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Identifikacija i bioinformaticka analiza Hsp70 gena u genomu alge Nannochloropsis
salina CCMP1776

Sazetak

Globalno zagrijavanje kritican je problem koji utjeCe na na$ planet 1 uzrokuje znacajne
promjene u temperaturi i klimi na Zemlji. Budu¢i da su biljke poikilotermni organizmi,
najznacajniji utjecaj globalnog zatopljenja na zivot biljaka jesu sposobnost kratkotrajne
aklimatizacije, kad su temperaturni skokovi znacajni i dugotrajna adaptacija na novonastale

klimatske uvjete uzrokovane povecanjem temperature.

Toplinski stres kriti¢an je okolisni ¢imbenik koji moze imati ozbiljan utjecaj na rast i razvoj
biljaka. Kada su biljke izlozene visokim temperaturama tijekom duljeg razdoblja, to moze
dovesti do Sirokog spektra fizioloSkih 1 biokemijskih promjena, $to u kona¢nici moze dovesti
do smanjenog rasta i reprodukcije. Jedno od potencijalnih rjeSenja koja su predloZena za
ublaZzavanje utjecaja globalnog zagrijavanja je uporaba algi, posebno vrste mikroalgi
Nannochloropsis sp., koje su poznate po svojoj visokoj fotosintetskoj u¢inkovitosti i stopama
rasta. Medutim, globalno zagrijavanje takoder ima znacajne implikacije za alge, ukljucujuci
Nannochloropsis sp. ¢iji molekularni mehanizmi odgovora na stres ukljucuju aktivaciju
kaskade proteina koja u konacnici rezultira sintezom proteina toplinskog udara (Heat shock
protein-Hsp). Hsps su grupni naziv za nekoliko razli¢itih evolucijski konzerviranih obitelji
proteina od kojih su neki molekularni Saperoni. Hsp70 predstavlja obitelj Saperona Cija se
koncentracija povecava u stanicama prilikom toplinskog stresa te isti pridonose pravilnom

smatanju i stabilizaciji proteina.

Bioinformati¢kom analizom genoma alge Nannochloropsis sp. utvrdilo se postojanje
deset sekvenci proteina iz Hsp70 obitelji i odredena su njihova svojstva na temelju fizikalno-
kemijskih svojstava, genomskih lokacija, predvidena je stani¢na lokalizacija pojedinih proteina

te su odredeni filogenetski odnosi medu njima.

Klju¢ne rijeci: Proteini toplinskog Soka (HSP), globalno zatopljenje, biljni svijet, alge,

Nannochloropsis sp. , odgovor na toplinski udar (HSR).



Identification and bioinformatic analysis of the Hsp70 genes in the genome of

Nannochloropsis salina CCMP1776

Abstract

Global warming is a critical problem that affects our planet and causes significant changes in
temperature and climate on Earth. Since plants are poikilothermic organisms, the most
significant impacts of global warming on plant life are the ability to acclimate to short-term
temperature changes, and long-term adaptation to new climate conditions caused by increased

temperature.

Heat stress is a critical environmental factor that can have a serious impact on plant growth and
development. When plants are exposed to high temperatures for an extended period, it can lead
to a wide range of physiological and biochemical changes, ultimately resulting in reduced
growth and reproduction. One potential solution proposed to mitigate the impact of global
warming is the use of algae, especially the microalga species Nannochloropsis sp., known for
their high photosynthetic efficiency and growth rates. However, global warming also has
significant implications for algae, including Nannochloropsis sp., whose molecular response
mechanisms to stress conditions involve the activation of a protein cascade that ultimately
results in the synthesis of heat shock protein (Hsp). Hsps are a group name for several
evolutionarily conserved families of proteins, some of which are molecular chaperones. Hsp70
represents a family of chaperones whose concentration increases in cells during heat stress,

contributing to proper protein folding and stabilization.

Bioinformatic genome analysis of Nannochloropsis sp. algae revealed the existence of ten
protein sequences from the Hsp70 family, and their properties were determined based on their
physicochemical properties, genomic locations, predicted cellular localization of individual
proteins, and their phylogenetic relationships.

Keywords: Heat shock proteins (HSP), global warming, , plant life, algaes, Nannochloropsis

sp. , Heat shock response (HSR).



1. UVOD

1.1. Alge kao indikatori globalnog zatopljenja u vodenim ekosustavima

U 2022. godini prosje¢na globalna temperatura porasla je za 1,15°C u odnosu nha
predindustrijsko razdoblje 1850-1890 (State of the Global Climate, 2022). Prema istom
izvjestaju, razdoblje od 2015.-2022. je prikazano kao najtoplije razdoblje u povijesti mjerenja
temperature. Promjene temperature u gornjim slojevima Atlantskog oceana na dubinama do
2000 metara ukazuju grijanje cijelog stupca vodenog volumena u razdoblju od 1958.-2022.
prilikom &ega je poveéanje apsorbirane toplinske energije u oceanu poraslo s 5 ZJ (ZJ=10%))
na gotovo 10 ZJ godisnje (Cheng i sur., 2022), predstavljajuéi infinitezimalno ali znacajno
poveéanje temperature od prosje¢no 0.006°C u datom volumenu vode, s naglaskom da se
slojevi od 0 do 700 m zagrijavaju oko deset puta brze nego slojevi ispod 2000m. Takoder,
predvideno je da ¢e se do 2100. godine zagrijavanje ubrzati od 2 do 6 puta. Ovakve promjene
imaju drasti¢éne ucinke na smanjenje pH, podizanje razine mora zbog otapanja ledenjaka,
promjene morskih struja i ekosustava i opéenito uzev§ih promjena, poput naina zivota

gospodarskog djelovanja ljudi u maritimnim prodrué¢jima.

Klimatske promjene imat ¢e znacajan utjecaj na rast i opstanak morskih organizama i algi
prilikom ¢ega jedan od najvaznijih izazova je predvidanje i to¢no odredivanje odgovora algi na
klimatske promjene. Kako se klimatske promjene dogadaju kao niz dogadaja, promjene
okolisnih faktora kao S§to su temperatura, CO2, svjetlost i pH rezultiraju u fenotipskim
promjenama $to ukljucuju, biokemijske, fizioloske i morfoloske promjene ponasanja u
razli¢itim algama kroz aklimatizaciju, koje posljedi¢no dovode do genetskih promjen u svrhu
adaptacije na nove okolisne uvjete (Walther i sur., 2002; Merilla 2012; Williams i sur., 2015;
Poloczanska i sur., 2013). Alternativa evolucijskim prilagodbama na globalno zatopljenje jest
migracija vrsta koje u novoostvorenim uvjetima migriraju, s podru¢ja koja su vise zahvacena
globalnim zatopljenjem te su tako postala ekstremna za Zivot tih vrsta, u podrucja koja su sada
zbog porasta temperature postala pogodna za zivot istih, istiskujuéi tako autohtone vrste koje
se nisu prilagodile povecanim temperaturama (Miller i sur., 2017). Takoder, tropifikacija
oceana moze dovesti do promjena u kvaliteti vode i tla, Sto moZze pridonijeti Sirenju invazivnih
vrsta. Navedene promjene mogu izazvati razlog za zabrinutost, jer takvim migracijama dolazi i
do promjena u ljudskim djelatnostima kao Sto su poljoprivreda i ribarstvo, a posljedi¢no i u

ekonomiji jer dolazi do smjene lovljenih i uzgojenih vrsta (Ostberg S. i sur., 2018).



Buduci da se sve vise ,,stakleni¢kih plinova®, poput CO2i CHa, nakuplja u atmosferi, a prirodni
ih procesi ne mogu djelotvorn ukloniti, koli¢ina staklenickih plinova uzrokuje sve ¢esce i ostrije
toplinske valove (Baniwal i sur., 2004) s razornim u¢incima na bioraznolikost (Thomas i sur.,
2004), produktivnost ekosustava (Ciais i sur., 2005) zemlje i oceana (Asasian i sur., 2018). Za
razliku od kopnenih biljaka, vodeni ekosustavi ne pokazuju velike dnevne oscilacije
temperature u usporedbi s onima na kopnu. Zagrijavanje vodenih ekosustava posljedi¢no
dovodi do znacajnih promjene u biogeokemijskim ciklusima, dinamici, bioraznolikosti i
strukturi hranidbenog lanca (Harley i sur., 2006; Wrona i sur., 2006). U vodenim ekosustavima
alge igraju klju¢nu ulogu u vezivanju ugljika i pridonose hranidbenim mrezama kao primarni
proizvodaci (Sayre, 2010; Tsai i sur., 2015). Njihove uloge i distribucija pod utjecajem su
promjena u okoli$nim varijablama zbog globalnog zatopljenja (Beardall i Gavran, 2004; Bopp
i sur., 2005; Pavao, 2008; Olsenz, 2011; Sangma i Sultana, 2022).

S obzirom na promjenjive uvjete okolisa, alge Se mogu smatrati kvantitativnim bioindikatorima,
anjihovi bioloski odgovori mogu klasificirati u dvije vrste: 1) kratkoro¢ni odgovori na toplinski
Sok koji se izrazavaju na fizioloSkoj i biokemijskoj razini putem nastanka metabolita i proteina
toplinskg Soka (Heat shock proein(s)- Hsp) i traju od nekoliko minuta do nekoliko dana
(biomarkeri) i 2) dugorocni odgovori kao §to su stetna cvjetanja algi koji su ekstremni bioloski
dogadaji s negativnim utjecajem na ribarstvo, obalne ekosustave, javno zdravlje i obalno
gospodarstvo (Bellinger i sur., 2010).

Alge i kopnene biljke se moraju prilagoditi i uloziti vrijedne resurse u modifikaciju svog
metabolizma, kako bi sprijecile nadolazeca oStecenja toplinom, u procesu "pripremanja za
toplinu”, odnosno, u procesu stjecanja termotolerancije (Finka, A., 2012). Stecena
termotolerancija algi i kopnenih biljaka odnosi se na njihovu sposobnost, da nakon §to su se
pripremile na subletalne poviSene temperature, mogu prezivjeti izloZenost letalnim
temperaturama (Mittler i sur., 2012). Primjerice, kod alge Chlamydomonas prolazni toplinski
Sok na 35°C privremeno je zaustavio stani¢ni ciklus nakon cega je uslijedio djelomicni
oporavak stanica koji je bio karakterziran pojaCanom sintezom proteina ukljucenih u
anabolizam ugljikovih spojeva i poticanjem rasta, dok su na 40°C dioba i rast stanica bili
nepovratno poremeceni (Zhang i sur., 2022). Konstantna izlozenost povecanim temperaturama
u uvjetima globalnog zatopljenja moze dovesti do povecanja bazalne termotolerancije putem
nakupljanja korisnih genetskih mutacija Cija ekspresija u proteinima osigurava odvijanje
enzimskih reakcija na vi§im temperaturama od uobicajenih (Schaum i Collins, 2014; Kumar,
M. i sur., 2017; Morgan, 2020).



