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IZRAZANJE TRANSFERINSKIH GENOV PRI POSTRVIH (Salmo sp.)
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IzraZanje transferinskih genov pri postrvih (Salmo sp.)

Druzina salmonidov zdruZzuje sladkovodne in anadromne
vrste rib. Za salmonide je znacilno, da imajo podvojene mnoge
lokuse v genomski DNA, nekatere kot posledica tetraploidiza-
cije genoma, druge kot posledica neodvisne podvojitve posa-
meznih regij DNA. Pri rodu Salmo so dokazali podvojenost
transferinskega gena pri atlantskem lososu, poto¢ni in soski
postrvi. Namen dela je bila karakterizacija promotorske regije
obeh genov (TF1, TF2) pri vseh treh vrstah in dolocitev raz-
merja v izrazanju TF1 in TF2 pri atlantskem lososu. S qPCR
smo dokazali, da se pri atlantskem lososu TF2 izraza Sestkrat
$ibkeje od TF1; predhodno je bilo dokazano, da je razlika v iz-
razanju obeh genov pri poto¢ni in soski postrvi $e ve¢ja. Dolo-
¢ili smo nukleotidno zaporedje razli¢éno dolgim promotorskim
regijam obeh razli¢ic gena pri treh vrstah. V promotorski regiji
smo nasli mikrosatelit, ki se razlikuje v dolzini tako med vr-
stami kot med genoma, in §tiri SNP, ki so opredeljevale TF1 in
TF2. Pri atlantskem lososu smo dolo¢ili zaporedje daljsega od-
seka promotorske regije. V promotorju gena za TF1 atlantskega
lososa se nahaja minisatelit, ki obsega 37 bp dolg motiv s preko
20 ponovitvami, medtem ko pri TF2 minisatelita ni. Pri analizi
potencialnih vezavnih mest smo pri vseh promotorskih regijah
nasli pomembne regije za izrazanje transferinskega gena.
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Transferrin gene expression in Salmo sp.

Salmonidae family combines freshwater and anadromous
fish species. Duplicates of numerous genomic DNA loci are
characteristic for this family, some as a consequence of tetra-
ploidisation, and others as independent doubling of discrete
DNA regions. In the genus Salmo, duplication of transferrin
gene in Atlantic salmon, brown and marble trout has been
demonstrated. The aim of the study was to characterize the
promoter region of both genes (TF1 and TF2) in all three spe-
cies and to determine the ratio of expression of TF1 and TF2
in Atlantic salmon. Applying qPCR we showed that TF2 is ex-
pressed in Atlantic salmon six times weaker than TF1. It has
been previously shown that the difference in the expression
of both genes in brown and marble trout is even higher. The
nucleotide sequence was determined for promoter regions of
both genes in all species. In promoter region, microsatellite was
found, which differs in length as well within species as between
TF1 and TF2 locus, and four SNPs that differentiate TF1 and
TF2. For Atlantic salmon, longer sequence of promoter region
was determined. In TF1 gene, promoter contains a minisatel-
lite, comprised of 37 bp long motif with over 20 replicates, while
in TF2 minisatellite is not present. Analyzing potential binding
sites in promoter region, functional elements for regulation of
transferrin gene expression were found.

Key words: fish; Atlantic salmon; brown trout; marble
trout; genetics; transferrin genes; gene expression; promoter
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1 UVOD

Druzina salmonidov (Salmonidae) zdruzuje sladko-
vodne in anadromne vrste rib, ki Zivijo v vodah severne
hemisfere in zajema veliko vrst, katerih predstavniki se
razlikujejo po videzu in nadinu zivljenja. Za predstavnike
druzine Salmonidae je znacilna tetraploidizacija, ki so ji
bile te ribe podvrzene pred 50-100 milijoni let (Phillips
& Oakley, 1997). Salmonidi imajo zaradi dvakrat vecje-
ga genoma dvakrat ve¢ kromosomskih rocic kot druge
ribe, iz ¢esar lahko sklepamo na njihov avtotetraploiden
izvor (Allendorf & Thorgaard, 1984). Ob tetraploidiza-
ciji salmonidov je prislo do pomnozevanja lastnega seta
kromosomov in tako naj bi imeli salmonidi po podvojitvi
okoli 96 kromosomov s prav toliko kromosomskimi ro-
¢icami (Ohno, 1970). Po tetraploidizaciji pa je prislo do
razli¢nih preureditev kromosomov, Robertsonovih tran-
slokacij, zaradi Cesar so se predstavniki poddruzin druzi-
ne Salmonidae tudi razli¢no razvijali. V genomu salmo-
nidnih rib se priblizno polovica genov $e vedno nahaja v
podvojeni obliki. Med podvojenimi je tudi transferinski
lokus pri rodu Salmo; podvojen transferinski lokus so
dokazali pri atlantskem lososu (Salmo salar) (Kvingedal
& Rorvik, 1993), potoc¢ni (S. trutta) in soski postrvi (S.
marmoratus) (Rozman in sod., 2008). Ker je Rozman
(2008) s fluorescentno in situ hibridizacijo (FISH) doka-
zala, da lezita oba transferinska gena blizu na istem kro-
mosomu, lahko sklepamo, da je prislo do podvojitve tega
gena neodvisno od podvojitve celotnega genoma (Ford,
2001).

Transferin je fiziolosko izredno pomembna belja-
kovina, ki veze zelezo in ga prenasa po krvi (Baker in
sod. 2003). Zelezo je velikokrat limitirajoce hranilo bak-
terij, zato je transferin povezan tudi z odpornostjo proti
okuzbam in kontrolo razvoja bakterij (Sun in sod., 2012;
Bullen in sod., 2006). Ima pomembno vlogo kot rastni
faktor, ki je potreben za proliferacijo normalnih in ma-
lignih celic (Barnes & Sato, 1980), in tudi pri imunskem
odzivu za pravilno delovanje limfocitov (Mainou-Fower
& Brock, 1985). Zaradi svoje funkcije je podvrzen razli¢-
nim selekcijskim pritiskom. Ford in sod. (1999) ter Roz-
man in sod. (2008) so pri transferinu dokazali delovanje
pozitivne selekcije, ki bi lahko omogocalo lazje prilaga-
janje na okolje in na potencialne infekcije s patogenimi
organizmi (Ellis, 2001; Lambert in sod., 2005b; Andersen
in sod., 2011). Do pozitivne selekcije bi lahko prislo zara-
di selekcijskega pritiska, ki ga povzrodajo patogene bak-
terije, ki preferen¢no vezejo Zelezo, vezano na transferin.
To je v skladu z dejstvom, da so beljakovine, vpletene v
obrambne mehanizme, pogosto podvrzene pozitivni se-
lekeiji, npr. laktoferin pri sesalcih (Liang & Jiang, 2010).
V nasprotju s salmonidi pa pri drugih vrstah niso nasli
dokazov za delovanje pozitivne selekcije na transferin-
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skih genih (Ford, 2001). Vzroke za pozitivno selekcijo, ki
poteka na transferinskem lokusu pri salmonidih, bi lahko
iskali v slabSem imunskem sistemu rib in anadromnem
okolju (Rozman, 2008).

