskih enzima EcoRI i Xbal. RT1 ovih sojeva 

prikazane su na Tablici 1. DNK restrikcijski fragmenti su separirani horizontalnom 
elektroforezom na 1 % agaroza gelu i potom Southern blot tehnikom ( 158) transferi rani 
na nitrocelulozne mmembrane. Membrane su hibridizirane probama 5'pARl.5a i 

3'pARl.5a radioaktivnim fosforom. Na Slikama 13, j 14, prikazani su rezultati 
hibridizacije pod uvjetima umjerene stringencije. Obje probe daju mnoštvo fragmenata 

i ne pokazuju ožekivanu lokus ili alel specifižnost. Polimorfizam dužine restrikcijskih 

fragmenata pokazuje DA, ACP, R16 i BILJ1 sojeva, te WF i YO sojeva štakora. 

U radu s probama 5'pARl.5b i 3'pARl.5b korišteni su štakorski sojevi DA i WF. 
Hibridizacija i pranje filtera je po uvjetima jake-stringencije (3.6.6). U ovoj 

hibridizaciji 5'pARl.5b probom dobije se jedinstven fragment visoke homologije u oba 
štakorska soja 1.7 i 1.8 kb (Slika 15,). Isti fragment u ostalim sojevima može se 
vidjeti na Slicj 14, 

4.5 ANALIZA HIBRIDIZACIJE GENOMSKE DNK 
STANICA TRANSFORMIRANIH IN VITRO 

Genomska DNK izolirana je iz COS7 stanica kulture jn yjtro, transformiranih 
pARl.5:pCEXV3 hibridom i kotransficiranih s pSV2neo virusom. Hibridizacijski se sig-
nal dobije ukoliko je DNK kotransficiranih stanica tretirana Xbal endonukleazom (fil.!s.a 

16.). Genomska DNK COS7 stanica koje su samo uzgajane u kulturi • 
upotrebljena je kao kontrolni uzorak i ne pokazuje signal hibridizacije (Slika 
.1§J. 
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Slika 13. Hibridizacija EcoRI endonukleazom tretirane genomske DNK 
štakorskih sojeva 3'pARl.5a probom 
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Opis slike 13. Sedam µg genomske DNK je EcoRI restrikcijskim 
enzimom. Upotrebljena je DNK štakorskih sojeva: WF, LEW, BIL./1, BUF, 
R16, ACP i D~. Fragmfnti su separirani na 1 % agaroza gelu na 40 V 20 sati, te iza toga 
Southern blot tehnikom na nitroceluloznu membranu. Membrana je 

I , 
hibridizirana 3'pARl.5a probom. su hibridiziranih fragmenata u 
kilobazama. Proba hibridizira mnoštvo restrikcijskih fragmenata. 
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Slika 14. Hibridizacija Xbal endonuk/eazom tretirane genomske DNK 

štakorskih sojeva 5'pARl.5a probom 
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Opis slike 14. Genomska DNK štakorskih sojeva: DA, BUF, R16, LEW, WF i YO 

je Xbal restrikcijskiom endonukleazom. Fragmenti su separirani na 1 % 

agaroza gelu, Southern blatom fiksirani na nitroceluloznoj membrani koja je 

hibridizirana 5'pARl.5a probom. su hibridiziranih restrikcijskih frag-
menata prikazane na slici u kilobazama. Hibridizacija je u uvjetima umjerene 
stringencije. 
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XbaI 

Slika 15. Xba/ digestija genomske DNK WF i DA štakorskih sojeva hibridizirana 

po uvjetima jake stringencije 5 'pARI. 5b probom 
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Opis slike 15. Sedam µg genomske DNK, WF i DA štakorskih sojeva izložeo je 
djelovanju Xbal restrikcijske endonukleaze. Fragmenti su separirani na 1 % agaroza 
gelu. je transfer fragmenata na nitroceluloznu membranu koja je hibridizirana 
probom pARl.5b u uvjetima jake stringencije. je 
hibridizacijskih fragmenata u kilo bazama. 