2. ODGOVOR NA TOPLINSKI SOK U BILJAKA

2.1. Fotosinteza i slobodni radikali kisika

Fotosinteza je proces putem kojeg se u prokariotskim modrozelenim algama i kloroplastima
eukariotskih biljaka, uz pomo¢ energije fotona pristiglih sa Sunca ugljikov dioksid 1 voda
prevode u glukozu i kisik. Kao nusprodukti ovog procesa, razvijaju se slobodni kisikovi radikali
(Reactive oxygen species-ROS) kao posljedica fotolize vode, poput superoksida (O%). ROS u
reakcijama s drugim molekulama u stanicama proizvode oksidativni stres koji uzrokuje
oStecenja stani¢nih struktura i time toplinski udar predstavlja paradigmu oksidativnog stresa
(Finka, A., Mittler, R., Goloubinof, P. 2012). Biljke imaju ugradene mehanizme za
neutralizaciju ROS. Na primjer, enzimi kao §to su superoksid dismutaza i katalaza mogu
razgraditi superoksid i vodikov peroksid u manje Stetne molekule kisika i vode. Biljke takoder
mogu proizvesti antioksidanse, poput askorbinske kiseline (vitamin C) i tokoferola (vitamin E),
koji neutraliziraju reaktivne vrste kisika i $tite stanice od oksidativnog stresa (Mittler, R. i sur.,

2004).

Budu¢i da razli¢iti metabolicki putevi ovise o enzimima koji imaju razli¢itu u¢inkovitost na
razli¢itim temperaturama toplinski stres moZe aktivirati ili inhibirati odredene metabolicke
putove i uzrokovati akumulaciju slobodnih kisikovih radikala, koji pokre¢u molekularne

mehanizme odgovora na toplinski stres (Mittler, R. i sur., 2004; Vasseur, F. i sur., 2011).

2.2. Molekularni mehanizmi odgovora na toplinski Sok

Odgovor na toplinski Sok (Heat Shock Response-HSR) je, evolucijski duboko oc¢uvan, skup
stani¢énih mehanizama koji se aktiviraju izlaganjem stanica razli¢itim oblicima stresa, poput
topline, oksidativnog stresa i izlaganja toksinima ili zracenju (Morimoto, 2011) s ciljem
ocuvanja stani¢ne proteostaze (Mittler i sur., 2012). Kod biljaka HSR posredovan je viSestrukim
signalnim molekularnim putevima, kojima upravlja odabrana grupa regulatornih proteina, a
pokrece ga jedan ili viSe temperaturnih senzora. Primarni dogadaj osjeta toplinskog stresa kod
biljaka dogada se na plazma membrani (PM) (Saidi, Y. I sur., 2009; Saidi, Y. i sur., 2010).
Kombinacijom elektrofiziologije, analize gena reportera i biokemijskih mjerenja Saidi, Y.,
(Saidi, Y. isur., 2009), dokazano je da se blaga povecanja temperature osjete na PM §to dovodi
do povecanja fluidnosti plazma membrane i otvaranja specificnih kalcijevih kanala koji
pokreéu priljev Ca?* u stanicu i aktiviraju HSR (Saidi, Y. i sur., 2010). Suzbijanje ovog puta
blokatorima kalcijevih kanala i kelatorima Ca?" uzrokuje smanjenje aktivacije odgovora na

toplinski udar, ukuzujué¢i da lipidna i proteinska komponenta PM, koji pokreée toplinski



inducirani priljev Ca?* sluzi kao jedan od primarnih toplinskih senzora u biljaka (Slika 1.)(Saidi,
Y. isur, 2009; Saidi, Y. isur., 2010; Finka, A. 2012; Ramot, D. i sur., 2008; Yao, J. i sur., 2011,
Xiao, B. i sur., 2011; Sokabe, T. i sur., 2008) Kalmodulin veze Ca?* i tako sudjeluje u prijenosu
signala toplinskog stresa (Zhang, W. i sur., 2009; Liu, H.T. i sur., 2008) i moze biti ukljuc¢en u
aktivaciju razlicitih transkripcijskih faktora kao §to su WRKY39 (Li, S. i sur. 2010) i ¢lanovi
obitelji HSF proteina (Liu, H.C. i sur., 2011). Osim toga, dotok Ca®" prema citosolu aktivira
nekoliko protein kinaza ovisnih o Ca?*(Calmodulin dependent protein kinase-CDPK), koje
zauzvrat mogu aktivirati viSestruke proteinske kinaze (Sangwan, V. i sur. 2002) ili enzim
NADPH oksidazu koji proizvodi slobodne kisikove radikale (Suzuki, N. i sur. 2011).
Kalmodulin, takoder, moze aktivirati protein kinazu koja veze Ca?*/ kalmodulin (CBK), koja
fosforilira HSFA 1a, ¢lana obitelji HSF (Liu, H.T. i sur. 2008), dok fosfataza PP7 defosforilira
HSFA1la (Reddy, A.S. isur. 2011). Kinaza ovisna o HSP90/FKBP (ROF1, takoder poznata kao
FKBP62, takoder moze posredovati u fosforilaciji HSF koja je rezultat vezanja kalcija na
kalmodulin (Meiri, D. i Breiman, A. 2009). Na transkripcijskoj razini faktor toplinskog Soka 1
(Heat shock factor 1-HSF1) glavni je regulator HSR-a (Morimoto, 2011). U uvjetima bez stresa,
HSF1 se odrzava u neaktivhom stanju kroz svoju povezanost s citoplazmatskim kompleksom
koji sadrzi proteine toplinskog Soka, kao Sto su Hsp70 i Hsp90 (Anckar i Sistonen, 2011).
Medutim, nakon izlaganja stresu, Hsp70/Hsp90 se odvajaju od HSF1, Sto dovodi do
premjestanja HSF-1 u jezgru, njegove trimerizacije te vezanja na promotorske elemente (Heat
shock elements-HSE) u HSP genima, $to dovodi do transkripcijske aktivacije koja rezultira
brzom sintezom Hsp-ova u citosolu, ukljucuju¢i Hsp70, Hsp90 i Hsp27, izmedu ostalih, koji
funkcioniraju kao molekularni $aperoni za zastitu stani¢nih proteina od denaturacije i agregacije

izazvane stresom (Morimoto, 2011).
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Slika 1. Aktivacija puteva za prijenos signala u odgovoru na toplinski stres; preuzeto
od Mittler i sur, 2012.




3. Podjela Hsp proteina

Istrazivanja provedena na zlijezdama slinovnicama vinske musice Drosophila melanogaster
pruzaju prve dokaze o povecanoj ekspresiji mRNA molekularnih Saperona induciranih
toplinom (F. M. Ritossa i S. Spiegelman 1965). Izraz "proteini toplinskog udara™ (HSPs) prvi
je put koristen za opisivanje proteina Drosophila melanogaster koji se masivno nakupljaju
tijekom toplinskog stresa (Tissieres i sur. 1974). Kada su podvrgnuti naglom porastu
temperature, prokarioti i eukarioti podjednako prerasporeduju svoje opce proteostatske
mehanizme za sintezu heterogene skupine kanonskih molekularnih Saperona koji su prvobitno
nazvani prema njihovoj molekularnoj tezini nakon elektroforeze denaturiranih proteina na
poliakrilamidnom gelu: Hsp100 (ClpB/A/C), Hsp90 (HtpG), Hsp70 (DnakK), Hsp60 (GroEL),
Hsp40 (DnaJ), mali Hsp-ovi (IbpA/B) i Hspl0 (GroES) (prokariotski protein u zagradama);
(Daniels 1 sur. 1984; Tissieres 1 sur. 1974; Kimpel i Key 1985). lako vecina transkripata koja je
pojacano eksprimirana u stanicama kao odgovor na toplinu ne kodira za molekularne $aperone,
najve¢i broj novostvorenin  mRNA kao posljedica toplotnog udara upravo pripada
molekularnim Saperonima (Finka A., Mattoo R., Goloubinoff P., 2011). Stoga je glavnina
sinteze proteina u uvjetima toplinskog stresa preusmjerena na sintezu molekularnih Saperona
(Mittler R., Finka A., Goloubinoff P., 2012). Molekularni Saperoni kontroliraju smatanje,
razmatanje, rastavljanje, ponovno smatanje, translokaciju, aktivaciju, inaktivaciju,
dezagregaciju i razgradnju proteina u stanici. S izuzetkom malih HSPa eksperimenti su pokazali
da procis¢eni Saperonski sustavi mogu vezivati i sprijeCiti agregaciju umjetno razmotanih
polipeptida i koristiti ATP za njihovo razdvajanje i smatanje u funkcionalne nativne proteine
(Goloubinoff, 1989). Desetljece kasnije pokazalo se da drugi Saperoni koriste hidrolizu ATP-a
za razmatanje i otapanje stabilnih proteinskih agregata, Sto dovodi do njihovog prirodnog
ponovnog smatanja (Goloubinoff, 1999). Saperoni Hsp70, Hsp104, Hsp 100 i 110, Hsp90,
Hsp60 i mali proteini toplinskog udara (small Hsp-s) predstavljaju glavne obitelji proteina koji
djeluju kao nanostrojevi sposobni pretvoriti nefunkcionalne pogresno smotane odnosno
toksi¢ne polipeptide, ili u bezopasne polipeptide razgradive proteazama, ili u bioloski aktivne
pravilno smotane proteinske strukture. Kroz proces razmatanja, Saperoni mogu ispravljati krivo
smotane trodimenzionalne proteinske strukture uz potrosnju ATP-a i tako kontrolirati kvalitetu

proteina u stanicama (Finka i sur., 2016).



3.1. Strukutura Hsp70

Hsp70 proteini dio su evolucijski o¢uvane superobitelji koja obuhvaca prokariotske DnaK i
eukariotske Hsp70 proteine iz kojih su jo$ dodatno evoluirali eukariotski Hsp110 proteini.
Klasifikacija multigenskih eukariotskih Hsp70 c¢lanova pociva na usporedbi Zzivotinjskih
genoma s glavnim izoformama, koje se nalaze u svim stani¢nim dijelovima: HSPA1A i HSPAS
u citosolu i jezgri, HSPA5 u endoplazmatskom retikulumu i HSPA9 u mitohondrijima
(Kampinga i sur. 2009). U ovoj termnologiji u biljkama ostaju nerazvrstani Hsp70 u
kloroplastima koji dijele znakovitu slicnost s HSPA9 ukazuju¢i na njihovo prokariotsko

porijeklo (Kampinga i sur. 2009).

Svi ¢lanovi obitelji Hsp70 imaju faktor izmjene nukleotida (Nucleotide binding domain-NBD)
(~40 kDa) i domenu za vezivanja supstrata (Substrate binding domain-SBD) (~25 kDa)
povezane pomocu kratkog povezivaca, “karike” (Slika 2.) (Bertelsen, E. B. 2009). NBD se
sastoji od dvije poddomene, 1 i Il, koje su dalje podijeljene u regije a i b. Poddomene la i lla
stupaju u interakciju s ATP-om putem “kazeta” za vezivanje nukleotida (Flaherty, K. M. i sur.
1990, Bork, P.; Sander, C.; Valencia, A. 1992). SBD se sastoji od 10 kDa pretezito helikalne
poddomene i 15 kDa B-sendviéa (Zhu, X. i sur. 1996).

Domena za vezanje ATP-a

Domena za
vezanje supstrata

Faktor izmjene
nukleotida

Slika 2.

Hsp70 se sastoji od domene vezanja nukleotida (NBD) od 45kDa, povezane s domenom vezanja
supstrata (SBD) od 30kDa kratkom, hidrofobnom “karikom”. SBD sadrzi B-sendvi¢ i1
helikoidnu domenu “poklopca”. Prikazana reprezentativna struktura je prokariotska DnaK u
kompleksu s ADP i peptidnim supstratom (izvor: PDB kod 2KHO).