Nukleotidno zaporedje cDNA transferinskega gena
je bilo pri salmonidih prvi¢ doloceno pri atlantskem lo-
sosu (Kvingedal & Rervik, 1993). Z dolo¢anjem nukleo-
tidnega zaporedja so v tej raziskavi odkrili dva tipa zapo-
redij, ki sta se razlikovala v treh nukleotidih in dodanem
tripletu, kar je vodilo do sprememb dveh aminokislin in
dodanega glicina. Varianti so poimenovali: transferin
tip 1 (TF1), varianto z dodanim glicinom pa transferin
tip 2 (TF2). Mesto teh sprememb se je, ob primerjavi s
transferinskimi geni drugih vretencarjev, ujemalo z re-
gijo nekonzerviranih aminokislin. Da sta bila to razli¢na
gena, ne alelni razli¢ici, so dokazali z dolo¢anjem nu-
kleotidnih zaporedij haploidnih embrijev, kjer sta bila v
genomski DNA prisotna oba tipa transferina. Do enakih
zaklju¢kov kot Kvingedal & Rervik (1993) so prisli tudi
Rozman in sod. (2008); pri F1 medvrstnih krizancih so
ugotovili $tiri razli¢cna nukleotidna zaporedja, s ¢imer
so dokazali, da nukleotidna zaporedja izvirajo iz dveh
razlicnih lokusov. Dolocili so devetnajst skupnih ami-
nokislinskih zamenjav med TF1 in TF2 pri obeh vrstah.
Pri TF1 soske in poto¢ne postrvi so vsa vezavna mesta
za zelezo konzervirana. Pri TF2 so mesta za vezavo Ze-
leza enaka pri soski in poto¢ni postrvi, se pa razlikujejo
od vezavnih mest pri TF1 (Rozman, 2008). Rozman in
sod. (2008) so ugotovili, da sta pri TF2 spremenjeni dve
aminokislini, ki sodelujeta pri vezavi Zeleza, kar bi po
mnenju avtorjev lahko kazalo na njegovo spremenjeno
ali zmanjsano funkcijo pri vezavi Zeleza.

Poleg potencialno razli¢ne vloge pri vezavi zeleza so
Rozman in sod. (2008) na osnovi treh vzorcev soske in
potoc¢ne postrvi s PCR v realnem ¢asu in s hibridizacijo
po Southernu ugotovili, da naj bi bila raven izrazanja TF2
izrazito niZja od TF1 in da sta oba gena v genomu priso-
tna v eni kopiji. Kvingedal & Rervik (1993) za atlantskega
lososa nasprotno trdita, da je mRNA obeh genov podob-
ne dolzine in da se obe varianti izrazata v enaki koli¢ini.

Kvingedal (1994) je dolocila potencialna vezavna
mesta za transkripcijske faktorje za gen za transferin
pri atlantskem lososu, ki bi lahko vplivala na stopnjo
izrazanja. Nukleotidno zaporedje v regiji —118 do +1 je
podobno kokosjemu, ¢loveskemu in mi$jemu transferin-
skemu promotorju in vsebuje zaporedja TATA, CCAAT
in ter CAAAC. Prisotna so vezavna mesta za naslednje
transkripcijske faktorje: AP-2, AP-3, Sp1, CF1, NF-IL6,
HNE-5, GCF in GATA-1. Za transferinski promotor pri
atlantskemu lososu je znacilna 24 bp ponovitev dinukle-
otidnega motiva CA (CA,,), ki se nahaja med pozicijama
—-187 in —164. V regiji med —1338 in —417 se nahaja mi-
nisatelit, ki naj bi obsegal 25 tandemskih ponovitev 37 bp
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dolgega motiva pri atlantskem lososu. Nukleotidno zapo-
redje promotorja so dolo¢ili tudi drugemu transferinske-
mu genu pri atlantskemu lososu (TF2) in ga primerjali s
TF1 v regiji med —383 in +80. Nadli so $tiri razlike: dve
substituciji, eno insercijo in razli¢no dolzino CA pono-
vitve.

Namen nade $tudije je bil prouciti izrazanje obeh
transferinskih genov (TF1 in TF2) pri atlantskem lososu
z metodo PCR v realnem ¢asu in dolo¢iti razlike v pro-
motorski regiji ter razlike med potencialnimi vezavnimi
mesti za transkripcijske faktorje med razli¢icama trans-
ferina pri atlantskem lososu, poto¢ni in so$ki postrvi in s
tem dopolniti manjkajocée znanje glede razlik v izrazanju
obeh genov in potencialnih vezavnih mest za transkrip-
cijske faktorje v promotorski regiji obeh transferinskih
genov pri treh vrstah salmonidnih rib iz rodu Salmo.

2 MATERIAL IN METODE
2.1 VZORCI IN IZOLACIJA NUKLEINSKIH KISLIN

V analizo promotorske regije transferinskega gena
smo vkljucili genomsko DNA potocne in soke postrvi
ter atlantskega lososa. Za analizo promotorske regije in
izrazanje obeh transferinskih genov pri atlantskem lo-
sosu smo poleg genomske DNA uporabili $e bakterijske
umetne kromosome z inserti transferinskega gena atlant-
skega lososa, ki so jih iz BAC knjiznice atlantskega lososa
izolirali v laboratoriju BACPAC Resources (Children’s

Hospital Oakland Research Institute, ZDA), ter tri vzorce
RNA, ki smo jih izolirali iz jeter atlantskega lososa.

Genomsko DNA smo izolirali z metodo izsoljeva-
nja (Miller in sod., 1988). Potoc¢ne in soske postrvi so
izvirale iz Slovenije, vzorci potoc¢ne postrvi iz Drave in
Resniskega potoka, vzorci soske postrvi pa iz Zadlasci-
ce. RNA smo izolirali po protokolu RNeasy lipid tissue
mini kit (Qiagen) po navodilih proizvajalca iz jeter treh
predstavnikov vrste atlantskega lososa, ki smo jih dobi-
li iz ribogojnice Alpenlachs v Gutensteinu pri Dunaju
(Avstrija). Tako pridobljenim trem vzorcem RNA smo
izmerili ¢istost in koncentracijo s spektrofotometrom
NanoDrop in integriteto z Bioanalizatorjem 2100 (Agi-
lent Technologies Inc., ZDA). Vzorce RNA smo za na-
daljnje delo shranili na —80 °C. Za izolacijo bakterijskih
umetnih kromosomov (BAC) z izbranim tarénim genom
smo uporabili standardne protokole za gojenje DH10 E.
coli celic in Qiagen Large Construct kit.

