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1. UVOD

Kvasac Saccharomyces cerevisiae je jednostanicni eukariotski organizam koji se Cesto
koristi kao modelni organizam u znanstvenim istrazivanjima buduc¢i da mu je cijeli genom
sekvenciran (Dujion, 1996), pogodan je za primjenu metoda genetickog inZenjerstva, lako ga je
uzgajati u laboratorijskim uvjetima i nepatogen je. Stanicna stijenka kvasca kompleksna je
izvanstani¢na struktura (Fleet, 1991; Klis, 1994; Stratford, 1994) koja odreduje morfoloSke
karakteristike kvasca, kao Sto su oblik i ¢vrstoéa, te doprinosi integritetu stanice tijekom
stanicnog rasta, diobe i stresnih okoliSnih uvjeta (Lesage i Bussey, 2006). Ova organela gradena
je najvecim dijelom od polisaharida glukana i hitina te proteina (Nguyen-Queyrens i sur., 1998).
Poznato je da su proteini stijenke ugradeni u stijenku putem nekovalentnih i kovalentnih veza s
glukanskom mrezom. Cilj ovoga rada bio je uspostava semi-kvantitativnhe western blot metode za
analizu proteina stani¢ne stijenke. Semi-kvantitativna western blot analiza podrazumijeva
relativnu kvantifikaciju, odnosno usporedbu koli¢ine proteina od interesa u razli¢itim uzorcima.
Kako bi se navedeno postiglo, usporeduje se intenzitet signala vrpce proteina od interesa u
razli¢itim uzorcima, uz normalizaciju rezultata. Stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae mogu
postojati u haploidnom i diploidnom obliku, pri ¢emu sadrze 16, odnosno 32 kromosoma. Stanice
kvasca haploidnog oblika postoje u dva tipa parenja, a i a, a stanice diploidnog u a/a. Tip
parenja odreden je informacijom kodiranom lokusom MAT na III. kromosomu te do parenja
moZze doci samo izmedu haploida suprotnog tipa parenja. Eksperimentalna strategija koristena u
radu bila je konstruirati set diploidnih sojeva kvasca Saccharomyces cerevisiae kojima su jedna,
odnosno dvije kopije gena BGL2 oznacene hemaglutininskom sekvencom, kako bi se omogudila

uspostava odgovarajuée semi-kvantitativne western blot metode.



2. TEORIJSKT DIO

2.1. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

Kvasac Saccharomyces cerevisiae je jednostani¢ni eukariotski organizam koji pripada
carstvu Fungi. Koristi se u industriji hrane i pi¢a zbog mogucnosti fermentacije Secera u alkohol,
farmaceutskoj industriji te u biotehnologiji (Ostergaard i sur., 2000). Takoder se koristi kao
modelni organizam u znanstvenim istrazivanjima buduéi da mu je cijeli genom sekvenciran
(Dujion, 1996), lako ga je uzgajati u laboratorijskim uvjetima i nepatogen je. Mnogo gena kvasca
je homologno genima viSih eukariota, zbog cega su istraZivanja molekularnih procesa u
stanicama kvasca relevantna za stanice viSih eukariota, primjerice za proucavanje starenja,
regulacije ekspresije gena, prijenosa signala, stani¢nog ciklusa, metabolizma, apoptoze i drugih
stanicnih procesa (Karathia i sur., 2011). U prirodi se kvasac S. cerevisiae najCeS¢e nalazi u
toplim, vlaZznim podrucjima u blizini izvora Secera. Stanice kvasca su ovalnog oblika promjera 5-
10 ym i mogu postojati u haploidnom i diploidnom obliku, pri ¢emu sadrze 16, odnosno 32
kromosoma. Stanice kvasca haploidnog oblika postoje u dva tipa parenja, a i a, a stanice
diploidnog u a/a. Tip parenja odreden je informacijom kodiranom lokusom MAT na III.
Kromosomu - ako se u tom lokusu nalazi sekvenca MA7a, kvasac je a tipa parenja, a ako se u

tom lokusu nalazi sekvenca MAT7a, kvasac je a tipa parenja (Tamarin, 1999.).

2.1.1. Zivotni ciklus kvasca Saccharomyces cerevisiae

Kvasac se razmnozava pupanjem, odnosno mitozom. U idealnim uvjetima, stanica kvasca

se podijeli otprilike svakih 90 minuta. Tijekom mitoze, svih 16 kromosoma haploida se replicira i
zatim razdijeli izmedu stanice majke i stanice kceri. Stanica kéer izdvaja se kao pup iz stanice
majke, a bududi da je neSto manja od stanice majke, mora narasti prije inicijacije replikacije
kromosoma. U slucaju da u okoliSu ponestane nutrijenata, stanica zaustavlja stanicni ciklus u fazi
G1 u kojoj moze prezivieti dok se ne vrate povoljni uvjeti za rast. Stanica kvasca takoder
zaustavlja stanicni ciklus u fazi G1 ukoliko se u blizini nalazi stanica kvasca suprotnog tipa
parenja. Kvasac a tipa parenja proizvodi feromon a i na povrsini ima receptore za feromon a, a
kvasac a tipa parenja obrnuto. Ukoliko se na receptore vezu feromoni suprotnog tipa parenja,
stanica kvasca pocinje se izduzivati prema izvoru feromona te dolazi do fuzije dviju stanica
suprotnog tipa parenja, Sto rezultira nastankom diploidne stanice kvasca tipa parenja a/a. U
povoljnim uvjetima, diploid se takoder razmnozava pupanjem (Tamarin, 1999.). Mejoza nastupa
kada je kvasac izlozen nepovoljnim okoliSnim uvjetima, primjerice nedostatak izvora ugljika ili
2



dusika. Nedostatak nutrijenata rezultira nastankom cetiriju haploidnih spora koje su omotane u
ovojnicu koja se naziva askus (Herskowitz, 1988). Na taj nacin kvasac prezivljava nepovoljne
uvjete, a kada ponovno nastupe povoljni uvjeti, dolazi do razgradnje askusa te haploidne spore

germiniraju u vegetativne stanice koje se dijele mitozom.