3.2 Molekularni mehanizmi djelovanja Hsp70
Ciklus ATP-azne aktivnosti koja je vezana uz vezivanje ATPa u NBD dovodi do

konformacijske promjene Hsp70 proteina ¢ime dolazi do povecavanja afiniteta SBD prema
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proteinskim supstratima (Mayer i Bukau, 2005). Hidroliza ATP-a dovodi do oslobadanja ADP-
a i anorganskog fosfata (P1), $to pokrec¢e drugu konformacijsku promjenu koja smanjuje afinitet
SBD prema supstratu (Mayer 1 Bukau, 2005). Oslobadanje ADP-a omogucuje vezivanje ATP-
a i pokretanje novog ciklusa ATP-aze (Mayer i Bukau, 2005). Ovaj ATP-om upravljani
alostericki ciklus Hsp70 omoguéuje ponovno vezivanje i oslobadanje supstrata, $to rezultira

sprecavanjem agregacije proteina i poticanjem presavijanja proteina (Mayer 1 Bukau, 2005).

3.3 Funkcije Hsp70

Hsp70 je molekularni Saperon s viSestrukim funkcijama u stani¢noj proteostazi. Jedna od
njegovih primarnih uloga je u savijanju proteina, gdje pomaze u savijanju novosintetiziranih
proteina, kao i ponovnom savijanju denaturiranih ili pogresno savijenih proteina (Mayer i
Bukau, 2005). Tijekom sinteze proteina, Hsp70 stupa u interakciju s novonastalim
polipeptidnim lancima, sprje¢avaju¢i njihovu preuranjenu agregaciju i vode¢i ih na ispravan
put savijanja (Hartl i sur., 2011). U slu¢aju krivo presavijenih ili oste¢enih proteina, Hsp70
moze prepoznati 1 vezati se za izlozena hidrofobna podrucja, sprjeavajuci njithovu agregaciju
i poticuci njihovo ponovno savijanje u njihovu funkcionalnu konformaciju (Mayer i Bukau,
2005). Dodatno, Hsp70 moze djelovati zajedno s drugim Saperonima i ko-Saperonima kako bi
se olakSalo savijanje proteina u specificnim stanicnim odjeljcima, poput endoplazmatskog
retikuluma (ER) i mitohondrija (Hartl i sur., 2011). U ER-u, Hsp70 igra klju¢nu ulogu u kontroli
kvalitete proteina pomazuc¢i u savijanju novosintetiziranih proteina i sprjecavaju¢i njihovu
agregaciju (Mayer M.P. i Bukau B. 2005). U mitohondrijima, Hsp70 igra klju¢nu ulogu u uvozu
1 smatanju proteina. Pomaze u translokaciji proteina prekursora kroz mitohondrijske membrane
1 olakSava njihovo smatanje u njihovu funkcionalnu konformaciju. Hsp70 u mitohondrijima
takoder suraduje s drugim Saperonima, kao $to je Hsp60, kako bi se osiguralo ispravno smatanje
proteina unutar mitohondrijskog matriksa, gdje se odvijaju mnogi vitalni metabolicki procesi
(Voisine C. i sur. 1999).0sim savijanja proteina, Hsp70 takoder igra klju¢nu ulogu u razgradnji
proteina. Moze stupiti u interakciju s ubikvitiniranim proteinima, vode¢i ih do proteasoma za
razgradnju, proces poznat kao ubikvitin-proteasomski sustav (UPS) (Mayer i Bukau, 2005).
Stovise, Hsp70 ukljuden je i u proces autofagije, koji je odgovoran za razgradnju stani¢nih
komponenti lizosomskom razgradnjom (Hartl i sur., 2011).
Hsp70 takoder je ukljuen u razne stanicne procese izvan savijanja i razgradnje proteina.
Pokazalo se da je ukljucen u stani¢ne odgovore na stres, ukljucujuéi toplinski Sok, oksidativni

stres 1 oSte¢enje DNK, Stiteci stanice od oSte¢enja proteina podrzavajuéi prezivljavanje stanica

10



(Mayer i Bukau, 2005). Hsp70 takoder igra ulogu u stanicnom razvoju i diferencijaciji, kao i u
putovima prijenosa signala, moduliranjem aktivnosti signalnih proteina i transkripcijskih
faktora (Hartl i sur., 2011.). Dodatno, Hsp70 je uklju¢en u imunoloski odgovor, buduc¢i da moze
komunicirati s imunogenim peptidima i stabilizirati ih, olakSavaju¢i njihovu prezentaciju
imunoloskim stanicama za prepoznavanje i aktivaciju imunolo§kog sustava (Pratt i Toft, 2003).
Ove razliite funkcije Hsp70 isti¢u njegovu vaznost kao molekularnog Saperona te njegovu

kljucnu ulogu u raznim stani¢nim procesima.

Hsp70 proteini igraju klju¢ne uloge u zastiti stanica biljaka od: stresa (toplina i hladnoca),
odrZzavanju kvalitete proteina (ukljucujuéi enzime i proteine koji su ukljuceni u fotosintezu),
regulaciji rasta i razvoja te borbi protiv patogena. Ovaj Saperon pridonosi proteostazi, kontroli
kvalitete drugih proteina te za transport istih u normalnim i u stresnim uvjetima (Meimaridou,

E. i sur. 2009).

]

Unfolding

ATP

Free energy

Spontaneous
native refolding

Misfolded “A
substrate %

Native

Slika 3. Razmatanje i ponovno smatanje proteina asistirano putem Hsp70/40 (preuzeto od
Finka i sur., 2016).
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4. ALGE

Pojam alge oznaCava netaksonomski naziv za veliku skupinu jednostavnih fotosintetskih
organizama, koja varira od si¢u$nih jednostani¢nih mikroalgi do viSestani¢nih viSemetarskih
morskih trava. Alge su polifiletski organizmi, §to oznacava da se njihovo porijeklo ne moze
pratiti do jednog hipotetskog zajedni¢kog pretka (Reyes-Prieto, A. i sur. 2007). Cijanobakterije
su prvi fotosintetski prokariotski organizmi koji se smatraju precima kloroplasta eukariotskih
algi. Svi fotosintetski organizmi imaju klorofil-a koji apsorbira ljubicasto-plave i crvenkasto-
narancasto-crvene valne duljine, a reflektira zelene i Zuto-zelene valne duljine §to je Cesto
povezano sa staniStem u kojem obitavaju kao 1 o dubini vode u kojoj zive. Dodatni fotosintetski
pigmenti, ukljucujuci klorofil-b i beta-karoten, apsorbiraju energiju koju klorofil-a ne apsorbira
kako bi, u procesu fotosinteze, povecale koli¢inu svjetlosti koju mogu apsorbirati te ju koristiti
za sintezu organskih molekula u kloroplastima. Klorofil pokre¢e kemijsku reakciju samo kada
je povezan s proteinima ugradenim u tilakoidnim membranama kloroplasta (Falkowski i Raven,

2007.; Whitmarsh i Govindjee, 1995.; Taiz i Zeiger, 2010).

Primarna endosimbioza je proces u kojemu su se fagotrofski, heterotrofni eukarioti putem
endosimbioze spojili s fotosintetskim cijanobakterijama, i time stekli sposobnost fotosinteze.
Endosimbiotska teorija upucuje da je kroz nekoliko ciklusa endosimbioza izmedu
cijanobakterija i ranih protisticnih organizama dovela do nastanka prvog organizma koji sadzi
plastide prije vise od jedne milijarde godina. Takoreéi, primarnom endosimbiozom su
fotosintetske cijanobakterije postale primarni plastid eukariotskih organizama koji tada imaju
sposobnost fotosinteze. (Keeling, 2013). Genom plastida prosao je kroz evoluciju u algama i
kopnenim biljkama, Sto je rezultiralo gubitkom ili prijenosom gena u jezgru domacina,
zadrzavajuci tako mali broj gena unutar primarnog plastida, ukljucujucéi i gene koji su zasluzni
za fotosintezu. (Yoon, H.S. i sur. 2004). U procesu primarne endosimbioze nastale su tri skupine
algi koje imaju primarne plastide, tvore¢i glavnu skupinu autotrofnih eukariota, po imenu
Archaeplastida, a to su; zelene alge (Chlorophyta- klorofiti i druge kopnene biljke), crvene alge
(Rhodophyta- rodofiti) i Glaucophytes- glaukofiti (Keeling, P.J., 2005).

1.) Red crvenih algi, ili Rhodophyta je velika skupina koja se sastoji od oko 6000 vrsti,
uglavnom viSestani¢nih makroalgi.  Sastoji se od dva podroda; Rhodophytina i
Cyanidiophytina, sa sedam razreda (Yoon, H.S. i sur. 2006).
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Rhodophyta je evoluirala s plastidima koji nemaju pomoc¢ne pigmente klorofila, ve¢ sadrze
Klorofil-a, fikocijanin i fikoeriterin, tako da svjetlost hvataju fikobiliproteini, koji su ujedno i

zasluzni za njihovu crvenu boju (Glazer, A.N. 1997).

2.) Zelene alge nazivaju se Chlorophyta, a karakterizirane su prisutnos$¢u kloroplasta s dvije
membrane, naslaganih tilakoida i fotosintetskih pigmenata: klorofila-a i b (Tanaka, A. i Tanaka,
R. 2019). Kao rezervu polisaharida koriste molekule Skroba, koja se nalaze unutar plastida, Sto
je karakteristika sli¢na zelenim biljkama. Mutanti Chlamydomonas reinhardtii pokazali su
biosintezu Skroba slicnu Skrobu biosintetiziranom u endospermu kukuruza (Busi, M.V. i sur.
2014). Chlorophyceae sadrzi pet rodova: Chlamydomonadales, Chaetopeltidales,
Oedogoniales, Sphaerpleales i Chaetophorales (Lemieux, C. i sur. 2015). Pojavili su se prije
otprilike 470 milijuna godina, Sto oznacava jednu od najvaZznijih evolucija, prilagodivsi se svim
fotickim zonama planete Zemlje i utrvsi put evoluciji za druge oblike Zzivota (Domozych, D. i

sur. 2012).

3) Glaukofiti su skupina slatkovodnih mikroalgi koje sadrze plavozelene plastide koji se ¢esto
nazivaju cijanelima. U pet rodova glaukofita opisano je oko trinaest vrsta. Plastidi glaukofita
sliéni su cijanobakterijama, a razlikuju se od plastida drugih algi po tome $to imaju tanku
stijenku od peptidoglikana i sadrze samo fikobiline i klorofil-a (Jackson, C i sur. 2015).
Glaucophyte su slabo proucen rod vjerojatno zbog svoje rijetkosti u prirodi i ograni¢enog
staniSta. Genomski podaci i bolje razumijevanje filogenetskog polozaja glaukofita pruzit ¢e
vrijedan uvid u endosimbiotsko podrijetlo i evoluciju plastida u eukariota (Figueroa-Martinez,
F.isur. 2018).

Tijekom evolucije, dogodila se jos jedna, sekundarna endosimbioza, kada su drugi heterotrofni
eukarioti ,,progutali® crvene i zelene alge, Sto je rezultiralo nastankom mnogih drugih vrsta algi,
s tri ili etiri membrane sekundarnog plastida (Keeling, P.J., 2004). To je vidljivo iz prisutnosti
cetiri membrane koje omeduju plastide u klorarakniofitima, kriptomonadama, okrofitima 1
haptofitima, dok su dinoflagelati i euglenoidi vjerojatno izgubili jednu od ovih membrana, jer
ih posjeduju tri (Archibald, J. 2007), dok je ostatak jezgre endosimbionta (nucelomorf) prisutan
unutar Klorarakniofita i kriptofita (Burki, F. i sur. 2016).