I 
I 
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Slika 16. Hibridizacija Xbal endonukleazom tretiranih genomskih DNK COS7 

stanica, kotransficiranih stanica, WF i DA štakorskih sojeva 3 'pARI. 5b probom 
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Opis slike 16. Sedam µg genomske DNK COS7 fibroblasta, COS7 stanica 
transficiranih metodom trajne transfekcije pARl.5 insertom, te DA i WF štakorskih 
sojeva je Xbal enzimom. Fragmenti su separirani na 1 % agaroza gelu, te 
transferirani Southern blot tehnikom na nitroceluloznu membranu koja je hibridizirana 
3'pARl.5b probom u uvjetima jake stringencije. je hibridiziranih 
restrikcijskih fragmenata. Strelica pokazuje hibridizacijski fragment prisutan 
u DNK transficiranih stanica, WF i DA sojeva, a odsutan u COS7 stanicama koje nisu 
transficirane pARl.5:pcEXV3 hibridnom DNK. 

I 

- 60 -



i 

5.0 R A S P R A V A 
I 

i preživljavanje fetalnog alografta još je uvijek enigma u 

imunologiji. Placenti se pridaje osnovna uloga, ali ostaje pitanje kako organ u kome 
dolazi do bliskog kontakta imunokompetentnih stanica sa semialogenim 
tkivom, ne pdliježe reakcijama oqbacivanja. Zagonetka se još kompliciranijom u 

kontekstu pa i dokazanih saznanja da placenta ispoljava transplan-
tacijske antigene paternalnog porijekla (72, 10), koji su potpuno strani majci i trebali bi 
izazvati jaku transplantacijsku reakciju odbacivanja. Karakter, ekspresija i kontrola 
ekspresije GSH antigena najvjerojatnije je vrlo važan faktor u 

U svrhu ekspresije i strukture antigena klase I placente, klanovi 
kDNK knjižnice gena (aktivni geni placente) analizirani su mapiranjem restrikcijskih 
mjesta. Sekvencionirana su dva klena. pARl.3 insert sadrži regije za drugu 
i ekstracelularnu domenu te transmembranski-citoplazmatski dio antigena klase 
I. kDNK sintetizirana je u smjeru 3'-5' reverzne transkriptaze, od poli(A +) repa 

gRNK, a o dužini reakcije jn yjtro, zavisi koliko biti sintetizirana prvog lanca kDNK na 
uzorku gRNK i do kuda sinteza u 5' smjeru. Zbog toga insert u knjižnici 
gena predstavlja i malo je vjerojatno da je pARl.3 splajsin-
gom (engl.splicing) prepis gena klase I GSH u placenti. Postojale su indikacije 
u predhodnim radovima (167) da je placentarni prepis od gRNK u jetri, ali je vrlo 
teško ponoviti ovakve rezultate. postoje indikacije da je protein klase I 

placente nešto manje relativne mase (33, 143). Relativna masa dvije molekule 
iznosi 6000, što može biti pripisano razlici molekularne težine antigena membrane 
limfocita (44-46000 daltona) i molekula izoliranih iz placente (40-42000 daltona). 
Obrazloženje se može u da ovakve molekule mogu pripadati 
grupi Qa/fl antigena za koje se zna da su manje relativne mase (37, 156). 

pARl.5 izoliran je iz grupe kDNK knjižnice gena (140), što govori u 
prilog da je u placenti prisutno mnoštvo kopija gRNK i da (WfxDA)F1 u relativno 

obimu ispoljava ovaj gen od bilo kojeg drugog gena klase I. lmunohis-
tokemijska bojanja su pokazala da su u ovoj placenti uglavnom prisutni Pa i A a antigeni 
(64, 72). pARl.5 insert predstavlja kompletnu regiju gena klase GSH. Insert 

sekvencijama za aminokiselunu na poziciji -20 signalnog proteina 
antigena. protein, u sastoji se od dvadesetak aminokiselina 
(94, 157) pa je najvjerojatnije pARl.5 insert za dvadesetak nukleotida 5'NR i start 

I 
kodon ili kodon za aminokiselinu Metionin (AUG). molekula, bilo na nivou nuk-

1 
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I 
leotidnih ili aminokiselinskih sekvencija, pokazuje veliku konzerviranost i s 

molekulama klase I drugih sisavaca (Slika 9. j Tabljca 2,). Na temelju ranijih analiza i 
usporedbi vrstama (82), ovako visok stupanj homologije se i 
Konzerviranost pozicija disulfidnih mostova i glikozilacijskih sekvencija (172, 154, 144, 
102, 157) govori u prilog konzervi ranosti tercijarne strukture antigena membrane za 
razliku o solubilnih molekula klase I. 