2.1.2. Parenje kvasca Saccharomyces cerevisiae

Kvasac a tipa parenja se razlikuje od kvasca a tipa parenja u genima lokusa MAT na III.
kromosomu. Kvasac a tipa parenja ima takozvane a-specificne gene, MFA1 i MFAZ, koji kodiraju
za pro-a-feromon, te gen S7EZ koji kodira za receptor za a feromon. Kvasac a tipa parenja ima
a-specificne gene MFal i MFaZ2 koji kodiraju za pre-pro-a-feromon i gen S7E3 koji kodira za za
receptor za a feromon. Ukoliko se na receptor veze feromon suprotnog tipa parenja, zaustavlja
se stanicni ciklus u fazi G1, odnosno prije replikacije DNA, te se stanica poCinje izduZzivati u
smjeru feromona. Stanicni ciklus se zaustavlja u istoj fazi kod oba tipa parenja kako bi se
osiguralo da pri fuziji svaki od haploida ima samo jednu kopiju svakog kromosoma i da fuzijom
nastaje diploid. Feromoni takoder poti¢u sintezu proteina potrebnih za fuziju stanica i jezgri
(Tamarin, 1999).

U prirodi je vecina stanica kvasca homotali¢na, odnosno mogu promijeniti tip parenja. Do
promjene tipa parenja moze dodi samo u stanicama iz kojih je nastala barem jedna stanica kéer
pupanjem. Samo u stanici majci dolazi do promjene tipa parenja jer se gen za endonukleazu HO,
nuznu za ovaj proces, eksprimira asimetri¢no. Ekspresija gena HO aktivirana je transkripcijskim
faktorom Swi5 koji je eksprimiran samo u stanici majci, a u stanici kéeri nije eksprimiran jer je
uzvodno od gena SWI5 vezan represor Ashl (Haber, 2012). Osim lokusa MAT, u genomu kvasca
oba tipa parenja nalaze se jos regije HMLai HMRa, koje nose sekvence MATa, odnosno MATg, ali
su inaktivne. Do promjene tipa parenja stanice majke dolazi u fazi stanicnog ciklusa G1, kada
endonukleaza HO uvodi dvolancani lom u lokusu MA7, koji se procesom homologne
rekombinacije popravlja po regijama AHMLa ili HMRa, ovisno o tipu parenja stanice majke. MA7a
se uvijek popravlja prema HMLa zbog pojacivaca rekombinacije RE (engl. Recombination
Enhancer). U prisutnosti RE dolazi do jacanja interakcije izmedu MATa i HMLa te se MATa iz tog
razloga popravlja prema HMLa, bez obzira sto je HMRa blizi genu MATa od HMLa. U slucaju da se
radi o kvascu ¢ tipa parenja sekvenca u lokusu MAT ce se popraviti procesom homologne
rekombinacije prema sekvenci u HMRa i neée djelovati pojacivaC rekombinacije jer se regija
HMRa nalazi blize lokusu MAT (Haber, 2012). Promjenom tipa parenja je osigurano da u prirodi u
istoj koloniji postoje oba tipa parenja koji formiraju diploide, buduéi da je za stanice kvasca to
povoljnije. Na primjer, ukoliko dode do inaktivacije nekog esencijalnog gena, diploid ¢e modi
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prezZivijeti zbog druge funkcionalne kopije. U laboratorijskim istrazivanjima najceS¢e se koriste
heterotali¢ni sojevi kvasca S. cerevisiae, odnosno sojevi koji ne mogu promijeniti tip parenja.
Razlog koristenja heterotali¢nih sojeva je lakSe provodenje metoda genetickog inzenjerstva jer su
dobivene kolonije laboratorijskih sojeva uvijek haploidne. Heterotali¢ni sojevi najéesée imaju
deletiran gen koji kodira za endonukleazu HO, zbog ¢ega ne dolazi do uvodenja dvolancanog

loma u lokusu MAT te posliedicno do promjene tipa parenja (Tamarin,1999).

2.1.3. Geneticko inzenjerstvo kvasca Saccharomyces cerevisiae

Kvasac S. cerevisiae pogodan je za primjenu metoda genetickog inzenjerstva zbog toga
Sto se stanice kvasca jednostavno transformiraju stranom DNA te je ugradnja strane DNA u
genom kvasca olakSana zbog efikasnog procesa homologne rekombinacije. Pri tome,
transformirajua DNA mora sadrzavati homologiju s nekim dijelom genoma kvasca minimalne
duljine 50-100 parova baza. Transformacija kvasca se najcesce provodi s vektorima koji sadrze
gen od interesa i marker gen koji omogucava selekciju transformanata. Vektori koji se koriste
mogu biti u obliku kruzne plazmidne DNA i u obliku linearne DNA. Danas, zahvaljujuéi genetickom
inzenjerstvu, postoji mnosStvo biotehnoloskih i industrijskih sojeva kvasca S. cerevisiae koji se
koriste u proizvodniji vina, pekarskih proizvoda, biogoriva, bioetanola, hidrolizata i mnogih drugih
tehnoloski vaznih proizvoda. Takoder se koristi za proucavanje funkcije proteina drugih vrsta
budu¢i da su metode genetickog inZenjerstva omogucile ekspresiju razlicitih heterolognih

proteina u kvascu S. cerevisiae (Gustafsson i sur., 2004).