Analiza molekularnih sekvenci genoma i transkriptoma sugerira postojanje osam redova
eukoriotskih algi. Dinophyta (dinoflagelati), Glaucophyta (glaukofiti), Cryptophyta
(kriptomonade), Euglenophyta (euglenoidi), Heterokontophyta (heterokonti), Haptophyta
(haptofiti), Rhodophyta (crvene alge) te Chlorophyta (zelene alge) (R. E. Lee 2008).
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Heterokonti su skupina algi koje ukljucuju dijatomeje, jednostani¢ne alge koje se uglavnom
nalaze u slatkovodnim i morskim okolinama. U heterokonte spadaju i smede alge (Phacophyta),
koje se razlikuju po prisutnosti pigmenta fukoksantina, koji je odgovoran za karakteristicnu
maslinasto-smedu boju po kojoj je ova skupina i dobila ime (Kadam S.U. i sur. 2013). Smede
alge su takoder, jedinstvene medu algama jer se nalaze samo u visestanicnom obliku (Cock
J.M. 2010.). U svijetu postoji oko 1500-2000 vrsta smedih algi (Hoek C. i sur. 1995). Neke
vrste, kao $to je Macrocystis pyrifera (divovska alga), igraju vaznu ulogu u ekosustavu, narastu
do 20, 1 viSe, metara i tvore podvodne Sume algi, bitna staniSta za razne riblje vrste (Foster M.S.
i Schiel D.R. 1985), te su ¢esto dio tradicionalne prehrane u azijskim zemljama, poput kelpa i
wakame. . Dijatomeje su vazne u ekosustavima jer proizvode velike koli¢ine kisika kroz

fotosintezu (Baweja, P. i Sahoo, D. 2015).

Dinoflagelati su jednostani¢ne alge koje imaju dva bica koja se vrte u suprotnim smjerovima,
Sto im daje prepoznatljiv izgled (Sournia 1995). Neke vrste dinoflagelata mogu uzrokovati
takozvanu crvenu plimu. Crvene plime ili $tetno cvjetanje algi rezultat su brzog rasta i
nakupljanja odredenih vrsta mikroskopskih algi, posebice dinoflagelata. Uz promjenu boje
vode, alge ankupljene na povrSini smanjuju dostupnu koli¢inu svjetlosti u vodenom tijelu, §to
vodi ka manjoj fotosintezi S§to zauzvrat ima posljedicu smanjenje produkcije kisika u tom
podrucju. Uz to, kasnije umiranje algi te njihova degradacija od strane bakterija troSe preostali
kisik te uzocno koli¢ina dostupnog kisika nastavlja padati, §to na kraju dovodi do pomora
organizama. Nadalje, neke vrste proizvode toksine koji mogu naskoditi morskom zivotu i
ljudima. Toksini koje proizvode dinoflagelati mogu se akumulirati u Skoljkama, $to moze
dovesti do trovanja ljudi $koljkasima (Zohdi E. i Abbaspour M., 2019).

Kriptomonade su jednostani¢ne alge koje se uglavnom nalaze u slatkovodnom okolisu. Imaju
karakteristi¢an oblik sa dvije vrste flagela, a neke vrste kriptomonada mogu biti heterotrofne
(Kim i sur., 2019).

Euglenofiti (Euglenophyta) su jednostani¢ne alge bicCarice, koje sadrzavaju u stanicama
isklju¢ivo zelene kloroplaste. Asimilacijom proizvode pored masti i naroCitu rezervnu tvar
sli¢énu Skrobu, tzv. paramylum. Umnazaju se opc¢enito samo uzduznom diobom. Obuhvacaju
samo jedan razred: euglenoficeje (Euglenophyceae), koji je rasprostranjen ve¢im dijelom u
slatkoj vodi, a samo manji broj vrsta zivi u moru (Van der Meer 2012). Neke vrste euglenoida

mogu biti heterotrofne.
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Haptofiti su skupina algi koje se ¢esto nalaze u slatkovodnim i morskim okolinama. Neke vrste
haptofita mogu biti heterotrofne, dok druge koriste fotosintezu (Chrétiennot-Dinet 1997). Vazni

su u ekosustavima jer su osnovna hrana za mnoge organizme, ukljucujuci ribe i plankton.
4.1. Filogenetska podjela algi

Primarna podjela algi temelji se na njihovoj pigmentaciji i stani¢noj strukturi (Ragan 1989.;
Yoon i sur., 2006). Prema ovoj podjeli, alge se dijele na tri glavne skupine: crvene alge, smede
alge i zelene alge. Crvene alge su jedna od najstarijih grupa algi i karakteriziraju se specifiénim
pigmentom fikobiliproteinom, koji im daje crvenu boju (Ragan 1989). Smede alge su takoder
jedno od najstarijih skupina algi, nastale su vjerojatno tijekom sekundarne endosimbioze
crvenih algi, a karakteriziraju se pigmentom fukoksantinom, $to im daje smedu boju (Silberfeld
i sur., 2010; Kimisur., 2011). Zelene alge karakteriziraju se pigmentom klorofilom, §to im daje
zelenu boju. Zelene alge se dalje dijele na dvije glavne linije: Chlorophyceae (klorofite) i
Charophyte iliti streptofite (Leliaert i sur., 2012; Lewis i McCourt, 2004). Unutar klade (grupe)
klorofita tri su dobro podrzane skupine: klorofiti, treboksiofiti i ulvofiti. Grupa harofita
(Charophyte) nekad zvana i Streptophyta sastoji se od najmanje pet malih, ali razli¢itih skupina
zelenih algi koje dovode do vrlo raznolikog klasa kopnenih biljaka (Fawley et al., 2000).

Sekundarna podjela algi se temelji se na njihovoj ultrastrukturi i molekularnoj filogeniji prema
kojoj se alge dijele na Sest glavnih skupina: Archaeplastida, Excavata, Stramenopiles,
Alveolates, Rhizaria, nazvanih ,,SAR®, naziv koji se danas koristi za tu supergrupu (Adl i sur.
2007), Amoebozoa i Opisthokonta (Adl i sur., 2012.; Adl i sur. 2007., Adl i sur 2005.,
Bhattacharya i sur., 2013). Skupina Excavata ukljucuje najcesce jednostani¢ne organizme koji
obavljaju fotosintezu npr. euglenoidi, dok skupina Rhizaria ukljucuje organizme koji se hrane
sitnim Cesticama iz vode. Skupina Amoebozoa ukljucuje organizme koji se kre¢u pomocu
pseudopodija, dok skupina Opisthokonta ukljucuje gljive i neke vrste algi (Adl i sur., 2012).
Filogenetska podjela algi takoder ima vazne posljedice za razumijevanje njihove ekologije i
fiziologije. Na primjer, crvene alge, koje su najstarija skupina algi, specijalizirane su za zivot u
dubokim vodama, gdje su izlozene jakom tlaku i nedostatku svjetla (Fama i sur., 2014). Smede
alge su prilagodene zivotu u hladnijim vodama (Miiller i sur., 2019), dok su zelene alge
najraznolikija skupina algi, koja se prilagodila razli¢itim uvjetima, od slatkovodnih jezera do
morskih obala (Trainor i sur., 2020). Istrazivanje filogenetskih odnosa izmedu vrsta otkrilo je
sestrinski odnos izmedu zelenih algi i crvenih algi s glaukofitima s po¢etnom vrijedno$¢u >
90% (Price, D.C. 2012).
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4.2. Nannochloropsis sp.

Mikroalge se mogu pronac¢i u gotovo svim stanistima na Zemlji, od polarnih podrucja do
ekvatora kao slobodno plutajuce ili rasti pricvrSéene za supstrate kao Sto su biljke 1 makroalge
(Smith i sur., 2016). Mikroalge imaju raznolik raspon oblika i veli¢ina, a najmanja je morska
zelena alga Ostreococcus tauri, s prosje¢nom veli¢inom stanica od 0,8 um (Palenik i sur.,
2003).

Nannochloropsis je rod jednostani¢nih planktonskih organizama koje pripadaju: supergrupi
Stramenopiles, redu Heterokontophyta/Ochrophyta, razredu Eustigmatophyceae i obitelji
Eustigmataceae. Nannochloropsis sp. gradene su od eliptoidnih ili cilindri¢nih stanicama,
stanica promjera 1,54 pum (Hibbert, 1980, Adl i sur. 2012). Sadrze zutozeleni kloroplast s
glavnim pigmentom Klorofilom te ksantofilima, violaksantinom i vaucheriaksantinom kao
dodatnim pigmentima (Lubian i sur., 2000). Spolno razmnozavanje nije izravno zabiljezeno, ali
genomski dokazi upucuju na njegovu prisutnost kod nekih vrsta (Pan 1 sur., 2011).
Nannochloropsis se javlja i u slatkovodnom i morskom okolisu. Trenutno se prepoznaje 5 vrsta
(Nannochloropsis australis, Nannochloropsis granulata, Nannochloropsis limnetica,
Nannochloropsis oceanica, Nannochloropsis oculata) jer su vrste Nannochloropsis salina i
Nannochloropsis graditana nedavno prebacene u rod Microchloropsis (Fawley i sur., 2015).

Slika 4. Nannochloropsis salina CCMP1776, izvor: Sveuciliste Wageningen UR, Nizozemska
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U smislu rasta i metabolizma, Nannochloropsis se smatra "miksotrofnim" organizmom, S$to
zna¢i da moze rasti koristeéi i fotosintezu i unos organskih tvari. To joj omoguéuje
napredovanje u uvjetima i okruzenjima u kojima bi se druge alge tesko opstale, buduci da se
moze prilagoditi promjenjivim uvjetima i preZivjeti u podruc¢jima sa slabim osvjetljenjem ili

niskim razinama hranjivih tvari (Kagan, M.L. i R.A. Matulka 2015).

Nannochloropsis se takoder moze uzgajati u velikim koli¢inama. Ovaj proces ukljuéuje uzgoj
mikroalgi u velikim, posebno dizajniranim bazenima ili jezercima, gdje se algama osigurava
potrebno svjetlo, hranjive tvari i drugi uvjeti za rast i razvoj u industrijskim razmjerima.
Takoder, odlikuje ih visoka produktivnost biomase i1 nakupljanje velike koli¢ine lipida,
ukljucujuéi visestruko nezasi¢ene masne kiseline, (omega-3 i omega-6), sto Nannochloropsis
¢ini posebno zanimljivim za potencijalnu komercijalnu primjenu, na primjer zbog: izvora
proteina u buducnost ishrane (L. Zanella, F. Vianello 2020), izvora vitamina (A. Ljubi¢ 2020),
raznih mogucih upotreba lipida (biogorivo, vitamini itd.),( Boyd CE. 1968), (Xiao-Nian Ma i
sur. 2016, T. Cai i sur. 2013), pigmente (L. M. Lubian 2000), tretiranje otpadnih voda (A.
Mohseni i sur. 2020., E. S. Sofiyah i W. K. Suryawan 2020), izvor proteina u akvakulturi (M.
Ashour i sur. 2018., 1. Freire i sur. 2016) i sl.
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5. MATERIJALI | METODE

Da bi se ustvrdilo postojanje HSP70 gena u Nannochloropsis salina CCMP1776, kao polazi$ni
Hsp70 uzeta je proteinska sekvenca DnaK (HSP70) iz E. coli iz baze podataka UniProt
(UniProt/).