pARl.5 izvedeni protein ima 357 aminokiselina i relativnu masu 
40054 bez signalnog proteina. Ukoliko se doda relativna masa dvije molekule, 

I I 
masa pARl.5 proteina odgovara masi transplantacijskog antigena klase I. 
Izrazito hidrofoban transmembranski dio koji drži molekulu za lipidnu 

membranu stanice je karakteristika prisutna u pARl.5 izvedenom proteinu 

{Slika 1 O,). 

transplantacijski antigeni miša uvijek imaju tri molekule (94, 
144, 102) dok Qa antigeni imaju samo dva glikozilacijska mjesta. U štakora izgleda da 
to nije pravilo. pARl.5 ima dva glikozilacijska mjesta, a poznato je da antigeni 
(npr. Aj imaju dvije molekule (119). 

Sve ove karakteristike govore u prilog da pARl.5 kodira antigen 
membrane. Iz tog razloga se išlo na ekspresiju gena u COS7 fibroblastima bubrega 
zelenog majmuna. Željelo se utvrditi da li je ispoljiti protein na membrani, uz 

poliklonskih i monoklonskih antitijela utvrditi haplotip, odnosno alelnu 
pARl.5 inserta. Ideja da se klon ispolji u obliku fuzionog proteina u bak-

terijskoj stanici je odmah na iz razloga što antigenost i detekcija 
molekule klase I antitijelima može uvelike ovisiti o posttranslacijskim procesima 
eukariotskih stanica, u ovom glikozilaciji ( 133, 119), vezivanju s drugim lancem 
J3 - 2mg (176, 150) i tercijarnoj strukturi (40). 

U eksperimentima trajne i jednokratne ekspresije je da COS7 stanice 

transficirane s pARl.5 insertom reagiraju s .u.anti-a.serumom, Pa serumom i 
mAt381 ( anti-Pa). Aloserum y anti-a. uvijek sadrži anti-Pa antitijela. U isto vrijeme 
pAt211 i mAt211 ( anti-A8

) niti u jednom bojanju ne pokazuju porast florescencije. 

U eksperimentu, Pa serum je absorbiran s DA.1 D (BDV) limfocitima 
s namjerom da se absorbiraju Pa antitijela, a u serumu da ostane samo anti-A8 

ukoliko postoji. DA.1 D limfociti su RT1 .A d lokus i ne reagiraju s 
I 

antitijelima (49). Ovako absorbiran serum ne reagira s COS7 
I 

stanicama transformiranim pARI.~ insertom (Slika 11 E.). Eksperiment absorbcije 
je i u smjeru: Pa serum absorbiran je s transficiranim COS7 
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stanicama, zatim je isti serum i u istom prije absorbcije i poslije absorbcije 

korišten u bojanju DA limfocita. Ove stanice ne pokazuju florescenciju kad 
su bojane s absorbiranim serumom. Stanice su bojane absorbiranim anti-a 
serumom (Slika 12.}. Ovime se izdvojila anti-Pa iz seruma. Intenzitet flores-
cencije odgovara intenzitetu bojanja negativnim serumima. 

I 

Eksperimentom absorbcije i pozitivnim bojanjem s mAt381 je da je 
I I 

pARl.5 insert regija za Pa antigen membrane stanica placente. Postotak 

pozitivnih stanica dobiven tehnikama jednokratne i trajne transfekcije je (10-
30% za jednokratno i 30-70% za trajno transficirane stanice)(95). Same metode ne 

I 
dozvoljavaju ispoljavanje transformiranog gena u svim stanicama. lako su stanice u 

eksperimentihia tra)ne transfekcije transformirane s 40 puta vektora 
s pARl.5 insertom nego pSV2neo virusom, još uvijek dio stanica sadrži pSV2neo s 
genom rezistencije na Geneticin bez vektora sa štakorskim genom za antigen klase I. 

U selekcijskom mediju stanice gen koji im preži-vljavanje, ali 
dužeg rasta u kulturi, izbacuju gen koji nije neophodan za rast i diobu. 

pARl.5 insert kloniranje u pcEXV3 vektor koji sadrži genetske elemente SV40 
I 

virusa i pBR322 plazmida (128, 117). Porijeklo pBR322 plazmida ima gen za rezisten-
ciju na ampicilin, a dio SV40 virusa je promotor (engl.promotor), element 
(engl. enhencer) i sekvencije neophodne u splajsingu (engl. splicing). SV40 ima vrlo 

snažan promotor i ekspresije, pa bi najvjerojatnije bilo koji gen pod · 
kontrolom ovih elemenata morao imati vrlo velik broj kopija gRNK u stanici. Ekspresija 
pARl.5 gena u ovom ne bi trebala ovisiti o cis i trans kontrolnim sekvencijama 

odgovornim za ekspresiju gena klase I u sklopu GSH (75, 7, 60, 32). Osim toga, kDNK 
za razliku od genomske DNK, ne posjeduje vlastite elemente potrebne za ekspresiju ili 
splajsing, a ni introne koji bi mogli sadržavati supresijske sekvencije. 