2.2 VERIZNA REAKCIJA POMNOZEVANJA S
POLIMERAZO (PCR)

V veriznih reakcijah pomnozZevanja s polimerazo
(PCR) smo uporabili razli¢ne pare zacetnih oligonukle-
otidov, ki so nam omogocili pomnoZevanje razli¢nih fra-
gmentov DNA (preglednica 1).

Standardna 20 puL PCR reakcija je poleg vode
(ddH,0) vsebovala 0,5 uM posameznega zacetnega oli-
gonukleotida, 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCI2, 1X PCR
pufer, 0,5 enote Tag DNA polimeraze (Fermentas) in

Preglednica 1: Nukleotidna zaporedja zacetnih oligonukleotidov, uporabljenih v reakcijah PCR

Table 1: Nucleotide sequences of primers used in PCRs

Ime zacetnega oligonukleotida

Nukleotidno zaporedje (5’-3’)

Mesto prileganja

TF-prom2F TTGCCTGAACTACACATTGCT Promotor
TF-prom2R TCCATGCGTAATTATCTTTGC

TFprom_pre_repeatF GATCTAACCACTAGGCTACCTGC Promotor
TFprom_repeatF ACTAGGCTACCTGCCTTGTGG

TFprom_repeatR CAAGTGTTTGCATAGTCATC

TFprom_prerepeatF CTTAGGAACAGCGGGTTAAGT Promotor
TFprom_prerepeatR GCCCATAGTTTGTTTAGGGTTTC

TFex5/7.2-F CCATCTCTGAATAACTCCATGC 5 ekson
TFex5/7.2-R GTCCTTGCGGCTGACCAC 7 ekson
TFex5/7A-F CCAGTCTCCTTTTACCCCTACT TF1, 5 intron
TFex5/7b-R TCCAGTGAGTACCAGTCTCCTTT 7 ekson
TFex5/7-R CTTGACGGCCACCAGTTT

TFcDNAgen-F CAAGGAGCCCTACTATGACCACGC TF1, 5 ekson
TFcDNApg-F CCAGTCTCTTCCTACCCCTCCT TF2, 5 intron
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50 ng genomske oz. BAC DNA. Reakcije so potekale v
cikli¢cnem termostatu (Applied Biosystems 2720 Thermal
Cycler) z naslednjim profilom: zacetni denaturaciji DNA
(3 minute pri 94 °C) je sledilo 35 ciklov s profilom 45 s
denaturacije pri 94 °C, 20 s prileganja pri 60 °C in 40 s
podaljsevanja pri 72 °C. Reakcije smo zakljucili z dvema
minutama podaljSevanja pri 72 °C ter ohladili na 4 °C.

2.3 DOLOCANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA
PO SANGERJEVI METODI

Produkte PCR smo precistili s pomocjo ExoSAP
(Affimetrix) encimske mesSanice, s katero smo z encim-
sko razgradnjo odstranili nezazelene dNTP-je in zacetne
oligonukleotide iz PCR produktov. O¢i$¢enim produk-
tom PCR smo nukleotidno zaporedje dolo¢ili z uporabo
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) po navodilih proizvajalca. Fluorescen¢no
oznacene fragmente smo analizirali na kapilarni elektro-
forezi Genetic analizer 3130 (Applied Biosistems). Nu-
kleotidno zaporedje promotorja vzorca BAC Salmo salar
239J4 so doloc¢ili v podjetju Macrogen Inc, Seul, Koreja.

Nukleotidna zaporedja smo uredili s programom
Chromas, primerjavo med sekvencami pa izvedli s po-
mocjo programa Mega 4 (Tamura in sod. 2007).

2.4 ANALIZA PROMOTORSKE REGIJE TRANS-
FERINSKEGA GENA

Promotorsko regijo transferinskih lokusov pri vseh
proucevanih vrstah (atlantski losos, poto¢na in soska
postrv) in dveh razli¢nih BAC klonih, za katere je bilo
znano, da vkljucujeta le po en transferinski lokus (Roz-
man in sod., 2008), smo pomnozili s petimi pari zacetnih
oligonukleotidov (preglednica 1). Prec¢i§¢enim produk-
tom PCR dveh BAC klonov smo dolo¢ili nukleotidno
zaporedje, produkte iz genomske DNA pa smo klonirali
po standardnem protokolu z uporabo Clone JET PCR
Cloning Kit (Thermo Scientific), da bi pridobili zapored-
ja posameznih promotorskih regij genov za TF1 in TF2.

2.5 ISKANJE VEZAVNIH MEST TRANSKRIPCI-
JSKIH FAKTORJEV

Na osnovi nukleotidnih zaporedij fragmentov pro-
motorske regije DNA TF1 in TF2 soske in poto¢ne po-
strvi ter atlantskega lososa smo s pomocjo programske
opreme Genomatix (Matinspector, 2013), ki je prosto do-
stopna na spletu, dolo¢ili moZzna vezavna mesta za tran-
skripcijske faktorje (TR-F).
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2.6 ANALIZA IZRAZANJA TRANSFERINSKEGA
GENA PRI ATLANTSKEM LOSOSU

Celokupno RNA, izolirano iz jeter atlantskega loso-
sa, smo tretirali z encimom deoksiribonukleazo (DNaza,
DNA RQI RNase-Free DNase, Promega) po navodilih
proizvajalca. RNA smo nato prepisali v cDNA z enci-
mom M-MuLV reverzno transkriptazo po protokolu
proizvajalca (Fermentas).

Na podlagi novih nukleotidnih zaporedij za obe
kopiji gena pri atlantskem lososu smo dolo¢ili specifi¢ni
Taq Man sondj, ki sta prilegali v podrocju Sestega in sed-
mega eksona, in se razlikovali na treh mestih, glede na to,
ali lezita na TF1 ali TF2. Kot matrico smo uporabili tri
vzorce cDNA atlantskega lososa, ki smo jih red¢ili 1/16,
1/64 in 1/256. Vse tri vzorce smo analizirali v treh pono-
vitvah in $tirih red¢itvah. Reakcijska mes$anica 10 pL je
vsebovala 5 pL "Universal Master Mix" (Applied Byosis-
tems); 0,5 uL mes$anice zacetnih oligonukleotidov in son-
de, 2 pL vzorca in 2,5 uL ddH,O. Reakcije so potekale v
cikliénem termostatu, ki omogoca detekcijo fluorescen-
ce, ViiA Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
pod standardnimi pogoji.