Usporedivanjem sekvenci, programom BLASTP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

Americkog nacionalnog centra za bioitehni¢ke informacije (NCBI), bakterijska DnaK
usporedena je s bionformaticki predvidenim proteinskim sekvencama u genomu alge
Nannochloropsis salina CCMP1776, te je tako ustanovljen broj Hsp70 proteinskih sekvenci,

broj aminokiselinskih ostataka (duzina) pojedine sekvence Hsp70 i njihova sli¢nost.

Programom EXPASYy (https://web.expasy.org/compute_pi/) izracunata je izoelektri¢na tocka pl

i molarna masa (mW) svih sekvenci Hsp70 iz Nannochloropsis salina CCMP1776.

Programom TargetP (https://services.healthtech.dtu.dk/services/TargetP-2.0/) je predvidena

lokaliziranost hipotetskih proteina u stanicama Nannochloropsis salina CCMP1776.

Programom CLC Genomics ® usporedene su proteinske sekvence Hsp70  alge
Nannochloropsis salina CCMP1776 sa aminokiselinskim slijedovima Homo sapiens te
Arabidopsis thaliana, napravljeno poravnavanje proteinskih sekvenci te filogenetsko stablo

svih Hsp70/110 proteina iz gore navedenih organizama.

Programom ESPript (https://espript.ibcp.fr/ESPript/cqi-bin/ESPript.cgi) dobiveni su grafic¢ki

ispisi koristeni u izradi ovog rada.

Programi MS Office koriSteni su za potpunu tekstualnu, statisticku 1 graficku obradu podataka
u ovom radu, (Microsoft Office Professional Plus 2010, Version 14.0. 7128.5000).
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6. REZULTATI

6.1 Nannochloropsis salina CCMP1776 posjeduje deset Hsp70/110 sekvenci

Genom Nannochloropsis salina CCMP1776 ima veli¢inu genoma od 27,8 Mb

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/SDOX01?display=contigs&page=1). S ciljem

utvrdivanja bioinformaticki predvidenih proteinskih sekvenci HSP70/110 gena u
Nannochloropsis salina CCMP1776, proteinska sekvenca Hsp70 iz E. coli (DnaK) je
identificirana u bazi UniProt i usporedena s bioinformati¢ki predvidenim sekvencama
Nannochloropsis u NCBI bazi podataka putem BLAST bionformatickih alata. Deset utvrdenih
proteinskih sekvenci koje sadrze prosjecno 700 aminokiselinskih ostataka pokazalo je znacajnu
sli¢nost s DnaK uz podudaranje od 47% do 94% (Tablica 1.). Usporedbom sekvenci s
katalogiziranim ljudskim proteomom, nadeno je da sedam sekvenci pripada Hsp70 obitelji

gena, a tri sekvence pripadaju Hsp110 obitelji gena.

Molekularna i biokemijska svojstva deset HSP sekvenci odredena su racunanjem razli¢itih
parametara, putem bioinformatickih alata: BLASTP, ExPASy, pSORT, Target P (vidi
Materijale i metode) i prikazana su u tablici.

Putem ExPASy programa odredene su prosje¢ne molekularne tezine (Mw) aminokiselina u
pojedinim Hsp proteinima koje pokazuju vrlo uzak raspon od 105.6 do 109.9 g/mol, $to ukazuje

na prilicno konzervirane primarne sekvence proteina.

Prosjecni pl bio je relativno nizak, s rasponom od 4.51 do 6.57, §to ukazuje na razli¢itu
raspodjelu pojedinih Hsp70 proteina u endomembranskim odjeljcima stanica. Da bi bolje
utvrdili raspodjelu Hsp70 proteina u stanici, bioinformati¢kim putem svaka je Hsp70 sekvenca
analizirana putem programa (pSORT, BLAST, TargetP) i dobiveni rezultati ukazuju da su dva
Hsp70 i jedan Hsp110 protein potecijalno lokalizirani u citosolu/jezgri, dva u mitohondrijima,

dva u kloroplastima, te dva Hsp70 i jedan Hsp110 u endoplazmatskom retikulumu.

Posebna usporedba svake Hsp70 sekvence iz Nannochloropsisa s proteinskim sekvencama iz
uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) i ¢ovjeka (Homo sapiens) klasificirala je svaku sekvencu.
Kako se sli¢nost primarnih slijedova aminokiselina odrazava na sli¢nosti proteinskih struktura
za pretpostaviti je da ¢e slicne sekvence u Nannochloropsis i u Arabidopsisu imati istu funkciju

i stani¢nu lokalizaciju te stoga moze biti primjenjena ista nomenklatura za Hsp70 proteine.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/SDOX01?display=contigs&page=1

Kod gena | Kod gena | Broj amino- | Mw pl Prosjetna Mw | Predvidena stani¢na | A.thaliana H.sapiens
(GenBank) | (NS) kisellna u amino-kiselina lokalizacija Ortolozi, Ortolozi
Hsp70 u Hsp70 (TargetP) geni i stani¢na

i stani¢na | lokalizacija
lokalizacija

TFJ83334.1 | NSK_005398 | 663 72122 5.17 108.8 99% citosol HSP70-2 HSPA1A/8
AT5G02490 citosol
citosol/jezgra

TFJ87713.1 | NSK_001063 | 885 95510 5.00 107.9 99% citosol HSP70-14 HSPH3
AT1G79930 citosol
citosol/jezgra

TFJ83145.1 | NSK_005565 | 820 86610 5.15 105.6 80% signalni peptid HSP70-16 HSPH1
AT1G11660 citosol
citosol/jezgra

TFJ83252.1 | NSK_005414 | 476 50912 6.10 107.0 99% citosol HSC70-1 HSPA13
AT5G02500 | citosol, ER
citosol

TFJ83042.1 | NSK_005667 | 938 102452 5.30 109.2 99% signalni peptid HSP70-17 HYOU1
AT4G16660 ER
ER

TFJ80064.1 | NSK_008622 | 664 72974 4.80 109.9 99% signalni peptid HSP70-12 HSPAS5
AT5G42020 ER
ER

TFJ88644.1 | NSK_000213 | 685 73004 5.62 106.6 80% mitohondrij HSP70-10 HSPA9
AT5G09590 mitohondrij
mitohondrij

TFJ88236.1 | NSK_000587 | 539 58114 6.57 107.8 61% mitohondrij HSP70-9 HSPA9
AT4G37910 mitohondrij
mitohondrij/
citosol

TFJ88690.1 | NSK_000259 | 737 79811 5.26 108.3 89% signalni peptid HSP70-5 -
AT1G16030
plastid

TFJ84871.1 | NSK_003903 | 960 103330 451 107.6 99% signalni peptid HSP70-7 -
AT5G49910
plastid

Tablica 1. Tablica

prikazuje svojstva Nannochloropsis salina CCMP1776 , Homo sapiens te
Arabidopsis thaliana Hsp70/110 bioinformaticki predvidenih proteinskih sekvenci.
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6.2. Hsp70/110 u citosolu

Prema prije navedenim rezultatima, predvidena je citosolna lokalizacija jednog Hsp70 kojeg
smo ovdje zbog slinosti s proteinom iz Arabidopsis thaliana nazvali Nannochloropsis salina
CCMP1776 Hsp70-2 (NsHsp70-2) te dva Hsp110 proteina koji su po istom principu imenovani
NsHsp70-14 i NsHsp70-16 i opisani su u daljem tekstu. Potpuna kodiraju¢a nukleotidna
sekvenca NsHsp70-2 proteina sacinjena je od 1992 nukleotida (pristupni broj: TFJ83334.1)
koja odgovara proteinu od 663 aminokiseline (Slika 5.). Protein ima molekularnu masu od
72 kDa i teoretsku izoelektri¢nu toc¢ku (pl), od 5.17, kako predvidaju ExPASy alati (Tablica 1.).
Izvedena aminokiselinska sekvenca Hsp70-2 sadrzi domenu koja veze na sebe proteinski
supstrat (ostaci 9-88) i domenu koja veze ATP (ostaci 140-381, slika 5.). Stovise, niz
jedinstvenih ponovljenih motiva GG[X]P, u ovom slucaju GGMP (619-638), i citosolni motiv
specifican za Hsp70, EEID (ostaci 660-663), pronadeni su na karboksilnom kraju Hsp70.
Usporedbom s ljudskim Hsp70 Saperonskim sekvencama, utvrdena je slicnost s HSpALA i

HspAS8 proteinima $to ukazuje na postojanje citosolnog Hsp70.

Drugi predvideni citosolni Nannochloropsis salina CCMP1776 Hsp70-14 (pristupni broj:
TFJ87713.1) je clan Hspl10 obitelji Saperonskih proteina s kodiraju¢om nukleotidnom
sekvencom od 2658 nukleotida koji odgovaraju proteinu od 885 aminokiselina (Slika 6.).
Predvideni su molarna masa od 96 kDa te pl od 5.15. U slijedu aminokiselina, domena za
vezanje supstrata nalazi se od tre¢e do 82. aminokiseline, a nukleotidno vezno mjesto od 135.
do 391. Aminokiseline. NsHsp70-14 pokazuje izrazitu slicnost s ljudskim ortologom HspH3,

ukazujuci specijaliziranu funkciju Hsp110 proteina

Treéi predvideni citosolni Hsp70 jest NsHsp70-16 (pristupni broj: TFJ83145.1) ¢lan je Hsp110
obitelji Saperonskih proteina s kodiraju¢om nukleotidnom sekvencom sacinjenom od 2463
nukleotida koji odgovaraju proteinu od 820 aminokiselina (Slika 7.), predvidena molarna masa
iznosi 87 kDa i pl od 5.15. U lancu proteina, domena za vezanje supstrata nalazi se od 51. do
153. aminokiseline, a nukleotidno vezno mjesto od 199. do 500. aminokiseline u polipeptidnom
lancu. NsHsp70-16 pokazuje izrazitu sli¢nost S ljudskim ortologom HspHI, ukazujuci

specijaliziranu funkciju Hsp110 proteina.

Cetvrti predvideni Nannochloropsis salina CCMP1776 Hsc70-1 (pristupni broj: TFJ83252.1)
smjeSten u citosolu, ¢lan je Hsp70 obitelji Saperonskih proteina s kodiraju¢om nukleotidnom
sekvencom od 1431 nukleotida koji odgovaraju proteinu od 476 aminokiselina (Slika 8.).