Translacija, transport i glikozilacija donekle su univerzalni pro-

cesi u stanicama sisavaca, ali nivo ekspresije može uvelike ovisiti o vezivanje a teškog 
lanca za laki lanac (150, 135, 176). /J2mg je konzervirana molekula u sisavaca, 

u sekvencijama imunoglobulinu i ekstracelularnoj domeni proteina klase I 

s kojom se i vezuje u antigenima membrane (40). Postoje indikacije da vrsta 
/J2mg pomaže boljem transportu i ekspresiji antigena na membrani 

(135). U eksperimentima ekspresije pokušalo se dodavati 1% normalnog štakorskog 

seruma _u hranilišta stanicama u kulturi, pa se na taj stanicama dodaje štakorski 
/J2mg. Nije se dobila bolja ekspresija štakorskog antigena klase I od uzoraka gdje su 

stanice uzgajane samo sa 10% fetatnog seruma (DMEM-1 O). Majmunski /J2mg 
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koji je ispoljen u COS7 stanicama, vezuje se za teški lanac štakorsog antigena klase I 

i ekspresiju na površini stanica. molekula najvjerojatnije ne 

bi bila ispoljena na membrani ( 100). Osim toga, vezivanje lanca za /32mg daje 

antigenu klase I stabilnu strukturu (12, 13, 40) i "prepoznatljive" antigene determinante, 

koje u kofiguraciji molekule vjerojatno ne postoje. 

5'pARl.5 proba je restrikcijski fragment dužine 270 nukleotida, dobiven 

duplom digestijom Aval i BamHI enzimima. Ova proba predstavlja dio regije 

kraja a 1 i a2 domene. Ove sekvencije su hipervarijabilne i daju alelnu 

transplantacijskim antigenima (82, 134). U uvjetima jake stringencije s 

probom se dobije hibridizacijski signal u Pa 11+11 sojevima (DA, ACP, R16, 

BUF) dužine 1,8 kb, a u Pa 11
-

11 (WF, YO, LEW) sojevima dužine 1,7 kb. Ovime je 

korelacija pARl.5 inserta s Pa pozitivnim haplotipom (Slika 14,i 15.) i 
podacima dobivenim serološkim metodama (42, 43). Korelacija se ne može utvrditi niti 

sa jednim drugim do sada poznatim !okusom klase I. Sojevi odabrani za analizu, imaju 

lokuse klase I (Tablica 1.). Rekombinantni soj R16 je odabran jer se od DA soja 
razlikuje u grc-G/C regiji. Sojevi BUF (RT1 .AbPa8 F) i LEW (RT1 .A1Pa·F8

) su odabrani da 

bi se hibridizacijskim polimorfizmom odijelili E i f.a. lokusi i C/G regija. Restrikcijski 

fragment kod BUF soja isti je kao u Pa pozitivnim sojevima, dok LEW ima manji Xbal 
i 

restrikcijski fragment kao i Pa negativni sojevi. 

U uvjetima umjerene stringencije Pa probama (5'pARl.5a, 5'pARl.5b, 3'pARl.5a 

i 3'pARl.5b) dobije se mnoštvo hibridizacijskih fragmenata (Slika 13, j 14.). što govori u 
I 

prilog da su Pa gen i antigen vrlo transplantacijskim genima i an-

tigenima klase I. U serološkim studijama je da je Pa antigen prisutan u 

mnogim štakorskim sojevima i ima determinante s mnogim drugim an-

tigenima klase I (42, 64), te ne može izazvati destruktivni imunološki odgovor s citotok-

reakcijom. Time je lako objasniti mnoštvo hibridiziranih restrikcijskih frag-

menata dobivenih probama koje se u antigenima klase I i miša smatraju alel 

(82) ili I okus ( 143). 