Podatke smo obdelali s programom Applied Biosy-
stems ViiA 7 Software. S programom Excel 2007 (Micro-
soft Office) smo izracunali povpre¢ja Ct-povprecja
triplikatov dolocenega vzorca in preverili uc¢inkovitost
pomnozevanja (E = efficiency). Rezultate relativne kvan-
tifikacije podajamo kot razmerja med tarénim in refe-
ren¢nim pomnozkom v istem in v razli¢nih vzorcih. Do-
lo¢ili smo jih iz razlik v Ct vrednostih z metodo relativne
standardne krivulje (Real Time PCR Handbook, 2003).

3 REZULTATI

3.1 ANALIZA PROMOTORSKE REGIJE TRANS-
FERINSKEGA GENA

Na podlagi znanega zaporedja promotorske regije
TF1 pri atlantskem lososu (Kvingedal, 1994) in z dolo¢i-
tvijo zacetnih oligonukleotidov smo uspe$no pomnozili
priblizno 500 baznih parov dolg odsek promotorske regi-
je pri predstavnikih rodu Salmo (poto¢na in soska postrv
ter atlantski losos). Ta del promotorske regije smo uspe-
$no pomnozili tudi pri BAC klonih, ki so vsebovali bodisi
TF1 ali TF2 ter tako pridobili obe nukleotidni zaporedji
transferinskega gena pri atlantskem lososu. Pri soski in
potocni postrvi pa smo do enakega rezultata prisli s po-
mocjo kloniranja PCR produktov. Fragment je obsegal
regijo med —348 v promotorski regiji ter +77 od start
mesta. Vse promotorske regije transferinskega gena, ki
smo jih pridobili, so vsebovale mikrosatelit s tandemski-
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>TFL(58122) CATTGCTCAACATTTTGATTAGTGATGATGAC TATGC TGCAAACACTTGTAGAT TGGAAGAC TGCTT TGAAA
=TF2 (175920 CATTGC TCAACATTTTGATTAGTGATGATGAC TATGC TGCAAACAC TTGTAGATTGGAAGAC TGC TTTGAAA

>TF1({58122) TAACAGTTGAAAAACATGAGATATTGC TTAATGTAGGACTATTTATTTTGTGAATTTCCATTATGTGGAAATGTCT
>TF2(175920) TAACAGT TGAAAAAC ATGAGATATTGC TTAATGTAGGACTATTTATTTTGTGAAT T TCCATTATGTGGAAATGTCT

=TF1(58122) G"E CTOAGTACACACAAA - ———————mm——— CCACACACACACAGGGAGTGAGT GCGCGCCCACCOCGOCT
=TF2 (175920 GAATTC TGAGTACACAC AAAACCACACAC ACAC ACACACACAC ACAGGGAGTGAGC GCGCGCCCACCCCGCCT
] (e e e o R R R R R AR AR R R e a e n e R

>TF2(175920) ATGAACAATTAAACG

CATGTAACATATTGGGAAACCCTAAACAAACTATG

R e R R R T S

TCTTTTCAGCTAAGTCAGCC

EER-R-R-R-d R bR b R b2 L-f-2-5 2

=TF1({58122) ATGAACAATTAAACG%@ECATGTAACATATTGGGAAACCCTAAACAAACTATGa@ETCIIIICAGCTAAGTCAGCC

>TF1(58122) CACCATGGhCCCCAGCCTATTﬁTTGGIIIICTATAﬁthCChGAGTTGCCTTCTﬁﬁAACGGCCﬂiCIIIIICACTC
G

=>TF2 (175020 ) CACCATGGACCCCAGCC TATTAT TGGT T T TC TATAAAAGCCAGAGTTGCC TTCTAAAACGGCC

=>TF2(175920) CGGGAATTGT TGACATGGAGALC

AGAACATGAAACTGCTTCTCGTCTCAGCGCTGLT

=TF1(58122) CGGGAATTGTTGA%@%GGAGACiiEEAGAACATGAAACTGCTTCTCCTCTCAGCGCTGCT
E g .

Slika 1: Nukleotidno zaporedje promotorske regije TF1 in TF2 atlantskega lososa, pomnoZeno s TFprom2R in TEprom2F zacletniki.

Oznacena so mesta, kjer sta se zaporedji razlikovali.

Figure 1: The promotor region nucleotide sequence of the Atlantic salmon TF1 and TF2, amplified with primers TFprom2R and TF-

prom2F. Polymorphic positions are marked.

mi ponovitvami (CA)_priblizno 160 baznih parov pred
startnim kodonom.

Pri atlantskemu lososu (BAC) smo uspeli dolociti
nukleotidno zaporedje fragmentu dolgemu 427 bp pri
TF1 in 438 bp pri TF2. Zaporedji sta se razlikovali v $e-
stih nukleotidnih zamenjavah. Pri TF1 je bilo v mikro-
satelitu $est CA ponovitev, pri TF2 pa dvanajst (slika 1).

BAC klonu s TF1 smo s 'primer-walking' metodo
in TFprom2F kot prvim zacetnim oligonukleotidom po-
skusali dolo¢iti daljse nukleotidno zaporedje promotorja,
ki bi segalo preko dolge repetitivne regije oz. minisatelita.
Ta repetitivna regija se nahaja od startnega mesta —416
dalje in obsega 37 baznih parov dolg motiv. Zaradi pona-
vljajocih se nukleotidnih motivov dolo¢itev nukleotidne-
ga zaporedja ni bila mogoca dlje od mesta —1298, in sicer
le do $tiriindvajsete ponovitve motiva (slika 2).

Za dolocitev nukleotidnega zaporedja promotorske
regije smo klonirali produkte PCR pomnozitev. Priso-
tnost insertov promotorske regije transferinskega gena
smo preverili na 53 klonih soske postrvi in 21 klonih
potocne postrvi. Nukleotidno zaporedje smo dolocili 24
klonom.