Predvideni su molarna masa od 50.9 kDa te pI od 6.10. Predvideni su molarna masa koja iznosi
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73kDa i pl od 4.80. U lancu proteina, domena za vezanje supstrata nalazi se od 12. do 161.

aminokiseline, a nukleotidno vezno mjesto od 187. do 476. aminokiseline. Promatranjem ove

anomalije utvrdeno je da sekvencirana genomska DNA iz koje su navedene aminokiseline je

nakon toga prekinuta i ne moze se dalje utvrditi koliko nedostaje nukleotida (podatci nisu

prikazani).
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Slika 5. Prikaz kodirajuce i aminokiselinske sekvence Hsp70-2 proteina iz alge Nannochloropsis salina
CCMP1776; TFJ83334.1. LjubiCasta boja prikazuje SBD, tirkiznoplava NBD, sivo su oznaceni
specifi¢ni motivi koji su ukljuéeni za interakciju s drugim citosolnim proteinima.
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Slika 6. Prikaz kodirajuce i aminokiselinske sekvence Hsp70-14 proteina iz alge Nannochloropsis
salina CCMP1776; TFJ87713.1. Ljubicasta boja prikazuje SBD, tirkiznoplava NBD.
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gtattcgatttggaaggagagggtgaaagcagcgaggaggggggtgcccggagtgggaaa
vV ¥F DL E G E G E S S E E G G A R S G K
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Slika 7. Prikaz kodirajuce i aminokiselinske sekvence Hsp70-16 proteina iz alge Nannochloropsis
salina CCMP1776; TFJ83145.1. Ljubicasta boja prikazuje SBD, tirkiznoplava NBD.

atggcagcagttgggttcaaaggacggatcaacgtcgttggegtecgatctaggcacgacyg
M A A V G F K G R I N




II E A G R H P F AV V EHA S P F S G V
ggtttccaagtggcccectggccaggtcaacaaagcggtcatcgcagttcctgecaaatte
G F Q v.A P G OQ VN KAV I AV P A K F
acccctcggcaaaaacaggccacaggcgaagcatttaagcgecgecgggacttaaggtgatg
T P R Q K Q A T G E AV F KR AGTUL K V M
cgcgtgctggaagaacccacagcggcggccatcgectacggecctccaccagaaacccgac
R v L EE P T A A A I A Y G L H Q K P D
gttcaccacatcctggtctatgactttggggggggcacattggatgtgtccttgctctat
vV H H I L VYD F G G G T L D V S L L Y

gtgcacgagggcttcgtgacggtggaaggggtggatggggacgaccatttgggcggegec
V HE GF VTV E GV D G DD HTUL G G A
gactttgattactgcctggcaaaccatcttttggcaacatatggcgatatcacttecctce
D F DY C L A NUHULULA AT Y G D I T S S
gcctcgtecctectecctectectectectcagectectaccttcaccacttecctecaacaat
A S $S S sS S s S s s A ST F T T S S N N
ataaaaggaacgaaggaggtgatggcattcgaagacgaggaggatgagcagccatcttca
I K G T K E VMAUFEDEEDE Q P S S
ccctcgagttcttcgectctecatagetgectectegtacacecectectatccatecgecagag
P S s s S p L H S C S S YT L L S I A E
cacttaaaaaaacgcctttcaacagcggcttcctectectttttectgtegttegcaagge
H L K K R L S T A A S S S F S C R S Q G
ggcaccggatcccagagcgatttctttgtacaaaacataagcgtgageccgagatggettt
G T G S Q s b F F V Q N I S V S R D G F
gaaaaggcatgcaaagacgtgtttgcccgageccctttcteccecgttgaccgttgettggaa
E K A C K DV F AR AL S P V DR C L E

agcaatggaatgggacgggacgaaatagacgaagtggtgatggtaggggggacgaccaga
S NG M G R D E I DEV VMV G G T T R
atacccaaaataagagaaatgctgcgagcgcacttgaacgtggagagtttgaacacacac
I P K I R EM L R A H L N V E S L N T H
atagatccagacgtgacggtggcggtgggggcagcctgegtagtcgattaa
I b pPp DV TV AV GAATCV V D -

Slika 8. Prikaz kodirajuce i aminokiselinske sekvence Hsp70-1 proteina iz alge Nannochloropsis salina
CCMP1776; TFJ83252.1. Ljubicasta boja prikazuje SBD, a tirkiznoplava NBD.

6.3 Hsp70/110 u endoplazmatskom retikulumu

Prvi predvideni Nannochloropsis salina CCMP1776 Hsp70-17 (pristupni broj: TFJ83042.1)
smjesSten u endoplazmatskom retikulumu ¢lan je Hspl10 obitelji Saperonskih proteina s
kodiraju¢om nukleotidnom sekvencom sacinjenom od 2817 nukleotida koji odgovaraju
proteinu od 938 aminokiselina (Slika 9.). Predvideni su molarna masa koja iznosi 102kDa i pl
od 5.30. U lancu proteina, domena za vezanje supstrata nalazi se od 34. do 114. aminokiseline,
anukleotidno vezno mjesto od 165. do 427. aminokiseline, takoder je utvrden i specifi¢an motiv

EDEL.

Drugi predvideni Nannochloropsis salina CCMP1776 Hsp70-12 (pristupni broj: TFJ80064.1)
smjeSten u endoplazmatskom retikulumu ¢lan je Hsp70 obitelji Saperonskih proteina s
kodiraju¢om nukleotidnom sekvencom sacinjenom od 2817 nukleotida koji odgovaraju
proteinu od 664 aminokiseline (Slika 10.). Predvideni su molarna masa koja iznosi 73kDa i pl
od 4.80. U lancu proteina, domena za vezanje supstrata nalazi se od 36. do 117. aminokiseline,
a nukleotidno vezno mjesto od 199. do 500. aminokiseline, na kraju lanca je specifican motiv
DEEL.
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atgggggcggtggcgatgatcgggggcggtagaagaaacttacgggtgaccttcactttyg
M G A VA M I GG GRIRNILRV T F T L
ctcctgctaagcecttceccttgectctgecageecctagetggagtgattggtgttgacttggge
L L L S F L A S A A L A G

cccaccagggtctcgtacaacgagagtgeccggtggactggccatccaccatgacaaagaa
P T R V S Y NE S A G G L A I H H D K E
gcctccttectecctecggaggagettgtggcaatgatcttgacccacgectaaggacattace
A S F S S E E L VvV A M I L T H A K D I

=)

N I s T S F K V R P I
acggatattttgccctttggecgtcggecgeccgectecgaggaggcagtgectgaggaggag
T b I L P F GV G A R L EEAV P E E E
aaaggagggggagggttcctgggggcactagggttgaagaagaagaaggaggaagagaag
K G G G G F L G A L G L K K K K E E E K
gaagaggtcacggagaagtggcagcggcgcgccactatcectttgegeeccgggecacaagett
E E Vv T E K W Q R R A T I F A P G H K L
cgtagcaatcgcacaatctccttcaacacgtcaaaggacatcgccctcaacctgacctac
R $S N R T I s F N T S K D I A L N L T Y
gaagcctcggcgectctttcceccaggagecccageccaccatcecgetcectettecgacattecga
E A S A L F P P G A Q P T I A L F D I
ggcgtctcggagettgtgagggagcacggagccaagacgtcctaccctecccaaggtette
G v s E L VvV R E H G A K T S Y P P K V F
ctcaccttcgagctggatgcgtcggegetggtccacttggtgaaggecggaggetegtete
L T E L DA S A L V H L V K A E A R L
caggaggacgccccccctagccgcgaggcaggcgggaagacggaggcetececgtectgaagag
Q E DA P P S REAGGZ K TEA AP S E E
gaagacggcgagggcgagggtcagaaggaggccgaggtggaggaagagaaggaggcggag
E D G E G E G Q K E A E V E E E K E A E
gaggtgaaaaaggtggatgggcagaacgcgacagcagggaacagtactagcagcaacacc
E v K K v D G Q NA T A G N S T S S N T
acagctccggcgceccaccgaaacccatcgtccaccgaaaaatccteccgtgtgaccagecat
T A P A P P K P I V HR K I L R V T S
tacgaaggcttgcgtctccggeccgggaacggaggaggagaaggagagcagcaagcagaag
Yy E G L R L R P G T E E E K E S S K QO K
ctcgcggecgctgecgggecaaacgaccagctaaagagggaaaaagccgacgcacggaatage
L A A L R A ND O L K R E K A D A R N
ctggaggcgtacctctacgaggtcaagaacaagatgatggagcacgaggaggagctctce
L E A Y L Y E V KNI KMMEHE E E L
ctggtctcaaccgatgagcaacgcagcgcggtcecctggececcaagtggaggccaccgacgac
L vs T DbDE Q R S A V L A Q V E A T D D
tggatgtatgacgaaggccgggacgtggaggcctcagtgtacaaggagaggaccacccaa
W M Y D E G R DV E A S V Y K E R T T Q
gtccgtgecttggeccgtgecgattttecttgegeccaageccgaagggeccaggtggageecegt
V R AL AV P I F L R QA E G P G G A R
gctgcggcacttgaggcggcggtcaagaatgtggcagaggtccgggecctggtcaagege
A A AL E A AV KNV A E V R A L V K R
tggaacgtgaccatgccctggttgacggaggaagagaaggaatccctcecctcectecgaagec

9}
<

o

jan

w0

w0

27



W NV T M P W L T EEE K E S L L S E A
accgtggtcgagacctggctccaagagaaagaggcggctcaggctgccaaggagggacac
T v v E T W L Q E K E A A Q A A K E G H
gaggaacccgccttcctgtctattgacgtggccececccagectcaagaagatgaaagacatt
E E P A F L s I DV A P Q L K KMEK DI
gcacggcgcctgggceccgtaagecggeccctecteecceccteccectecccaagecttecgage
A R R L G R K P AP P P P P P P K P S S
aacaagacggacgagaacgccaccgccacgaacagcaccatgggggagggagggaaggag
N K T b E N A T A TN S T M G E G G K E
ggagaggtcgaggaaggattggagacggtaaacattaatgtagaagagggcgagggagca
G EV EE G L E TV N I NV E E G E G A
ggcggggaggaagacggagtagaggaggcggcgaaagcaggggaggatgagctgtaa
G G E ED GV EEAAIZ KA AGEDE L -

Slika 9. Prikaz kodiraju¢e i aminokiselinske sekvence Hsp70-17 proteina iz alge Nannochloropsis
salina CCMP1776; TFJ83042.1. Ljubicasta boja prikazuje SBD, tirkiznoplava NBD te Zuta boja

prikazuje specifican motiv za uvoz proteina u endoplazmatski retikulum

atgcagagagtacgaagctgggtcgcaggtgccctcgttaccgtaggectcatgatggee

M 9 RV R S WV A GATLV TV G L MMA
tcgtccttgggatctgtcaaageccgaggacgagecccctgggtaccgtgattggtategat
s S L G S V KA EDEUZPTUL G T

ctgctgccctacgeccgtggtgaacaagaatgacaageccccaggtggaggtggaagtgteg
L L P Y A V V N KND K P Q V E V E V S

ccaggtgatcgcaagcagttttctcctgaggaagtgtctgccatgatacttcagaagatg
P G DR K OQVF S P EEV S A M I L Q KM

cgctccatcgccgagacctatctcggecgaggacgtgaagcacgecgtggtgacggteccce
R S I A E T Y L

I LS G b T s G F T
caggacctgttgctgctagatgtgactcctctgtctcaaggaatcgaaactgtgggegga
o b L L. L L DV TP L S Q G I E T V G G
gtcatgaccaagctgatcacgcgcaacactgtcatccccaccaagaagtcccagacctte
v M T K L I T R N T V I P T K K S Q T F
tccacctaccaggacaaccagcccgcecgtcectcatccaagtgttcgagggecgagegetee
s T Yy ¢ b N Q P A V L I Q V F E G E R S
atgaccaaggacaaccacctcctgggcaagttcgagctgactggcatcccteecgetect
M T K D N HUL L G K F E L T G I P P A P
cgcggcgttcctcagattgaagtgacgtttgaaattgatgeccaacggcatcctgecaagtyg
R G v P QI EV T F E I DANGTI L Q V
tcggccgaggaccgaggcaccggcaagagcgagaagatcaccattacggcagagaagggce
S A E DR G T G K S E K I T I T A E K G
cgcctgtctcaggacgagattgagecgecatggtccgagaageccgaggaattecgecagacgag
R L s ¢ b E I ERMV R EAUZEE F A D E
gacaagaaggtgaaggaaaagatcgacgcgagaaatggtttggaatcttatctctacaac
b K K v K E K I DAURNGTILE S Y L Y N
ttgaaaaatactctggaagatgaagagaaaggacttgccgacaagctctctgecteccgac
L K N T L E D EE K G L A D K L S A S D
aagaaggaagtcgaagcgaccatcaatgaggccatggagtggctggaagacaatgcggac
K K E vV EA T I NEAMEWTUL E D N A D
gccgacacagaggagtacacgaagaaacagaaagaggttgagacgatcgtgaaccccatc
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A D T E E Y T K K Q K E V E T I V N P I
ctgaaggaggtataccagtctgcgggcgggcctcaaggcggcgeccgacgacagctegtat
L K E VY Q S A G G P Q G G A D D s s Y
gacgaggagctgtaa
D E E L -