Vrlo važan koji se može izvesti iz hibridizacijskog uzorka, je 

da Pa negativni sojevi posjeduju Pa gen. Na Slici 15, može se vidjeti 

5'pARl.5b probom hibridiziran restrikcijski fragment 1, 7 kb. Pa gen 

je u ovom neaktivan i ne posjeduje proteinski produkt, dok Pa pozitivni sojevi 

posjeduju aktivan gen. Aktivan gen daje Xbal restrikcijski fragment 

1,8 kb. Ovo ukazuje da je možda regulacija transkripcije odgovorna za 

ekspresiju Pa antigena u placenti štakora. 
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konzerviranosti cisteinskih pozicija 101, 161, 203 i 259, glikozila-

cijskih mjesta na položaju Asparagin 86 i 256, te konzerviranosti broja i dužine 

domena, možemo da je tercijarna struktura proteina izvedenog iz 

pARl.5 sekvencija kDNK klana vrlo ako ne istovjetna molekulama klase I drugih 

vrsta. tercijarnu strukturu antigena klase I GSH na strukturi HLA-A2 antigena 

(12, 13), rubovi žljeba štakorskog placentarnog antigena, dijelovi su molekule koja se 
uvelike razlikuje od ostalih antigena klase I (Slika 17,). Neke su aminikiseline ovog 

dijela molekule važne za vezivanje stranog antigena i/ili vezivanje s T recep-
torom {Tablica 4. i 5,) i sekvencija nalazi se na mjestu navedenog 
vezivanja s antigenim proteinom sa smjerom prema udubini žljeba ili brazde. 

sekvencija pARl.5 proteina poklapa se s pozicijama aminokiselina koje se 

za sada smatraju važnim u odgovoru ( 12, 13). HLA-A2 mutantne mole-

kule s amino-kiselinama na pozicijama 66, 152 i 156 u stanju su vezati sin-
tetski virusni antigen, ali ne budu prepoznate od strane kompetentnih autolognih cito-

! limfocita (114). su aminokiseline na poziciji 9, koja se nalazi u dnu 

brazde, te na pozicijama 70 i 7 4 manje su važne za prepoznavanje od strane CTL. 
I . 

Premda još uvijek nije potpuno jasno koje su sve aminokiselinska pozicije 
važne za spajanje s T receptorom i antigenim peptidom, promjene na pozi-
cijama koje su u tercijarnoj strukturi orjentirane u smjeru gore i na stranu od žljeba, 

mogu utjecati na vezivanje s T receptorom, dok aminokiselinska pozicije u 

zljebu 01 i 02 domene, mogu utjecati na vezivanje antigena (12, 13). Promjene amino-

kiselina npr.na pozicijama 43 i 107, izvan brazde nemaju utjecaja na funkciju citotok-

T limfocita (114). 

domena igra ulogu u prepoznavanju i reaktivnosti 
I 

CTL. mutacije u 03 domeni mogu smanjiti reaktivnost CTL (138) . Postoje 

indikacije da i druge molekule, osim T receptora olak-šavaju kontakt s an-
tigenom klase I ciljne stanice. CD8 molekula direktno vezuje HLA antigen klase I (126), 

- I 
dok je 03 domena u Lyt-2 prepoznavanje u primarnom in vitro 

I 

· imunološkom odgovoru (25). 
I 

U 03 domeni pARl.5 izvedenog proteina nalaze se aminokiseline na pozi-
cijama 183, 193, 214 i 218 za ovaj protein. Iste pozicije zauzimaju goto-vo 
istovjetne aminokiseline u transplantacijskim antigenima klase I miša (94, 144, 102), 

(157) i zeca (172), Q8b i Tic molekulama (29, 35) (Slika 9.). Važno jer da 
je ova razlika prisutna i u usporedbi sa štakorskom molekulom klase I koju je bilo 

usporediti u ovoj regiji (74), te·tako ove aminokiseline mogu biti karakteristika 
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placentarnog antigena. 
I 

Glavnina aminikoiselinskih pozicija u 01 i 02 domeni smještena je u • 

varijabilnim regijama gdje se i razlike medu alelima (82). Karakteristike an-

tigenih determinanti koje prepoznavaju aloreaktivne, visoko T stanice i 

mehanizam kojim se postiže ova visoka su slabo razjašnjeni. Nije posve 

jasno koje dijelove molekule klase I GSH prepoznavaju CTL i antitijela kao antigene 

determinante. je da su sve tri domene u 

prepoznavanje stanica (25), premda je neosporno da su neke 

aminokiselinska pozicije imunodominantne u prepoznavanju, kao npr. 

pozicije 63, 73 u 01 i 152, 155, 156 u 02domeni (104). Ukratko, neke promjene amino-

kiselinskih pozicija ne izazivaju odgovor jer su ukopane u središtu 

molekule ili ne mogu vezati T receptor ili druge važne molekule na površini T 

limfocita. Istovremeno mutantne molekule klase I mogu izazvati produkciju antitijela. 