Pri vzorcih soske postrvi smo dobili dve razli¢ni
nukleotidni zaporedji, ki sta se razlikovali v $estih to¢k-
ovnih polimorfizmih. Ob primerjavi teh dveh sekvenc s
sekvencami atlantskega lososa smo ugotovili, da ena pri-
pada razli¢ici TF1 in druga razlic¢ici TF2. Poleg tockovnih
polimorfizmov so se te sekvence razlikovale tudi v $tevilu
CA ponovitev v mikrosatelitu, glede na to smo pri vsaki
TF-razlidici opazili dve razli¢ni dolzini inserta (dva ale-

la): pri TF1 8 oz. 16 ponovitev; pri TF2 pa 8 ponovitev oz.
21 ponovitev (preglednica 2).

Pri poto¢ni postrvi se razli¢ici TF1 in TF2 razlikuje-
ta v inserciji A na zacetku fragmenta, $tirih nukleotidnih
zamenjavah in v ponovitvi CA.

Mozna vezavna mesta za transkripcijske faktorje
na promotorski regiji transferinskega gena smo iskali s
pomocjo programa MatInspector (2013) in ro¢no do-
lo¢ili potencialno pomembne transkripcijske faktorje
ter dolocili razlike med razli¢cicama genov TF1 in TF2.
V primeru atlantskega lososa smo opazili najve¢ razlik
v regiji —556 in —463, tu so prisotna dodatna potenci-
alna vezavna mesta pri TF2: IRFF (2x), GATA, MEF2,
NR2F, SF1F in TALE, ter okoli mesta —220: SMAD, STAT
in NR2E. Zadnja tri vezavna mesta so bila prisotna tudi
pri TF2 soske in potoc¢ne postrvi. Okoli zacetka prepi-
sa sta prisotni dve zamenjavi nukleotidov pri TF2 vseh
vrst in tam je program identificiral tri dodatna potenci-
alna vezavna mesta pri TF1 in sicer za HEAT, MYBL IN
CIZE, pri TF2 pa naj bi se tam vezal APIR. Pri poto¢ni
postrvi je v tej regiji $e eno potencialno vezavno mesto
za BARB pri TF2. V regiji okoli mesta —92 smo nadli za-
poredja, ki se razlikujejo v treh nukleotidih in sicer je pri
vecini zaporedje CCT, pri TF1 poto¢ne postrvi in enemu
klonu TF1 soske postrvi je TCT, pri drugem klonu so-
$ke postrvi TF1 in pri TF2 soske postrvi pa TTC. V tej
regiji imata klona soske postrvi (po en primerek TF1 in
en TF2) dodatno vezavno mesto za HEAT, ostali, torej
atlantski losos in poto¢na postrv (oba TF1 in TF2) ter po
en primerek TF1 in TF2 soske postrvi vezavno mesto za
FKHD. Oba sta znana kot elementa vecjega kompleksa
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Slika 2: Nukleotidno zaporedje promotorske regije TF1 atlantskega lososa, dobljeno s pomocjo ‘primer-walking' metode in krajsega
zaporedja TF1, dobljenega z zacetniki TFprom2R in F. Na zgornjem delu slike je razviden del z minisatelitom, kjer so oznaceni posa-
mezni nukleotidi, ki se v posameznih tandemskih ponovitvah razlikujejo.

Figure 2: The nucleotide sequence of the Atlantic salmon TF1 promoter region obtained by the primer-walking method and the shorter
sequence of TF1 obtained using primers TFprom2R and F. In the upper portion of the figure a mini-satellite is shown with marked

polymorphic sites detected between tandem repeats.

transkripcijskih faktorjev v povezavi z faktorjem CEBP,
torej CEBP + FKHD ter CEBP + HEAT. Potencialna
vezavna mesta za transkripcijske faktorje, ki jih je nasel
program MatInspector, so grafi¢no predstavljena (slika 3
in 4). Vse vrste pri obeh razli¢icah gena v promotorski
regiji vsebujejo vezavna mesta za transkripcijske faktorje
CEBP, IRFE NFKB in STAT.

Na podlagi omenjenega programa in navedb na
tem spletnem portalu so za gen za transferin pri zebricah
(Danio rerio) pomembni naslednji transkripcijski faktor-
ji: CEBP, IRFE, NFKB in STAT. Le-te smo nasli s pomo-
¢jo programov pri vseh analiziranih vrstah (poto¢ni in
so$ki postrvi ter atlantskemu lososu) pri obeh razli¢icah
transferinskega gena. V delu promotorske regije, za ka-
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tero smo dolo¢ili nukleotidno zaporedje, smo za faktor
CEBP nadli $tiri potencialna vezavna mesta. Za faktorja
NFKB in STAT smo nasli po eno vezavno mesto pri vseh
osebkih ter pri vseh TF2 Se posebno vezavno mesto za
STAT_NFKB; za faktor IRFF smo nasli $e dodatni dve
vezavni mesti v promotorju za TF2. Vse to kaze na priso-
tnost dodatnih vezavnih mest za transkripcijske faktorje
pri TF2 transferinskem genu pri poto¢ni in so$ki postrvi
ter pri atlantskemu lososu.

V okolici mest —65 in —81 smo pri vseh vrstah in
obeh razlic¢icah gena poleg CEBP vezavnega zaporedja v
regijah PRI in PRII nasli tudi vezavno mesto za HNF-
4. Obe regiji naj bi igrali pomembno vlogo pri izrazanju
¢loveskega gena za transferin (Schaeffer in sod., 1993).
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Preglednica 2: Primerjava dobljenih nukleotidnih zaporedij promotorske regije in skupnih razlik pri atlantskemu lososu (BAC-i; TF1

in TF2), soski postrvi ter potocni postrvi

Table 2: Comparison of promoter region nucleotide sequences and total differences in Atlantic salmon (BACs, TF1 and TF2), marble

trout and brown trout

CA (od
-160 -95 do
-224 208 dalje) -152 -117 -91 =79 —42 +1 +4 +30 +40 +62
Losos TF1 G / 6 A G CCCT C G G A T C C
Losos TF2 T A 12 C A CCCT G C A G A G G
Soska TF1, alel 1 G A 8 C G CTTC C C G A T C C
Soska TFI, alel 2 G A 16 C G CTCT C C G A T C G
Soska TF2, alel 1 T A 21 C G CCCT C C A G T C G
Soska TF2, alel 2 T A 8 C G CTTC C C A G T C G
Poto¢na TF1 G A 13 C G CTCT C C G A T C G
Potoc¢na TF2 T A 15 C G CCCT C C A G T G G
LOSOS I1F1,
Contig
LososTr2
SoZka TF2
ss1
Sogka TF2
13
Soska TF1
s52