Slika 10. Prikaz kodiraju¢e i aminokiselinske sekvence Hsp70-12 proteina iz alge Nannochloropsis
salina CCMP1776; TFJ80064.1. Ljubicasta boja prikazuje SBD, tirkiznoplava NBD te zuta boja
prikazuje specifi¢an motiv za interakciju s drugim proteinima

6.4 Mitohondrijski Hsp70

Prvi predvideni mitohondrijski Nannochloropsis salina CCMP1776 Hsp70-10 (pristupni broj:
TFJ88644.1) ¢lan je Hsp70 obitelji Saperonskih proteina s kodirajuéom nukleotidnom
sekvencom sacinjenom od 2058 nukleotida koji odgovaraju proteinu od 685 aminokiselina
(Slika 11.). Predvideni su molarna masa koja iznosi 73kDa i pI od 5.62. Proteinska sekvenca,
takoder, sadrzi tri karakteristicna HSP70 motiva : IIGIDLGTTN (aminokiselinski ostatci
izmedu 46.-55.), VFDLGGGTFDVSIL (234.-247.), te ostatci VLLVGGMTRMPKVQ
(izmedu ostataka 375. 1 388), predvidena programom ExPASy. U lancu proteina, domena za
vezanje supstrata nalazi se od 46. do 126. aminokiseline, a nukleotidno vezno mjesto od 175.

do 418. aminokiseline.

Drugi predvideni mitohondrijski Nannochloropsis salina CCMP1776 Hsp70-9 (pristupni broj:
TFJ88236.1) ¢lan je Hsp70 obitelji Saperonskih proteina s kodiraju¢om nukleotidnom
sekvencom sainjenom od 1620 nukleotida koji odgovaraju proteinu od 539 aminokiselina
(Slika 12.) Predvideni su molarna masa koja iznosi 58kDa i pl od 6.57. U lancu proteina,
domena za vezanje supstrata nalazi se od 135. do 217. aminokiseline, a nukleotidno vezno

mjesto od 269. do 535. aminokiseline. Presekvenca se nalazi od 46. do 61. aminokiseline.

atgttgtctcgttttacctcgtcggccaagggectttecgeccteggcaatgtteccgaate

ggcagccaggcgggagctgttcgcaacctgacacgaactggcgectgecgcaaaaggcacag

Q K A Q
aaggatttaggtgatattatcggcattgatttaggcacgacaaattcttgtgttgeccatc
K D L G D

vV K K L v P Y K I I K A D S
tcagaggacgcgtgggtggaggcgggagggaagcgcecctctcccecgtecgcaggtgggeteg
s E D A WV E A G G KR L S P S Q V G S
atggtgttgggcaagatgaaggagacggcggaaggatttctagggcggecccattaccaag
M VvV L G K M K E T AU E G VF L G R P I T K
gcggtagtcactgtgccagcgtatttcaacgactctcagcgacaagcgaccaaggatgece
AV V T V P A Y F N D S O R O A T K D A
ggacgcatagctgggctggacgtgcagaggatcatcaacgagcccacggcggcggcatta
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K GV NZPDEVVAMNGA AATILOQGEG UYL

cggggggacgtgaaggacgtgctgctcctggacgtgacccecgetcteccectgggecatecgag
R G DV K D VL L L DV T P L S L G I
acattgggcgggatgttcacgcggctgatcaatcgaaacacgacaattccgaccaaaaag
T L. G G M F T R L I N RN T T I P T K K
gggcaggtcttttctacggcggcagacaatcagtcccaggtgcaaatcaaggtgctgecaa
G Q vV F S T A A DN OQ S Q V 0 I K V L 0
ggagagcgggaactggccgcggacaacaagttgectgggttecttttgacttggtecggeatt
G E R E L A A DNK L L G S F D L V G
cctcccgeccctegeggecttcecccaaatcgacgtgaccttcgacatcgatgecagacgga
P P A P R G L P Q I DV T F D I D A D G
atcatgcacgtctcggcgaaggacaagggcacagggaaggaacaggccattgtcatccag
I M HV S A KD K G T G K E Q A I V I
tcgagtggtggcctgaacgaggatgagatccagaacatggtgaaggacgcggaggcgcac
s s 6 G L N E D ETI Q N MV KD A E A H
aaggcggcggacgaggagaggaagaagctgatagaggcccgaaatgaggccgattegtta
K AA DEEUR KK L I E A RN E A D S
gtctacagcaccgaaaaatctttgaccgaacatggcgcgaagctgagcgacgaagtcaag
vy S T E K S L T E H G A KL S D E V K
gatgagattcaaaacaccattgcagaagcaaagaaggcattggaaggggaggacgccgaa
D E I Q9 N T I A E A K K A L E G E D A E
ttgttgcaggagaaggtcaaggctttgcaacaagccgectttgaagatcggagaggeccatce
L L Q E K V KA L Q Q A A L K I G E A
tatggaaagggaggggcgggagcaggggggccgacgggggaaggtggcgaaggggcecaca
Y G K 6 G A G A GG P T GE G GE G A T
ggggcaggagacaaggagaatgtgcaggacgcagagttcaaagagaaagacgagggggcyg
G A G D K E NV Q DA E F K E K D E G A
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Slika 11. Prikaz kodiraju¢e i aminokiselinske sekvence Hsp70-10 proteina iz alge Nannochloropsis
salina CCMP1776; TFJ88644.1. Ljubicasta boja prikazuje SBD, tirkiznoplava NBD, a crvena boja
prikazuje presekvencu za mitohondrijski unos proteina.

atgcgggcagcgetttttttgtcccaaaaattgegtcatgctegectecactecgttget

ctctccaccgcetceecgtecgecaactategectttgectatgeccgagacacttegececege

agccgcccttgectgcatgaggecggectecctecggaccecggcaagatgegegacggtgette

cgtgcaacgtgccggaaggagaatcctgtgctcatcggtattggtatacttgtaggggeg

acacttgcccattacctagtgcgggcggcgcaacggatagccaaggcagacaagaagaag

A A Q R I A K A D K K K
agagaaggcaaagaggtcactgacgacgaggaggaggagagggatcacgaagaaagtgaa
R E G K E v T D D E E E E R D H E E S E
gggcgagaggaagcgggcgcgaacgtcaggcgtgaatttccggtecctgggactagacctg
F
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[T’o R Z L ¢ L A A Y E DKV R P 1 F
gccgtcgacgccagggaagggtetgtggacggggacctetetecgttggtecatgaggete
AV D AREG S VD GDUL S P L V M R L
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aagggggggcgagcactgacgcccctggaagcgagecgegegggttecttgaggagetegtg
K 6 G R AL T P L EA S ARV L E E L V
cagtccgcggagcacaaactgcacaccaccccaggtttcgecatcecctecgecagtceceectee
Q S A E H K L H T T P G F A I L A V P S

tacttcggggagggggcgaaacgtcaggcgctgaaggcggecgecgatgecgacgggtetyg
Yy F G E G A XK R 0 A L K A A A DA T G L

agcgttgggacggaggaggggcagggcgggggcctggeggtggtggaggatgeggtggea
s v G T EZEGOQG G G L AV V EDA AV A
accctggtctgcgecccactactcgggggececgtctecggacgaagaggecttcttecgggaag
T L v C A HY S G A V S D EE A F F G K

ccctggctggtgctggatgtggggggecctgaacgecgcaggectecggtggtggecatggac
P W L VvV L DV G G L NA Q A S V V A M D
cccgagcaggggcetgggcgtgecgggecaacaggacgacgtgggceggtgggcggggageag
P E QQ GL GV RANURTTWAV G G E Q
ctagacggggtgctggtgcagcacctgatctccgacttcaaggagaagcacggecggectg
L b GV L V Q H L I s D F K E K H G G L
gacttaggcacggactatctggcgctcgagecgecttgecatgaggcggecggaggcgagcaag
D L G T DY L ATLEIRULHEA AU AUE A S K
caggagctgagtctgagtccgtcatcgaccctgegtcteccecttcatcaccgecgaccac
Q EL S L s P S S T L R L P F I T A D H
cgggggccgaagcacctggacgcgaccgtatccagagececgecectggagegactagegetg
R G P K H L DATV S RAAULEIRTLA L
cctgtcttggaccagttgaaagcgcccgtggtggaggcattgegggecgtcgggggtgggt
P Vv L D Q L K A P V V EAULURA A S G V G

ctggagggcttgcaaggcgtgctgectggecggggggcagcaccegettgeccttecctgggg
L E G L. Q GV L L A G G S TURL P F L G

gaattcgtgcggagccggctcacactggggaaggtgagggtgctgagegtggaggatgta
E F VR S R L T L G K V RV L S V E D V
ccgcctgaggaggtggcggcggtgggegecggettattacgggecgacagetcecgtecgagtaa
P P E E V A AV G A A Y Y G R QUL V E -

6.5. Hsp70 u plastidima

Prvi predvideni Nannochloropsis salina CCMP1776 Hsp70-7 (pristupni broj: TFJ84871.1),
koji sadrzi signalnu presekvencu (12.- 31.) potrebnu za uvoz proteina u plastide (Slika 13.)je
¢lan Hsp70 obitelji Saperonskih proteina s kodiraju¢om nukleotidnom sekvencom od 2214

nukleotida koji odgovaraju proteinu od 737 aminokiselina.

Predvideni su molarna masa od 80 kDa te pl od 5.26. U lancu proteina, domena za vezanje
supstrata nalazi se od 95. do 175. aminokiseline, a nukleotidno vezno mjesto od 226. do 469.

aminokiseline.