Aminokiseline za štakorski placentarni antigen klase I, po poziciji u 

tercijarnoj strukturi, mogu biti podijeljene u tri grupe: 1) aminokiseline 5, 9, 1 o, 11, 98, 

102 i 114 smještene u dnu 01/02 brazde; 2) aminokiseline 63, 65, 69, 70, 73, 74, 77 i 

156 koje se nalaze na grebenima brazde; i 3) aminokiseline 46, 49, 50, 54, 108, 134, 

138, 141, 145, 147, 149, 150, 175 i 182 smještene izvan mjesta prepoznavanja stranog 

antigena (Slika 17.). Neke od ovih pozicija su opisane u HLA-A2 molekuli kao vlo 

važne (pozicije 63, 156) ili manje važne (pozicije 9, 70) za vezivanje sa stranim an-

tigenom (114). U štakorskom antigenu klase I aminokiseline prve grupe 

najvjerojatnije nemaju utjecaja na Aminokiseline u drugoj grupi mogu 

biti odgo-vorne za lokus, a ne alelnu Pa antigena. Hibridizacijom 

5'pARl.5b probom dobije se jedinstven hibridizacijski fragment prisutan u 

svim ispitivanim sojevima što govori u prilog lokus ove regije. Kad se 

usporede molekule klase I sisavaca, aminokiseline druge grupe predstavljaju 

regiju s polimorfizmom (82). U grupi aminokiselina 

nalazi se na boku 02 domene (pozicije: 134, 138, 141, 145, 14 7, 149 150), usmjerene 

suprotno od centra molekule prema otopini. Ove aminokiseline štakorskog proteina ne 

razlikuju se samo po sekvenciji od antigena drugih vrsta, i po lokalizaciji polimor-

fizma u tercijarnoj strukturi molekula klase I. je važno zamjetiti da imaju iste 

hidrofobne karakteristike kao i aminokiseline poda brazde gdje se veže antigeni peptid 

(Slika 18.) što sugerira da se radi o jednom drugom mjestu rezerviranom za vezivanje 

s proteinom, možda T receptorom ili bilo kojom drugom molekulom koja 
I 

u T limfocitnoj 
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a2 

Slika 17. Položaj aminokiselina za pARl.5 antigen u tercijarnoj 

strukturi o1 i 02 domene molekule klase I 

Na slici je shematski prikazana tercijarna struktura 01 i o2 domena antigena 

klase I· ( 12, 13). Punim istaknute su aminokiselinska pozicije u 

pARl.5 izvedenom proteinu. 
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Tablica 4. Aminokiselinska pozicije a 1 domene važne za vezivanjtl sa stremim an-

tigenom i/ili T receptorom 

Klasa I 
antigen pARl.5 H2-~ H2-Db HLA-B7 Q10 

5 L M M M M 
7 y 
9 D E E y E 

22 F y F 
24 s I 
26 G 
57 p 
58 E 
59 y 
61 E D 
62 R E 
63 I a E N E 
64 T 
65 R a Q Q u 
66 I R K li 
67 ' A R K lt 
68 K 
69 E s G A G 
78 D a a N 
71 E A 
72 a 
73 I w w T s 
74 y F F D F 
75 R 
76 V E 
77 G s s s s 
80 T N N 
81 L A 
82 R a L 
84 y H 

pARl.5 aminokiselinska sekvencije su s istim pozicijama an-

tigena klase I (94, 144, 102, 157, 115) važnim za vezivanje stranog antigena i T 

receptora ( 12, 13). Aminokiseline su od jednog 

slova. Pozicije pARl.5 antigenu su 
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Tablica 5. Aminokiselinska pozicije a2 domene važne za vezivanje sa stranim an-