2.2. Stanicna stijenka kvasca Saccharomyces cerevisiae

Stanicna stijenka kvasca kompleksna je izvanstanicna struktura (Fleet, 1991; Klis, 1994;
Stratford, 1994) koja odreduje morfoloske karakteristike stanice kvasca kao Sto su oblik i
¢vrstocéa te doprinosi integritetu stanice tijekom stani¢nog rasta, diobe i stresnih okoliSnih uvijeta
(Lesage i Bussey, 2006). Na primjer, kvasCeve stanice mogu podnijeti visoki osmotski tlak
zahvaljujuci Cvrstoci stijenke (Tepari¢ i MrSa, 1997). Sinteza, odrzavanje i pregradnja strukture
stanicne stijenke zahtijeva uskladenu aktivnost razlicitih sintaza, hidrolaza i transglikozidaza, ¢im
se osigurava potrebna ¢vrstoca, ali u isto vrijeme fleksibilnost stanicne stijenke. Stani¢na stijenka
se u pravilu sastoji od oko 85% polisaharida i 15% proteina (Nguyen i sur. 1998), a njihova
relativna koli¢ina moze varirati ovisno o uvjetima i fazi rasta, soju kvasca i okoliSnim uvjetima.
Oko 20% suhe tvari kvasca S. cerevisiae Cini stani¢na stijenka koja se sastoji od oko 50% B-1,3-

glukana, 5% B-1,6-glukana, 35% manana i 1-2% hitina, a preostali dio suhe mase cine
4



manoproteini (Fleet, 1991). Manoproteini Cine vanjski, a glukan unutarnji dio strane stanic¢ne
stijenke (Osumi 1998, 2012; Yamaguchi i sur., 2011). Najzastupljeniji polisaharid stijenke je
glukan koji formira mrezu i sluZi kao sidrena skupina za proteine stanicne stijenke i doprinosi
osmotskoj stabilnosti. Glukanska mreza sastoji se od B-1,3-glukana i B-1,6-glukana. B-1,3-glukan
razgranati je polimer koji je izgraden od 1500 glukoznih jedinica s B-1,6-medulancanim vezama
na kojima se nalazi 50 glukoznih jedinica. Vezan je kovalentno na druge komponente stijenke.
Svojim nereducirajuéim krajem je vezan na reducirajuci kraj hitina i vodikovom vezom za O-
glikozilirane manoproteine. Takav nacin vezanja smanjuje propusnost B-1,3-glukana i ucvrscuje
stijenku u stresnim uvjetima (Popolo i sur. 1997; Osmond i sur. 1999). Lanci B-1,6-glukana
manje su zastupljeni u stijenci od lanaca B-1,3-glukana, a formiraju kovalentne veze s B-1,3-
glukanom, hitinom te manoproteinima. Manan je polimer koji se sastoji od jedinica manoze, a
vezuje se za proteine u procesima O-i N- glikozilacije stvarajuci kemijski inertni vanjski stit koji
osigurava poroznost stanicne stijenke. Vezanje manana na proteine je postsintetska modifikacija
koja utjeCe na konformaciju, a time i aktivnost proteina te lokalizaciju proteina. Hitin je linearni
polimer graden od oko 110 N-acetilglukozamina povezanih B-1,4-glikozidnom vezom i njegova
koli¢ina varira ovisno o uvjetima rasta. Formira mikrofibrile koje se stabiliziraju vodikovim
vezama. Hitina u usporedbi s drugim polisaharidima u stani¢noj stijenci ima najmanje, a
koncentriran je u pupovima (Kang i sur., 1984). Reduciraju¢i krajevi hitina vezani su za
nereducirajue krajeve B-1,3-glukana i B-1,6-glukana (Kollar i sur., 1995). Hitin je uredene
strukture i time pridonosi otpornosti na istezanje staniCne stijenke. Hitin tijekom pupanja
uévrsc¢uje vrat pupa i Cini primarnu pregradu izmedu stanice majke i stanice kceri (Roncero i
Sanchez, 2010; Bi i Park, 2012).

2.2.1. Proteini stanicne stijenke

U stani¢noj stijenci je identificirano 20-ak manoproteina od kojih je mnogima uloga jos
uvijek nepoznata (Mrsa i sur., 1999). Neki od ovih proteina sudjeluju u izgradnji, odrzavaniju i
remodeliranju  strukture polisaharidne mreze, ponajviSe glukana. Takoder, doprinose
hidrofobnosti stani¢ne stijenke te sudjeluju u procesima flokulacije i aglutinacije (Verstrepen i
sur., 2003). Manoproteini mogu biti O- i N-glikozilirani. Glikozilacija kovalentno vezanih
manoproteina doprinosi njihovoj ulozi u procesima zadrzavanja vode, adheziji te virulenciji (De
Groot i sur., 2005). Mutacije koje dovode do aberantne glikozilacije rezultiraju fenotipom koji se
odrazava preosjetljivoSéu na stresne okoliSne uvjete. O-glikozilirani proteini sadrze manozu

vezanu a-manozil vezom na hidroksilirane bocne ogranke serinskih i treoninskih ostataka
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(Sentandreu i Northcote, 1968). N-glikozilacija ukljuCuje vezanje oligosaharida N-glikozidnom
vezom, izmedu N-acetil glukozamina i asparaginskog ostatka proteina (Dean, 1999). Proces O-
glikozilacije odvija se u Golgijevom aparatu dok se N-glikozilacija odvija u endoplazmatskom
retikulumu (Dempski i Imperiali, 2002). Proteine stanicne stijenke dijelimo u tri skupine, prema
nacinu kojim su usidreni u stijenci. Prva skupina obuhvaca Scw proteine (Soluble Cell Wall
Protein) koji su za komponente stanicne stijenke vezani nekovalentno. Druga skupina obuhvaca
GPI proteine koju su kovalentno vezani preko B-1,6-glukana na B-1,3-glukan, a imenovani su
prema glikozil-fosfatidilinozitolnom sidru na C-kraju proteina, preko kojega se vezu za glukansku
mrezu (Montijn i sur., 1994; MrSa i sur., 1997). Tre¢u skupinu cine Pir proteini koji su vezani
esterskom vezom za B-1,3-glukan, koji su dobili naziv prema ponavljaju¢im regijama na N

terminalnom kraju (Protein with internal repeats) (Mrsa i sur., 1997; Toh i sur., 1993).