Sogka TF1
10

Potoéna TF2

[L_) potoénaTF1

1000 bp 1100 tp 1200 bz 1200 bp 1400 bp
Watrix families:
M OSINRE M OSNTEN W OSPTBP W OSTF2r W OSVTEP W O5¥TBP B VSABDE W VSAHRR B VSAFTF W VSAPIR
H vsa=2F W vsemer W V3aRID M vsaTB® M viBAR3 W vsecoF W VsBcLe B ¥SBRAC B vSBANS W VIBRNF
M vseTer B VSCAAT B VSCART B VsCcOX: W vsces> W vicHrE W vscHRF M vsciz= M vsclox W vscrar
W VSCAFR VSCRFN W vsoTeR M VSN XF B VSDuRT W VsDmF 10 SRR W vsFRDX W VSFaRF W VSFRFF
B VSETSF VSEVI1 VSFAST VSFKHD M VSGATA VSGLIF VSGREF W vsGZF1 W VSHAML [ VSHAND
B VSHASF M VSH30X W VSHEAT W VSHES® B VSHNFI B VHNFS W VSHOMF W VSHCKC B VSHOXF W VSHOXH
W vsHa~ B VSItRS W VSIRFF M VIRXF B VIKLFS M VsLErr W VL W V3MALr W vsherz Vs -
B v3MOKF M v3nYBL W vaurron B VI o vamzF1 B V3NBFE B VSNDPK I VINEUR B VINFAT I VaNFKB
B vsnoe B VSNOH B vshR2F VSNRS® Vs0az= V30CT1 B VSOSRF | vsovoL B vsPEF B VSPARF

VSPAX1 VSFAX2 VSPAX3 VSPAXS M VSPAX3 W VEPAX9 W VSPAXK W VSPDX1 B VSPERO W VsPLZF
W VSP0F B VSFJRA W VSRBFF M \SRORA M VsRFSS W ViRUSH W VSRXRF M vssaL2 W VSSFIF M VSSMAD
B vsSuaP B VSSORY W vssPiF B VSSRE3 W VSSRFF B VISTAF M VSSTAT W VSSTEM B VSTALE I VSTEAF
B VST-AP B Vvsx38F VS“BXF YSYYIF W vszrot W vszFoz M VszFo3 W vSZF3 VSZFIF VSZFHX

Slika 3: Potencialna vezavna mesta transkripcijskih faktorjev v promotorski regiji, ki smo jih dolocili s pomocjo programa MatIn-
spector pri atlantskem lososu, soski in potocni postrvi. Oznaceno je tudi mesto zacetka prepisa, kjer se TF1 in TF2 razlikujeta v dveh
nukleotidnih zamenjavah pri vseh vrstah, kar vodi do razli¢nih vezavnih mest. Barvna slika je dosegljiva na http://ojs.aas.bf.uni-lj.si/

index.php/AAS/article/view/588/308.

Figure 3: Potential transcription factor binding sites in the promoter region, determined using the MatInspector program for Atlan-
tic salmon, marble trout and brown trout. Transcription initiation site where two nucleotide differences between TF1 and TF2 were
detected, is marked. The colour figure is available at http://ojs.aas.bf.uni-lj.si/index.php/AAS/article/view/588/308.

3.2 ANALIZA IZRAZAN]A TRANSFERINSKEGA
GENA PRI Salmo salar

Med petim eksonom in sedmim intronom smo
dolo¢ili zaporedje TF1 in TF2 pri atlantskem lososu. S
pomocjo znane sekvence mRNA pri tej vrsti (Kvingedal,
1994) smo lahko natan¢no dolo¢ili lego eksonov in in-
tronov, ter dolo¢ili kodirajo¢o regijo z najve¢ razlikami.

Sondo smo nato postavili na mejo med $estim in sedmim
eksonom:

TF1 TagMan sonda CAAGCCCCTGGCTGTACCT-GCCGCAGA
ekson 6 ekson 7
TF2 TagMan sonda CAATCCCCTGGCTGTGCCT-GCCCCAGA

Izra¢unali smo razliko v izrazanju genov z uporabo
relativne kvantifikacije in metode standardne krivulje. Za
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HNF-5 )
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AGCCAGAGTTGCCTTCTAAAACGGCCTACTTTT TCACTCCGGGAATTGT TGACTTGGAGACTTCGAGAACATGAAACTGCTTCTCCTCTCAGCGCTGLT
MGCCAGAGTTGCCTTCTAAAACGACCTGCTTTT TCACTCCGGGAATTGT TGACATGGAGAC T TGGAGAACATGAAACTGCTTCTCGTCTCAGCGLTGLT
MGCCAGAGTTGCCTTCTAAAACGGCCTACT T T T TCACTCCGGGAATTGT TGAC T TGGAGAC T TCGAGAACATGAAACTGCTTCTCCTCTCAGCGLTGLT
AGCCAGAGTTGCCTTCTAAAACGGCCTACTTTT TCACTCCGGGAATTGT TGACTTGGAGACT TCGAGAACATGAAACTGCTTCTCGTCTCAGCGCTGLT
MGCCAGAGT TGCCTTCTAAAACGACCTGCTTTT TCACTCCGGGAATTGT TGACTTGGAGAC T TCGAGAACATGAAACTGCTTCTCGTCTCAGCGCTGLT
AGCCAGAGT TGCCTTCTAAAACGACCTGCTTTT TCACTCCGGGAATTGT TGAC T TGGAGAC T TCGAGAACATGAAACTGCTTCTCGTCTCAGCGLTGLT
MGCCAGAGTTGCCTTCTAAAACGGCCTACT T T T TCACTCCGGGAATTGT TGAC TTGGAGAC T TGGAGAACATGAAACTGCTTCTCGTCTCAGCGCTGCT
AGCCAGAGT TGCCTTCTAAAACGACCTGCTTTT TCACTCCGGGAATTGT TGACT TGGAGAC T TGGAGAACATGAAACTGCTTCTCGTCTCAGCGCTGLT

A d el e
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Slika 4: Primerjava dobljenih nukleotidnih zaporedij potocne, soske postrvi in atlantskega lososa. Oznacene so regije, ki veZejo
pomembnejse transkripcijske faktorje (¢rno, Brunel in sod., 1988) ter potencialna vezavna mesta zanje, ki jih je dolocila Kvingedal
(1994). Pri slednji, kjer so ob imenih faktorjev zvezdice, so se nasa dobljena zaporedja za TF1 pri atlantskem lososu razlikovala od
njenih zaporedij. Barvna slika je dosegljiva na http://ojs.aas.bf.uni-lj.si/index.php/AAS/article/view/588/308.