Drugi predvideni polipeptid sa s plastidnom signalom sekvencom u Nannochloropsis salina
CCMP1776 Hsp70-7 (pristupni broj: TFJ84871.1) je ¢lan Hsp110 obitelji Saperonskih proteina
s kodiraju¢om nukleotidnom sekvencom od 2883 nukleotida koji odgovaraju proteinu od 960
aminokiselina (Slika 14). Predvideni su molarna masa od 103 kDa te pl od 4.51. U lancu
proteina, domena za vezanje supstrata nalazi se od 438. do 538. aminokiseline, a nukleotidno

vezno mjesto od 579. do 916. aminokiseline.
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atgcagagccttcgatccaaacaatgcctggaaaggcgattggectttttcttcacatca

ttgttgttgctgccagecgtetgtgtggectggtgtagtgggtggtgacaatggattectgg
vV v G G DN G F W
ggccttcccactcgaagagcctcccaagecgeccgtacatctgetcaggtgeccgetcac
G L P T R R A S Q A A R T S A Q V P A H
aaacaagcgacctgccgagcgaccacagtgcagcgactgecttgececcgtaccecgeggeggt
K ¢ AT CURATTV Q RL L ARTR G G
gccagcaatgataaggggaaagaagggaaaatccaaggaccgtgcatcggcattgacctg
S N D K G K E G K I Q G

pd
e}

D L K L V
tcgtacaaggtgacgaacaagggaggaaagcccgcagtggaggtgecgaatgaagggeggt
s Y K v T N K G G K P A V E V R M K G G
cccaaggtgttcacgcccgaagaaatctcggeccatggtecctgagcaagatgaaggagace
P K v ¥ T P E E I S A M V L S K M K E
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I L. S G A A A D A T K
gacatcgtgcttctggacgtggegeccttgtegttagggattgaaaccgtcgggggggte
p r v L. L. DV A P L S L G I E T V G G V
atgacgaagctggttgaacgtgggacgaccattccggcttgtaagaagcagattttcacc
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Slika 13. Prikaz kodiraju¢e i aminokiselinske sekvence Hsp70-5 proteina iz alge Nannochloropsis
salina CCMP1776; TFJ88690.1. Ljubicasta boja prikazuje SBD, tirkiznoplava NBD te jarko zelena
boja, koja predstavlja presekvencu za plastidni unos proteina.
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Slika 14. Prikaz kodiraju¢e i aminokiselinske sekvence Hsp70-7 proteina iz alge Nannochloropsis
salina CCMP1776; TFJ84871.1. Ljubicasta boja prikazuje SBD, a tirkiznoplava predstavlja NBD te
jarko zelena boja, koja predstavlja presekvencu za plastidni unos proteina.
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6.6 Poravnanje Hsp70 proteinskih sekvenci i filogenetska analiza

Analize sastava domena otkrile su da Hsp70 proteini sadrze dvije glavne domene, NBD i SBD
(Slika 15.). Poravnanje 10 slijedova NsHsp70 pokazalo je da su upravo to dvije
najkonzeraviranije regije unutar NsHsp70 aminokiselinskih nizova. Ovakvi konzervirani
slijedovi mogu posluziti za identifikaciju proteina algi iz drugih vrsta koji sadrze sli¢an stupanj
evolucijske konzervacije aminokiselina. Tako je, daljnjom usporedbom Hsp70 sekvenci iz N.
salina, A. thaliana i H. sapiens, ustanovljeno da postoji odredena evolucijska raznolikost
(podatci nisu prikazani) koja je iskoristena za stvaranje filogenetskog stabla pri ¢emu se vidjelo
odredeno grupiranje Hsp70 sekvenci (Slika 16). Hsp70 sekvence su ras¢lanjene po raspodjeli u
stani¢énim endomembranskim sustavima kao $to su mitohondriji, kloroplast, ER 1 citosol. Ovim
je utvrdeno da je evolucija NsHsp70 u ER i mitohondrijima vrlo konzervirana s obzirom da su
NsHsp70-12 NsHsp70-17 grupirane s ljudskim genima i onima iz A. thaliana u ER. Na sli¢an
nacin NsHsp70-10 je grupiran s mitohondrijskim Hsp70 iz drugih organizama ukljucujuéi 1
DnaK iz E. Coli, dok je drugi predvideni mitohondrijski protein NsHsp70-9 pokazivao
odredenu sli¢nost s ljudskim HspA 14 $to bi moglo ukazivati i na povezanost s drugim sustavima
kao §to su citosolni ribosomi. Nadalje od plastidnih sekvenci, NSHsp70-5 je viSe grupiran s ER
sekvencama, a NsHsp70-7 je evolucijski povezaniji s citosolnim NsHsp70-1, nego HsHspA13
ukazujuéi na direktnu duplikaciju gena i eventualnu specijalizaciju u stanici oba proteina . Od
predvidenih citosolnih NsHsp70 sekvenci. NsHsp70-2 je karakteristican za biljni svijet s
obzirom na grupiranje s sekvencama A. thaliana, dok su Ns Hsp110, NsHsp70-14 i NsHsp70-
16, grupirani s citosolnim sekvencama iz drugih organizama ukazuju¢i na zajednic¢ko

evolucijsko podrijetlo.
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Slikal5. Poravnanije slijeda aminokiselina u proteinskim lancima 10 NsHsp70/110 obitelji

gena.
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Slika 16. Kruzni kladogram Hsp70/110 obitelji gena iz Nannochloropsis salina, A. thalina te

Homo sapiens.
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7. RASPRAVA

Alge su, zbog svog brzog rasta, mogucnosti recikliranja i ponovnog koristenja iste vode u
uzgoju, zauzimanja male povrSine te velikog omjera proteina, cijene i kvalitete; usporedno s
drugim usjevima i izvorima proteina u buducénosti. ishrane (L. Zanella, F. Vianello 2020.),
izvora vitamina (A. Ljubi¢ 2020.), raznih moguéih upotreba lipida (biogorivo, vitamini itd.)
(Xiao-Nian Ma i sur. 2016., T. Cai i sur. 2013.), pigmenata (L. M. Lubian 2000.), tretiranje
otpadnih voda (A. Mohseni i sur. 2020., E. S. Sofiyah i W. K. Suryawan 2020.), te izvor proteina
u akvakulturi (M. Ashour i sur. 2018., I. Freire i sur. 2016.). Kolokvijalno nazvane fitoplankton
predstavljaju¢i oko 1% fotosintetske biomase na Zemlji, mikroalge su odgovorne za
proizvodnju preko 45% godiSnje primarne proizvodnje organske tvari i stoga analiza njihovog
genoma je od presudne vaznosti za shvacanje njihove prilagodbe na promjene okolisnih uvjeta
u slanim i slatkim vodenim ekosustavima (Falkowski i sur., 2004).

Veli¢ina genoma Nannochloropsis salina CCMP1776 od 27,8 Mb je usprediva s genomom iz
Nannochloropsis salina CCMP537 od 26,9 Mb (Wang i sur., 2014). Naime Nannochloropsis
salina CCMP1776 ima puno manji i kompaktniji genom od modelne alge Chlamydomonas koyji
je veli¢ine 121 Mb koji sadrzi devet Hsp70 gena (Merchant 1 sur.,2007). Uzevsi u obzir da svi
genomi sekvenciranih vrsta Nannochloropsis sadrze ukupno oko 38000 gena, razlike u veli¢ini
genoma u rasponu od 26,9 do 31.5 Mb otkrivaju posebne prilagodbe na okoliSne uvjete
odredene vrste (Wang i sur., 2014)

U ovom radu, detektirano je, klasificirano i analizirano putem bioinformatickih alata deset
proteinskih sekvenci superobitelji Hsp70/110 u Nannochloropsis salina CCMP1776 od ¢ega
Sest pripada eukariotskim Hsp70 ondosno prokariotskim DnaK podobiteljima proteina te Cetiri
sekvence pripadaju Hsp110 podobitelji proteina. Evolucijska analiza Hsp70 proteina iz crvene
alge Pyropia yezoensis (nori alga) pokazala je prisustvo 15 Hsp70/110 proteinskih sekvenci u
genomu velic¢ine 108 Mb 1 ne postoji korelacija izmedu broja Hsp70/110 sekvenci u ovom rodu
algi s veli¢inom genoma (Yu i sur., 2021). Kako je u Arabidopsisu 18 Hsp70/110 gena
rasporedeno unutar 150 Mb genomske DNA, to ukazuje da je strategija evolucije Hsp70
superobitelji gena razli¢ita kod razli¢itih organizama te da je duplikacija Hsp70 gena bila
ucestalija kod evolucijski naprednijih organizama (Bai-Ling Lin i sur., 2001.).

Po uzoru na nomenklaturu u Arabidopsis thaliana , na temelju sli¢nosti proteinskih sekvenci
Hsp70/100, imenovani su Hsp70 geni u Nannochloropsis salina (Berka i sur., 2022). Citosol,
TFJ83334.1 je zbog sli¢nosti s ortolognim AtHsp70-2 (AT5G02490) imenovan u NsHsp70-2,
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TFJ87713.1 je zbog sli¢nosti s ortolognim AtHsp70-14 (AT1G79930) imenovan u NsHsp70-
14, TFJ83145.1 je zbog iste nomenklature imenovan u NsHsp70-16, te je TFJ83252.1 zbog
slicnosti s AtHsc70-1 nazvao NsHsp70-1. Po istom principu, proteinske sekvence iz
endoplazmatskog retikuluma; TFJ83042.1 i TFJ80064.1 nazvane su NsHsp70-17, te NsHsp70-
12, mitohondrijski TFJ88644.1 nazvan je NsHsp70-10, a TFJ88236.1 je nazvan NsHsp70-9.
Takoder, plastidni TFJ88690.1 i TFJ84871.1, prema istoj nomenklaturi, nazvani su NsHsp70-
5 i NsHsp70-7. Poravnavanjem svih deset sljedova sekvenci pokazalo se kako su upravo SBD
i NBD najkonzerviranije regije unutar NsHsp70/110 aminokiselinskih nizova. Ovakvi
konzervirani slijedovi mogu posluziti za identifikaciju proteina algi iz drugih vrsta koji sadrze
slican stupanj evolucijske konzervacije aminokiselina. Naposlijetku, filogenetskom analizom i
uspostavom filogenetskog stabla izmedu Nannochloropsis salina, Arabidopsis thaliana te
Homo sapiens, pokazalo se da su proteini endoplasmatskog retikulima i mitohondrija sustava

grupirani te evolucijski konzervirani.
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8. ZAKLJUCAK

Otkri¢e novih sekvenci proteina Hsp70 iz Nannochloropsis salina CCMP1776 pruza vazne
uvide u evoluciju i prilagodbu ove jednostani¢ne vrste algi razli¢itim uvjetima okoliSa. Proteini
toplinskog Soka (Hsp) igraju klju¢nu ulogu u zastiti stanica od toplinskog Soka, a Hsp70 je jedan
od najvaznijih i najkonzervativnijih clanova ove proteinske obitelji.

Identifikacija novih sekvenci Hsp70 u NSCCMP1776 sugerira da je ova vrsta algi evoluirala
jedinstvene mehanizme za suocavanje s toplinskim stresom. To je posebno zanimljivo s
obzirom na to da NsSCCMP1776 uspijeva u ekstremnim uvjetima, uklju¢ujuéi visok salinitet i
temperaturne uvjete. Identifikacija novih sekvenci Hsp70 u N. salini moze pruziti uvide u to
kako se ova vrsta algi prilagodila tim ekstremnim uvjetima te pomo¢i istrazivanjima da
identificiraju nove strategije za poboljSanje otpornosti biljaka na toplinski stres.

Budu¢i da je obitelj proteina Hsp70 visoko konzervirana u razli¢itim organizmima,
identifikacija novih sekvenci Hsp70 u u NSCCMP1776 moze baciti novo svjetlo na evoluciju
proteina Hsp70 u razli¢itim vrstama. U daljnjim istrazivanjma potrebno je eksperimentalno
potvrditi koje su stvarne stani¢ne lokalizacije predvidenih Hsp70 sekvenci i koja je njihova
stani¢na ekspresija u stresnim uvjetima kako bi se u potpunosti karakterizirale funkcije i
mehanizmi Hsp70 proteina u NSCCMP1776 te kako bi se odredio njihov potencijal u primjeni

u biotehnologiji i poljoprivredi.
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