2.2.2. Protein Bgl2

Protein Bgl2 pripada skupini nekovalentno vezanih proteina stani¢ne stijenke, a posjeduje
endoglukanaznu i glukanozil-transglukanaznu aktivnost. Ovaj protein molarne je mase 33,5 kDa,
ima jedan N-vezan oligosaharid, te mali broj vanjskih grana manoznih lanaca. Moze se vezati na
hitin, glukan i laminarin (MrSa i sur., 1993). Delecija gena BGL2 dovodi do poveéanja aktivnosti
hitin sintaze 1 te time do nakupljanja i abnormalne inkorporacije hitina u stani¢nu stijenku kvasca
S. cerevisiae (Kalebina i sur., 2003). Kod mutanta bg/2 je uofena povecana sinteza hitina i
preosjetljivost na tretman zimolijazom, Congo Red-om, Calcofluor White-om te smanjena stopa
prezivljenja u odnosu na stanice divljeg tipa (Lagorce i sur., 2003; Tepari¢ i sur., 2004).
Proucavanjem temperaturno induciranih konformacijskih promjena proteina Bgl2 zakljuceno je da
ova transglikozilaza ima strukturni blok odgovoran za ugradivanje u stani¢nu stijenku kvasca S.
cerevisiae (Bezsonov i sur., 2010). Uz pomo¢ bioinformatickih metoda, otkriven je konzervirani C-
terminalni blok proteina Bgl2 sastavljen od 9 aminokiselinskih ostataka-KYSLDCDFS. Ta regija je
odgovorna za pravilno usidrenje ove glukanoziltransglikozilaze u stani¢nu stijenku i potrebna je
zbog sposobnosti formiranja fibrila. Pokazano je da je delecijom C-kraja ili cijele sekvence gena
BGL2 znatno smanjeno prezivljenje nakon susenja ili zagrijavanja stanica kvasca (Sabirzyanov i
sur., 2017). Delecija gena SSU21, koji kodira za jedan od kljucnih proteina u sintezi
glikozilfosfatidilinozitol (GPI)-sidra, utjeCe na transport i ugradnju Bgl2 u stani¢nu stijenku.
Preciznost sinteze GPI-sidra neophodna je za izgradnju stanicne stijenke i eksperimentalni dokazi
sugeriraju snaznu meduovisnost razliCitih skupina stanicnih proteina tijekom njihove ugradnje u

stanicnu stijenku (Kalebina i sur., 2002).



2.3. Metoda western blot

Western blot Siroko je koriStena analiticka metoda u podrucjima kao Sto su molekularna
biologija, imunogenetika, kemija, biokemija i dr., za detekciju i analizu specifi¢nih proteina u
uzorcima tkiva ili ekstrakata. Razvijena je 1979. godine od strane Harry Towbina u institutu
Friedrich Miescher u §vicarskoj (Towbin i Staehlin, 1979). Metoda western blot zasniva se na
principu metode Southern blot, a glavna razlika je Sto se western blotom detektiraju proteini, a
Southern blotom DNA (Brunette, 1987). Tri su glavna koraka metode: (1) razdvajanje proteina
po velicini SDS elektroforezom, (2) prijenos proteina iz gela na membranu te (3) obiljezavanje
cilinog proteina upotrebom odgovarajué¢eg antitijela koje je moguce vizualizirati (Mahmood i
Yang, 2012). Prije razdvajanja proteina gel elektroforezom potrebno ih je denaturirati
detergentom SDS (engl. Sodium Dodecyl Sulphate), koji im daje netto negativni naboj, Sto
omogucuje razdvajanje proteina iskljucivo na temelju njihove molarne mase (Renart i sur., 1979;
Towbin i sur.,1979). Sljedeci korak je prijenos razdvojenih proteina s gela na membranu,
nitroceluloznu ili polivinildien difluorid membranu (PVDF). Prijenos proteina s gela na membranu
obavljao se kapilarnim prijenosom, ali danas je gotovo u potpunosti zamijenjen koriStenjem
elektri¢ne struje (Harper i Speicher, 2005). Ucinkovitost prijenosa proteina s gela na membranu
moZe se provjeriti bojanjem membrane sa Comassie Brilliant Blue ili Ponceau S (Corley, 2005).
Nakon toga, membrana se podvrgava procesu koji se zove blokiranje pri ¢emu dolazi do
zasi¢enja membrane proteinima kako bi se izbjeglo nespecifiéno vezanje antitijela na membranu.
Membrana se zatim inkubira s antitijelom koje se specificno veze na zeljeni protein. Antitijelo
moZze biti radioaktivno oznaceno ili konjugirano s fluoresceinom ili peroksidazom, zbog ¢ega se na
odgovarajuéi nacin moze detektirati na membrani. Ovime je omoguéena detekcija proteina od
interesa (Mahmood i Yang, 2012; Towbin i Staehlin, 1979).



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije i enzimi

Agar: Liofilchem (Conyers, SAD)

Adenin, aminokiseline, akrilamid, agaroza, ampicilin, etidij bromid, polietilenglikol (PEG) 4000,
SDS, B-merkaptoetanol, Triton X-100 - Sigma Aldrich, Merck (Darmstadt, Njemacka)

Kvascev ekstrakt: Biolife (Milano, Italija)

Pepton, baktotripton - Becton Dickinson and Company (Franklin Lakes, SAD)

Taq DNA polimeraza, deoksiribonukleotidi, restrikcijski enzimi, standardi za DNA elektroforezu (1
kb i 100 bp DNA ladder) — New England Biolabs (SAD)

Standardi za proteinsku elektroforezu (LMW) — Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Svedska)
Amonijev persulfat, N, N' metilenbisakrilamid — Fluka (Buchs, §vedska)

N, N, N', N'-tetrametil etilendiamin (TEMED), Ponceau S — Serva (Heidelberg, Njemacka)
Antitijela anti-HA-peroksidaza, higromicin B — Roche Diagnostics GmbH (Penzberg, Njemacka)
ECL - otopine za razvijanje imunoblota — Biorad (Hercules, SAD)

Glukoza — Gram Mol (Zagreb, Hrvatska)

Sve ostale kemikalije krutog agregatnog stanja koje su koristene pri eksperimentalnom radu
nabavljene su od proizvodaca Acros Organics, Thermo Fisher Scientific (Waltham, SAD), dok su
kiseline i alkoholi nabavljeni od proizvodaca Carlo Erba (Milano, Italija).