Figure 4: Comparison of the promoter region nucleotide sequences in brown trout, marble trout and Atlantic salmon. The regions that
bind major transcription factors (black, Brunel et al., 1988) and their potential binding sites determined by Kvingedal (1994) are indi-
cated. In the latter, region marked with star denotes newly obtained sequences for TF1 in Atlantic salmon differing from nucleotide se-
quences described in Kvingedal (1994). The colour figure is available at http://ojs.aas.bf.uni-lj.si/index.php/AAS/article/view/588/308.

vsak vzorec smo izracunali logaritemsko $tevilo kopij, ki
je predstavljalo oceno koli¢ine pomnozenih produktov.
Pri izra¢unu $tevila kopij smo pri genu TF2 upostevali
standardno krivuljo gena TF1 ter oba gena primerjali
med sabo. Pri prvem vzorcu je bilo pri genu TF1 6,33
krat ve¢ kopij, pri drugem 6,01 krat ve¢ ter pri tretjem
vzorcu 6,61 vec kopij. V povpredju je bilo pri genu TF1
6,32 £ 0,299 ve¢ produktov pomnozevanja kot pri genu
TF2.

4 RAZPRAVA

4.1 PODVOJENOST TRANSFERINSKEGA LOKUSA
PRI Salmo sp.

Nasi rezultati so v skladu z opazanji drugih razisko-
valcev (Rozman in sod., 2008; Kvingedal & Rervik, 1993;
Antunes in sod., 2006; Andersen in sod., 2011), ki so po-
roc¢ali o podvojenosti transferinskega lokusa prilososu in
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postrvi. Transferin je zadolzen za prenos Zzeleza, shranje-
vanje in uporabo v presnovnih procesih, kot so sinteza
DNA, prenos kisika in elektronov, rast celic in uravnava-
nje delovanja imunskega sistema. Pomembno je povezan
z odpornostjo proti okuzbam in kontrolo razvoja bakterij
(Sun in sod., 2012; Bullen in sod., 2006; Woo & Ardelli,
2014). Povecanje izrazanja transferina kot tudi podvoje-
nost gena, ki doprinasa dodatne koli¢ine tega produkta,
pomeni za organizem torej dodatno imunolosko zas¢ito,
boljsi imunski odziv ter s tem evolucijsko prednost.

Podvojen gen lahko Ze takoj po podvojitvi postane
transkripcijsko neaktiven ali postopoma preide v psevdo-
gen, ki se ne izraza ali pa nima funkcije. Relativno mla-
de psevdogene prepoznamo po njihovem nukleotidnem
zaporedju, ki se ne razlikuje veliko od gena, iz katerega
izhajajo (Zhang, 2003). Ob primerjavi nukleotidnih za-
poredij TF1 in TF2 pri postrvih opazimo le malo razlik,
zato predpostavljamo, da se zaradi selekcijskega pritiska
od podvojitve dalje pri TF2 mutacije ne kopicijo prosto
in ga zato ne moremo tretirati kot psevdogen.
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4.2 1ZRAZANJE TRANSFERINSKIH GENOV PRI
Salmo sp.

Do sedaj sta bili znani le dve razli¢ni Studiji, ki pre-
ulujeta izrazanje genov TF1 in TF2 pri postrvih. Studija
na atlantskem lososu (Kvingedal & Rervik, 1993) je po-
kazala enako izrazanje obeh genov, $tudija na soski in
potoc¢ni postrvi (Rozman in sod., 2008) pa je pokazala,
da se je TF1 pri vseh analiziranih vzorcih postrvi izrazal
mocneje kot TF2. Prav tako smo do enakega rezultata
prisli z naso raziskavo pri atlantskem lososu. S PCR v
realnem ¢asu smo namre¢ pokazali, da je produkta po-
mnozevanja gena TF1 v povprecju Sestkrat vec kot pro-
dukta gena TF2. Pri raziskavi na poto¢ni in soski postrvi
so ugotovili precej vecje razlike v izrazanju med TF1 in
TF2 (preko 100 krat; Rozman in sod., 2008), ve¢ja pa so
bila tudi odstopanja ob primerjavi vzorcev. Odstopanja
so lahko posledica razli¢nih okolij, iz katerih so izhajali
vzorci, in razli¢ne starosti, saj lahko zunanji dejavniki
vplivajo na razli¢no ekspresijo. Pri nasem poskusu takih
razlik ni bilo; vsi vzorci so bili iz istega okolja, odvzeti
hkrati enako starim osebkom.

Rozman in sod. (2008) so dokazali, da sta pri TF2
spremenjeni dve aminokislini, ki sodelujeta pri veza-
vi Zeleza, kar potencialno nakazuje spremenjeno oz.
zmanjsano vlogo te razlicice pri vezavi Zeleza. Vendar
pa hkrati poudarja, da se bralni okvir do sedaj preuce-
vanih transferinskih cDNA TF1 in TF2 pri postrvih in
atlantskemu lososu ni bistveno spremenil (Rozman in
sod., 2008; Kvingedal in sod., 1993). Kvingedal (1994) je
odkrila le minimalne razlike v promotorski regiji med
TF1 in TF2. V nadi raziskavi smo prisli do podobnih
rezultatov na osnovi razli¢no dolgih delov promotorske
regije pri soski in poto¢ni postrvi ter atlantskem lososu.
Pri vseh vrstah so se zaporedja med TF1 in TF2 razli-
kovala v $tirih zamenjavah v regiji od —334 do +77. Pri
atlantskem lososu je v enaki regiji prisotna dodatna de-
lecija pred mikrosatelitom ter Sest zamenjav, pri postr-
vih pa dodatno tri zamenjave. Dlje od mesta —334 nam
je uspelo priti le pri atlantskem lososu in ob primerjavi
TF1 in TF2 se na tem mestu pri TF1 zacenjajo ponavlja-
joca se zaporedja 37 bp dolgega motiva. Pri TF2 pona-
vljajocih se zaporedij ni; pomnozen pa je bil del, ki se
najverjetneje pri TF1 nahaja pred ponovitvami.