tigenom i/ili T receptorom 

Klasa I 
antigen pARl.5 H2-~ H2-Db HLA-87 010 

95 I F L L 
97 A Q s w 
99 I s F y y 

114 E L Q D L 
116 F y y 
143 

I 
T 

145 11 N A A A A 
146 I K 
147 L w w w w 
149 A Q Q A Q 
150 D A s A A 
151 G A 
152 E D A A 
154 E 
155 A y H Q y 
156 L y y A y 
157 A K 
158 A 
159 y 
161 E 
162 G A 
163 E 
165 V 
166 E 
167 w 
169 A H L 
171 y 

pARl.5 aminokiselinska sekvencije usporede ne su s istim pozicijama an-

tigena klase I (94, 144, 102, 157, 115) važnim za vtuivanju stranou antig1.mu i T 

receptora (12, 13). Aminokiseline su skr od jednog 

slova. Pozicije pARl.5 antigenu su 
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Radovi o analizi tercijarne strukture molekule klase I (12, 13, 114, 138) pokazali 
I 

su da je dovoljno promijeniti jednu aminokiselinu na poziciji pa da ne do 
I 

odgovora. Možda razlike u strukturi jednog placentarnog an-
tigena i transplantacijskih antigena klase I treba tražiti u 

I . 
mutacijama. Šteta što se zbog nedostatka objavljenih podataka sekvencije pARl.5 
klana ne mogl usporediti s drugim štakorskim antigenima klase I poznate lokus i alel 

Neda~.mo objavljene sekvencije parcijalnih klanova .u. haplotipa (123) 
pokazuju hofllologiju s pARl.5 insertom u 3' NR. homologija s 

parcijalnim štakorskim sekvencijama (74) je u istoj regiji, te 
je malo vjerojatno da je 3'NR lokus regija za antigene klase I štakora. 
Hibridizacija 3'pARl.5a (Slika 13,) i 3'pARl.5b probama koje daju mnoštvo 
hibridizacijskih fragmenata samo ove se i u uvjetima jake 
stringencije 3'pARl.5b probom dobije mnoštvo hibridiziranih fragmenata što dokazuje 

I i 
da najmanje desetak gena ima gotovo istovjetne sekvencije ove regije kao i Pa gen. 
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a.1 

CHO 

106 

a.2 

Slika 18. Položaj hidrofobnih aminokiselina pARl.5 antigena u terijarnoj struk-

turi 01 i 02 domene molekule klase I 

Na slici je shematski prikazana tercijarna struktura 01 i 02 domena antigena 
klase I (12, 13). Tamnim istaknute su hidrofobne aminokiselinska pozicije 
pARl.5 proteina. 
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6.0 Z A K LJ U C I 

1. pARl.5 insert je regija za Pa antigen u (WFXDA)F1 placenti. 

2. pARl.5 pokazuje sve karakteristike prepisa gena klase I GSH. 

3. Protein dobiven dedukcijom iz pARl.5 nukleotidnih sekvencija ima karak-
teristike membranskih antigena klase I u molekularnoj težini, broju glikozilacijskih mjes-

ta, te cisteinskim pozicijama. 

4. Nukleotidne i aminokiselinska sekvencije pARl.5 inserta pokazuju visoku 
homologiju s antigenima membrane drugih sisavaca. 

5. pARl.5 sekvencije pokazuju visok stupanj homologije s genima klase I 
lokusa i štakorskih sojeva. 

6. Pa lokus prisutan je u svim ispitivanim štakorskim sojevima. 

I 
7. Pa pozitivni sojevi posjeduju Xbal restrikcijskl frngrnont dužine 1,8 kb, dok 

I 
Pa negativni sojevi pokazuju fragment dužine 1,7 kb u hibridizaciji 5'pARl.5b probom. 

I 
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PRILOZI 



USTA OD TRI I JEDNOG SLOVA ZA ESENCIJALNE AMINOKISELINE 

Ala, .A -alanin 

arg, R -arginin 

Asn, N - asparagin 

Asp, D - kiselina 

Cys, C - cistein 

Gln, Q -gluatmin 

Glu, E - glutaminska kiselina 

·Gly, G -glicin 

His, H -histidin 

lle, -isoleucin 

Leu, L - leucin 

Lys, K -lizin 

Met, M -metionin 

Phe, F - fenilalnin 

Pro, P -prolin 
I 

Ser, S - serin 

Thr, t -treor:1in 

Trp, W -triptofan 
I 

Tyr, Y - tirozin 
! 

Val, V - valin 
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