3.1.2. Sojevi kvasca, plazmid, oligonukleotidi

3.1.2.1. Sojevi kvasca

Tablica 1. Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae koristeni u ovom radu.

S0J GENOTIP IZVOR
MATa his3A1 leu2A0 met1540 ura3A0 Brachmann |
a his. eu. me ura
BY4741 sur., 1998
Brachmann i
BY4742 MATa his3A41 leu2A0 lys240 ura340
sur., 1998
BY4741 BGL2-HA BY4741 BGL2-HA(hph) Ovaj rad
BY4742 BGL2-HA BY4742 BGL2-HA(hph) Ovaj rad

MATa/a his3A41/ his341 leu2A0) leu2A0
BY4743 Ovaj rad
met15A0/MET15 LYS2/lys2A0 ura3A0/ ura340

BY4743 BGLZ2/BGL2-HA BY4743 BGLZ/BGL2-HA(hph) Ovaj rad
BY4743 BGL2-HA/BGL2 BY4743 BGL2-HA(hph)/BGL2 Ovaj rad
BY4743 BGL2-HA/BGL2-HA | BY4743 BGL2-HA(hph)/BGL2-HA(hph) Ovaj rad
3.1.2.2. Plazmid

Plazmid pYM16 je kruzna molekula DNA veliine 4401 parova baza. Sadrzi hemaglutininsku (HA)
sekvencu te gen Aph koji stanicama omogucuje rezistenciju na antibiotik higromicin (slika 1).
Ovaj plazmid koristen je kao kalup u PCR reakciji kojom je konstruirana kazeta za oznacavanje

gena BGL2 hemaglutininskom sekvencom, kako je opisano u poglavlju 3.2.1.
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Slika 1. Restrikcijska mapa plazmida pYM16.

3.1.2.3. Oligonukleotidi

Tablica 2. Oligonukleotidi (pocetnice) koristeni u ovom radu.

VELICINA
OPIS SLIJED NUKLEOTIDA 5'—3' UMNOZENOG
FRAGMENTA DNA

fwd:ACTTCAAGTGACAATTTGAAATACTCCTTGG
Umnaanje ACTGTGACTTTTCACGTACGCTGCAGGTCGAC 2056 ob
cazete BGL2-HA | T€V:AAGGAAAAAGCCATTCTTGTTTAAAGAGTAT

TTTTAAAGCGTTCAATCGATGAATTCGAGCTCG

MATa: ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG
Provjera tipa MATa: 544 pb
_ MATa: GCACGGAATATGGGACTACTTCG
parenja kvasca MATa: 404 pb
MAT: AGTCACATCAAGATCGTTTATGG




3.1.3. Hranjive podloge za uzgoj kvasca

Za uzgoj kvasca S. cerevisiae koriStena je tekuéa hranjiva podloga YPD (Yeast Extract Peptone
Dextrose) sastava: pepton 20 g/I, kvascev ekstrakt 10 g/I, glukoza 20 g/I. Kruta YPD podloga
pripremljena je na isti nacin, uz dodatak 15 g/l agara. Za selekciju stanica koje sadrze gen za
rezistenciju na antibiotik higromicin, u krutu hranjivu YPD podlogu dodano je 300 pg/ml ovog
antibiotika. Za selekciju diploidnih stanica, koriStena je tekuca podloga YNB (Yeast Nitrogen
Base) sastava: YNB 6,7 g/l, smjesa aminokiselina i drugih tvari rasta bez metionina i lizina 2 g/I,

glukoza 20 g/I.

3.2. Metode

3.2.1. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Lancana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda koja sluZi za in
vitro umnazanje fragmenta DNA, a u ovom je radu koriStena za umnaZanje kazete BGL2-HA
pomocu plazmida pYM16 opisanog u poglavlju 3.1.2.2. i poCetnica opisanih u poglaviju 3.1.2.3.

Uspjesnost umnazanja provjerena je gel elektroforezom DNA.

Tablica 3. Sastav reakcijske smjese za PCR

KOMPONENTA VOLUMEN ()
Taq reakcijski pufer (10x) 5
10 uM pocetnica fwd 3,2
10 uM pocetnica rev 3,2
10 mM deoksiribonukleotidi 1,75
DNA kalup (plazmid pYM16) 1
Taqg DNA polimeraza 0,5
Sterilna H,O 35,35
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Tablica 4. Program za PCR

1. 95°C
2. 95°C
54°C
68°C
3. 95°C
54°C
68°C
4, 68°C

5 min
30s
30s

2min40s

30s
30s

2 min 40 s +20 s/ciklus

5 min

3.2.2. Colony PCR

Ova metoda koristi za se umnazanje sekvence DNA lokusa MAT, odnosno odredivanje tipa

parenja kvasca. Otprilike 10% kolonije kvasca prenese se u 30 pl 0,2%-tne otopine SDS-a te se

otopina vorteksira 15 sekundi. Otopina se zatim zagrije u termo bloku u trajanju od 4 min pri

temperaturi od 90°C. Nakon toga, otopina se centrifurgira 2 min pri 8000 rpm i supernatant koji

sadrzi ekstrakt DNA se prenese u novu Eppendorf epruvetu. Potom se 1 pl ovako pripremljenog

ekstrakta DNA koristi za PCR reakciju uz pocetnice opisane u poglavlju 3.1.2.3. Ekstrakt DNA se

Cuva pri -20°C.