Ob primerjavi dobljenih zaporedij TF1 in TF2 pro-
motorske regije opazimo nekaj razlik v nukleotidnem
zaporedju pri soski in poto¢ni postrvi, kar ima za po-
sledico nastanek novih potencialnih vezavnih mest za
transkripcijske faktorje. V regiji PRII ima soska postrv
dve razli¢ni zaporedji, in sicer se pri TF1b in TF2b na-
haja dodatno vezavno mesto za HEAT, pri TFla in TF2a
ter ostalih vrstah (atlantski losos in poto¢na postrv) pa
vezavno mesto za FKHD. Oba, tako HEAT in FKHD,

sta prepoznana kot del ve¢jega sklopa transkripcijskih
faktorjev v povezavi s faktorjem C/EBP (Matinspector,
2013). C/EBP transkripcijski faktorji so ¢lani druzine
levcinskih zadrg (Lamb & McKnight, 1991), ki poma-
gajo pri organizaciji izrazanja beljakovin, ki so potreb-
ne v razli¢nih tkivih (Schaeffer in sod., 1993). Povezava
med dvema vezavnima mestoma, imenovanima PRI
in PRII, ki se povezeta s transkripcijskima faktorjema
HNF4 in C/EBPa v regiji od —125 do +1, omogoca iz-
razanje gena in ta naj bi bila edino nujna za aktivacijo
prepisa transferinskega gena (Schaeffer in sod., 1993).
Ob primerjavi dela promotorske regije transferinskega
gena s ¢lovekom je Kvingedal (1994) nasla omenjeno
zaporedje PRII pri atlantskem lososu, ki zelo verjetno
veze C/EBP druzino transkripcijskih faktorjev. Nukleo-
tidno zaporedje te regije je pri atlantskem lososu v pri-
merjavi s ¢lovekom enaka v 11 nukleotidih in vkljucuje
tudi CCAAT zaporedje. To ob dejstvu, da obstajajo ho-
mologi C/EBP transkripcijskih faktorjev pri evolucijsko
bolj oddaljenih vrstah, kot sta ¢lovek in koko$ (Faisst
& Meyer, 1992), nakazuje, da tudi pri atlantskem loso-
su obstaja C/EBP faktor, ki se veze v regiji okoli —100
(Kvingedal, 1994).

Regija PRI, ki vsebuje motiv AGGTCA, le-ta je
del vezavnega zaporedja HNF-4 (Schaeffer in sod.,
1993), je pri atlantskem lososu nekoliko spremenjena
v primerjavi s ¢lovekom. Nahaja se na mestu —65 ter
ima zaporedje AAGTCA, na mestu —81 se nahaja tudi
komplementarno zaporedje TGGCCT in obe bi lahko
vezali HNF-4 homologa (Kvingedal, 1994). V regiji PRI
pri proucevanih vrstah rodu Salmo ni razlik v nukleo-
tidnem zaporedju, le pri TF2 atlantskega lososa se prvi
C zamenja v G. Zaradi teh opazanj bi lahko trdili, da ni
bistvenih razlik v regijah PRI in PRII pri TF1 in TF2, za-
radi katerih bi lahko prislo do razli¢nega izrazanja gena
pri postrvih.

Ob doloc¢anju nukleotidnega zaporedja dlje od te
regije smo po —417 mestu pri TF1 atlantskega lososa na-
8li tandemske ponovitve 37 bp dolgega motiva. Pri TF2
smo prisli dlje od ponavljajo¢ih motivov, zato smo skle-
pali, da je pomnozen del tudi pri TF1. Tako smo v tem
delu pri TF2 dolo¢ili pet dodatnih potencialnih vezavnih
mest (dva IRFF, GATA, MEF2, NR2F, SF1F in TALE), ki
se najverjetneje nahajajo tudi pri TF1 in sicer pred po-
navljajo¢imi se motivi. Ob poravnavi s humanim pro-
motorjem smo v tej regiji, ki so jo Brunel in sod. (1988)
poimenovali DRI, nasli pri atlantskem lososu TF1 okoli
mesta —521 zaporedji ACCTTG in AGC, ki se nahaja-
ta v regiji DRI pri humanem promotorju, ki predstavlja
vezavno mesto za transkripcijske faktorje, vendar naj bi
le-ta ne bila esencialna za izrazanje transferinskega gena
(Schaeffer in sod., 1993).

Zgolj na osnovi primerjav potencialnih vezavnih
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mest za transkripcijske faktorje v promotorjih genov za
TF1 in TF2 ni mogoce sklepati o aktivnosti promotor-
jev. Studije so dokazale, da se TF1 izraza v ve¢ji meri kot
TF2. Ali je to zaradi zamenjave enega nukleotida v regiji
CR ali drugih manjsih sprememb v promotorski regiji,
ki pa so izven dokazanih pomembnih regij (PRI, PRII)
in za katere smo s programom MatInspector pokazali,
da so potencialna vezavna mesta za razlicne transkrip-
cijske faktorje ob primerjavi TF1 in TF2, brez eksperi-
mentalnih dokazov ni mogoce dore¢i. Ce upostevamo
dokaze, da je za izrazanje transferinskega gena esencia-
len le krajsi del promotorske regije pred mestom prepi-
sa (Brunel in sod., 1988; Schaeffer in sod., 1993), daljsa
regija pred zacetkom prepisa na izrazanje nima vpliva,
vseeno pa bi bilo za potrditev potrebno dolo¢iti daljse
nukleotidno zaporedje promotorske regije obeh genov.

Mikrosateliti v promotorjih imajo sposobnost
tvorjenja razli¢nih sekundarnih DNA struktur, za kate-
re je znano, da sodelujejo pri uravnavanju izrazanja ge-
nov. Vedno ve¢ $tudij dokazuje, da sprememba v dolzini
ponavljajocih se zaporedij lahko vpliva na uravnavanje
izrazanja genov (Sawaya in sod., 2012). V promotorski
regiji transferinskega gena smo nasli mikrosatelit AC
(GT) po mestu —-160, ki se je razlikoval v dolzini tako
med razli¢icama TF1 in TF2 kot med razli¢nimi vrsta-
mi, in satelitno sekvenco 37 baznih parov dolgega moti-
va od —416 mesta dalje le pri TF1 transferinskega gena.
Mikrosatelit AC/GT lahko tvori Z-DNA (levosu¢na
dvojna vija¢nica; Wang & Vasquez, 2007) in to je drugi
najpogostejsi mikrosatelit, ki se nahaja v promotorskih
regijah (Sawaya in sod., 2013). Motiv AC se pri atlant-
skem lososu v promotorski regiji na omenjenem mestu
pri TF2 ponovi veckrat, razlike pa obstajajo tudi med
osebki znotraj vrste. Glede na to lahko potrdimo, da je
ta odsek visoko polimorfen, ni pa znano, ¢e vpliva na
izrazanje transferinskega gena.

Pri atlantskem lososu se pri TF1 po —416 mestu
ponavlja 37 bp dolg motiv, ki vsebuje TATA zaporedje
in pri TF2 v znani regiji ni prisoten. Morda se pri TF2
nahaja dlje od regije —400 in opravlja isto funkcijo kot
pri TF1. ¢e temu ni tako in torej pri TF2 te regije ni, bi
lahko ponavljajo¢i motiv vplival na povecano izrazanje
gena TF1 v primerjavi s TF2.
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