Tablica 5. Sastav reakcijske smjese za PCR

KOMPONENTA VOLUMEN (pl)

Taq reakcijski pufer (10x) 5
10 UM pocetnica MAT 5
10 uM pocetnica MATa 5
10 pM pocetnica MATa 5
10 mM deoksiribonukleotidi 1
25% Triton X-100 2
DNA ekstrakt 1

Taq DNA polimeraza 0,5

Sterilna voda 26,5
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Tablica 6. Program za PCR

1.95°C 1 min
2.95°C30s
58°C 1 min 35x
68°C 1 min
3.68°C 1 min

3.2.3. Gel elektroforeza DNA

U ovom radu koriStena je horizontalna elektroforeza DNA u 1-2% (ovisno o velicinama
analiziranih fragmenata) agaroznom gelu pripremljenom otapanjem agaroze u TAE puferu. Uzorci
za elektroforezu pomijeSani su s bojom za nanoSenje uzoraka te injektirani u jaZice gela
uronjenog u TAE pufer u kadici za elektroforezu. Elektroforeza je provodena pri 80 V, a gel je

nakon elektroforeze bojan u otopini etidij bromida i vizualiziran pod UV svjetlom.

3.2.4. Odredivanje koncentracije DNA pomocu uredaja Qubit fluorimetar

Koncentracija DNA odredena je pomocu uredaja Qubit 3.0 (Invitrogen) i seta kemikalija "dsDNA

BR Assay kit", prema uputama proizvodaca.

3.2.5. Restrikcijska analiza

Restrikcijska analiza provedena je za provjeru sekvence kazete BGL2-HA. Pritom su koristeni
restricijski enzimi BglII i Xbal, a analiza je provedena prema uputama proizvodaca. Produkti
restrikcijske analize potom su analizirani gel elektroforezom DNA.

3.2.6. Transformacija kvasca

Stanice kvasca uzgojene su u tekucoj YPD podlozi do logaritamske faze rasta. Izdvojen je
volumen kulture koji je sadrzavao oko 10 OD jedinica kvasca te je centrifugiran 5'/3000 rpm.
Talog stanica potom je ispran sterilnom deioniziranom vodom pa 0,1 M otopinom litijevog
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acetata, pri ¢emu je prebacen u sterilnu Eppendorf epruvetu. Na talog stanica potom je, redom,
dodano 240 pl 50%-tnog PEG-a 4000, 36 uL 1 M otopine litijevog acetata, 25 pl denaturirane
DNA sperme lososa te ukupno 50 pl otopine transformirajue DNA (10 pg u slucaju
transformacije kazetom za oznacavanje) i sterilne deionizirane vode. Smjesa je vorteksirana 1' pa
inkubirana 30'/30°C. Slijedio je temperaturni Sok, odnosno inkubacija smjese 20'/42°C. Smjesa je
potom centrifugirana 15 s/8000 rpm, a talog stanica resuspendiran je u 5 ml tekuce YPD
podloge, pri ¢emu prebacen u Falcon epruvetu, te inkubiran 3-4 sata u tresilici pri 30°C. Nakon
centrifugiranja (5'/3000 rpm), talog stanica je resuspendiran u 100 pl sterilne vode i nacjepljen
na krutu YPD podlogu s antibiotikom higromicinom. Podloge su inkubirane pri 30°C do porasta
kolonija, nakon cega je selekcija transformanata ponovljena na svjezoj krutoj YPD podlozi s

higromicinom.

3.2.7. Parenje kvasca

Haploidne stanice kvasca razli¢itog tipa parenja nacjepljene su u tekucu YPD podlogu te je
suspenzija stanica inkubirana preko nodi u tresilici pri 30°C. Nakon inkubacije, 100 pl suspenzije
stanice nacjepljeno je na krutu YNB podlogu bez metionina i lizina u svrhu selekcije diploidnih
stanica. Podloge su inkubirane pri 30°C do porasta kolonija, a uspjeSnost parenja provjerena je

metodom colony PCR, kako je opisano u poglavlju 3.2.2.

3.2.8. Izolacija stanicnih stijenki

Stanice kvasca uzgojene su u 50 ml tekuce YPD podloge do logaritamske faze rasta. Cijeli
volumen je centrifugiran 5'/3000 rpm te je talog stanica dvaput ispran deioniziranom vodom i
jednom 50 mM K-fosfatnim puferom pH 8. Talog stanica je potom resuspendiran u otprilike 500
Ml 50 mM K-fosfatnog pufera pH 8 u Eppendorf epruveti, dodane su staklene kuglice (jednak
volumen kao volumen suspenzije stanice) i stanice su razbijene korisStenjem uredaja BeadBug
(Benchmark Scientific) pri 4000 rpm. Stanicni ekstrakt izdvojen je od staklenih kuglica te je
centrifugiran 1'/8000 rpm. Supernatant je odbacen, a talog stanicnih stijenki ispran je Cetiri puta
s 1 ml 50 mM K-fosfatnog pufera pH 8.
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3.2.8.1. Tretman stanicnih stijenki vrijucim SDS-om

Talog stanicnih stijenki resuspendiran je u 1 ml Laemmli pufera za kuhanje (50 mM Tris-HCI pH
6.8, 2 mM EDTA III, 2% SDS, 0,001% bromfenol plavo, 5% B-merkaptoetanol). Uzorak je kuhan
10 minuta u vriju¢oj vodenoj kupelji, nakon cega je centrifugiran 2'/8000 rpm. Supernatant
(=SDS ekstrakt) je odvojen u novu Eppendorf epruvetu i ¢uvan pri -20°C do SDS elektroforeze i

western blot analize.

3.2.9. Izolacija svih proteina

Stanice kvasca uzgojene su do eksponencijalne faze rasta u tekucoj YPD podlozi. Izdvojen je
volumen kulture koji je sadrzavao oko 10 OD jedinica kvasca te je centrifugiran 5'/3000 rpm.
Talog stanica resuspendiran je u 200 pl pufera za lizu stanica (0,1 M NaOH, 50 mM EDTA III, 2%
SDS, 2% B-merkaptoetanol) i prenesen u Eppendorf epruvetu te je inkubiran u termo bloku pri
90°C u trajanju od 10 min. Nakon toga, otopini je dodano 5 pl 4 M octene kiseline uz
vorteksiranje od 30 s te je ponovno inkubirana u termobloku 10 min pri 90°C. Otopini je zatim
dodano 50 pl pufera za uzorke (0,25 M Tris-HCl pH 6,8, 50% glicerol, 0,05% metilensko
modrilo). Ekstrakt je ¢uvan pri -20°C do SDS elektroforeze i western blot analize.

3.2.10. SDS elektroforeza

Uzorci su pomijeSani s Laemmli puferom za uzorke (50 mM Tris-HCl pH 6.8, 2 mM EDTA III,
10% glicerol, 2% SDS, 0,001% bromfenol plavo, 5% B-merkaptoetanol) te su naneseni u jazice
prethodno pripremljenog poliakrilamidnog gela koji se sastojao od gela za sabijanje i gela za
razdvajanje. Sastav gela za sabijanje bio je: 4,5% akrilamid, 0,12% N,N'-metilenbisakrilamid,
0,1% SDS, 0,075% N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin (TEMED) i 7.5% amonij-persulfat (APS) u
0,5 M Tris-HCI puferu pH 6.8. Sastav 10% gela za razdvajanje bio je: 10% akrilamid, 0,3% N,N'-
metilenbisakrilamid, 0.1% SDS, 0.05% TEMED i 5% APS u 1,5 M Tris-HCl puferu pH 8,8.
Elektroforeza je provedena pri 180 V u Mini-PROTEAN (Biorad) kadici za proteinsku elektroforezu
u puferu za SDS elektroforezu (25 mM Tris-glicin pH 6,8, 0,1% SDS).
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3.2.11. Western blot

Nakon SDS elektroforeze, proteini su iz gela prenijeti na nitroceluloznu membranu na principu
polu-suhog prijenosa u Towbin puferu za prijenos (25 mM Tris, 192 mM glicin pH 8.3, 20%
metanol) pomocu uredaja Trans-Blot Turbo (Biorad), prema uputama proizvodaca. Nakon
prijenosa, membrana je inkubirana u otopini boje Ponceau S (0,1% Ponceau S u 5%-tnoj ocetnoj
kiselini). Standardi su oznaceni na membrani grafithom olovkom, a membrana je potom
odbojana deioniziranom vodom. Membrana je potom inkubirana u puferu za blokiranje (50 mM
Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100, uz dodatak 1% obranog mlijeka u prahu) 1 h
uz treskanje. Nakon toga, pufer za blokiranje zamijenjen je puferom za blot (50 mM Tris-HCI pH
7.5, 150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100) u koji je dodano 4 pl komercijalnog anti-HA antijela te je
inkubirano 1,5 h uz treskanje. Membrana je potom isprana puferom za blot 3 puta. Nakon
ispiranja membrane, standardi su oznaceni uz pomo¢ WesternSure Pen (LI-COR) te je membrana
inkubirana u otopinama Clarity Western ECL Blotting Substrate (Biorad). Membrana je
vizualizirana uz pomoc skenera C-Digit Blot Scanner (LI-COR).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Rezultati

Cilj ovoga rada bio je konstruirati set diploidnih sojeva kvasca Saccharomyces cerevisiae
kojima su jedna, odnosno obje kopije gena BGLZ2 oznacene hemaglutininskom sekvencom, kako
bi se omogucila uspostava semi-kvantitativhe western blot metode za analizu proteina stani¢ne
stijenke. Prvo su konstruirani haploidni sojevi kvasca oba tipa parenja kojima je gen BGLZ2
oznacen hemaglutininskom sekvencom. Nadalje, parenjem odgovaraju¢ih haploidnih sojeva
konstruirani su diploidni sojevi te su proteinski ekstrakti ovih sojeva podvrgnuti semi-

kvantitativnoj western blot analizi.

4.1.1. Oznacavanje gena BGL2 hemaglutininskom sekvencom u haploidnim sojevima

kvasca Saccharomyces cerevisiae

U svrhu oznacavanja gena BGL2 hemaglutininskom sekvencom u haploidnim sojevima,
prvo je lanéanom reakcijom polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) konstruirana
kazeta za obiljezavanje. Kao kalup u PCR reakciji koristen je plazmid pYM16 koji sadrzi slijed
nukleotida koji kodira za hemaglutininsku oznaku te marker gen koji stanicama omogucéava
rezistenciju na antibiotik higromicin (Janke i sur., 2004), a koriStene pocetnice su na krajevima
bile produzene slijedovima od 45 nukleotida istovjetnima onima prije, odnosno nakon STOP
kodona gena BGL2 (vidi Materijale i metode). UspjesSnost PCR reakcije provjerena je gel
elektroforezom u agaroznom gelu. Nakon provedene elektroforeze vidljiva je vrpca veli¢ine oko

2000 pb, Sto odgovara ocekivanoj veliCini kazete za oznacavanje (slika 2).
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Slika 2. Provjera uspjesnosti PCR reakcije. 1. standardi (NEB 1 kb DNA ladder), 2. umnozeni PCR

produkt BGL2-HA.
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Sekvenca nukleotida umnoZenog fragmenta provjerena je restrikcijom analizom. Za
restrikcijsku analizu koristeni su restrikcijski enzimi BglII i Xbal, koji cijepaju kazetu na jednom
mjestu, dajuci fragmente veli¢ine 1730 pb i 326 pb, odnosno 1884 pb i 172 pb. Dobiveni produkti
analizirani su gel elektroforezom DNA. Na slici 3 vidljivo je da su dobiveni produkti ocekivanih

veli¢ina, na temelju cega se moze zakljuciti da je kazeta za oznacavanje uspjesno konstruirana.

kb
pb

1500
1200
1000
900
700
600
0,5 500
400

300

200

100

Slika 3. Provjera sekvence umnozenog fragmenta restrikcijskom analizom. 1. standardi (NEB 1 kb
DNA ladder), 2. nepocjepana kazeta BGL2-HA, 3. kazeta BGL2-HA pocjepana s BglII, 4. kazeta
BGL2-HA pocjepana sa Xbal, 5. standardi (NEB 100 pb DNA ladder).

UmnoZenom kazetom za oznacavanje transformirani su haploidni sojevi kvasca BY4741 (a
tipa parenja) i BY4742 (a tipa parenja) litij-acetatnom metodom. Stanice kod kojih je doslo do
ugradnje ove kazete u genom selekcionirane su na podlozi s antibiotikom higromicinom, a
uspjesSnost oznacavanja gena BGLZ2 u transformantima ispitana je kvalitativnom western blot
analizom. Ukratko, stanice transformanata uzgojene su do eksponencijalne faze rasta, izolirane
su stanine stijenke te su kuhanjem u vrijuéem SDS-u pri reduciraju¢im uvjetima selektivno
izolirani nekovalentno vezani proteini staniCne stijenke (Mrsa i sur., 1997). Dobiveni proteinski
ekstrakti analizirani su SDS elektroforezom u poliakrilamidnom gelu, prenijeti su na nitroceluloznu
membranu na kojoj je oznaceni protein Bgl2-HA vizualiziran pomocu anti-HA antitijela
konjugiranog s enzimom peroksidazom na principu kemiluminiscencije. U proteinskim ekstraktima
transformanata detektirana je vrpca veli¢ine oko 50 kDa (slika 4), Sto je u skladu s prethodno
dobivenim rezultatima za protein Bgl2-HA eksprimiran s komercijalnog plazmida pBG1805
(neobjavljeni rezultati iz laboratorija), ¢ime je potvrdeno da je gen BGL2 u haplodnim sojevima

uspjesno oznacen hemaglutininskom sekvencom.
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Slika 4. Provjera uspjesnosti oznaCavanja Bgl2 hemaglutininskom oznakom western blot
analizom. 1. standardi (LMW), 2. SDS ekstrakt soja BY4741 BGLZ2-HA, 3. SDS ekstrakt soja
BY4741 (wt), 4. SDS ekstrakt soja BY4742 BGL2-HA.

4.1.2. Konstrukcija seta diploidnih sojeva kvasca Saccharomyces cerevisiae kojima su

jedna, odnosno dvije kopije gena BGL2 oznacene hemaglutininskom sekvencom

Prethodno konstruirani haploidni sojevi podvrgnuti su procesu parenja. Proces parenja
pracen je pod svjetlosnim mikroskopom uocavanjem izduzenih stanica i zigota (slika 5). Za
konstrukciju diploidnih sojeva u kojima je hemaglutininskom sekvencom oznacena jedna kopija
gena BGLZ2 (sojevi BY4743 BGL2-HA/BGLZ2 i BY4743 BGLZ2 | BGL2-HA), u istoj hranjivoj podlozi
inkubirane su stanice haploida s oznacenim genom BGL2 te stanice haploida divljeg tipa
suprotnog tipa parenja. Za konstrukciju diploidnog soja u kojemu su hemaglutininskom
sekvencom oznacene obje kopije gena BGL2 (soj BY4743 BGL2-HA/ BGL2-HA), u istoj hranjivoj
podlozi inkubirane su stanice haploida s oznacenim genom BGL2 oba tipa parenja. Takoder,
konstruirane su stanice diploida divljeg tipa (soj BY4743). Nakon parenja, stanice diploida
selekcionirane su na podlozi bez lizina i metionina na osnovi komplementarne auksotrofije

ishodnih haploida suprotnih tipova parenja.

Slika 5. Zigote kvasca Saccharomyces cerevisiae vizualizirane svjetlosnim mikroskopom.
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Za provjeru uspjesnosti parenja, odnosno konstrukcije diploidnih sojeva, koristena je
metoda colony PCR. Za PCR reakciju je koristen set od tri pocetnice koje su komplementarne
sekvencama MATa i MATa te sekvenci uzvodno od lokusa MAT, zbog Cega se s genomskom DNA
haploida umnaza samo jedan fragment, a u slucaju diploida oba fragmenta (Huxley i sur., 1990).
Produkti PCR-a analizirani su gel elektroforezom DNA te je pokazano da su iz genomske DNA
konstruiranih diploida umnozena dva fragmenta, Sto je potvrda da su diploidni sojevi uspjesno

konstruirani (slika 6).
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Slika 6. Provjera uspjesnosti konstrukcije diploidnih sojeva metodom colony PCR. 1. standardi
(NEB 100 bp DNA ladder), 2. PCR produkt umnozen iz genomske DNA haploida a tipa parenja, 3.
PCR produkt umnozen iz genomske DNA haploida a tipa parenja, 4.-6. PCR produkti umnoZzeni iz

genomske DNA konstruiranih diploida.

4.1.3. Semi-kvantitativha western blot analiza proteina Bgl2 u proteinskim ekstraktima

konstruiranih diploidnih sojeva

Stanice konstruiranih diploidnih sojeva uzgojene su do eksponencijalne faze rasta te su iz
njih izolirani svi proteini lizom stanica u vrijuéem luZznatom SDS-u pri reduciraju¢im uvjetima (von
der Haar, 2007). Dobiveni proteinski ekstrakti analizirani su semi-kvantitativnom western blot
analizom. U tu svrhu, proteinski ekstrakti prvo su analizirani SDS elektroforezom u
poliakrilamidnom gelu, nakon cCega su preneseni na nitroceluloznu membranu. Bojanjem s
Ponceau S nespecifi¢no su vizualizirane proteinske vrpce na membrani te je potvrdeno da su
nanesene priblizno jednake koli¢ine svih proteinskih ekstrakata (slika 7A). Membrana je zatim

odbojana te podvrgnuta postupku blokiranja u otopini mlijeka u prahu, nakon ¢ega je inkubirana
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s antitijelom anti-HA konjugiranim s enzimom peroksidazom. Nakon ispiranja membrane, protein
Bgl2-HA vizualiziran je na membrani na principu kemiluminiscencije. Pokazana je jasno vidljiva
razlika u intenzitetu signala vrpce proteina Bgl2-HA iz proteinskog ekstrakta diploida kojemu su

jedna, odnosno dvije kopije gena BGL2 oznacene hemaglutinskom sekvencom (slika 7B).
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Slika 7. Semi-kvantitativna western blot analiza proteina Bgl2-HA. Prikazana je ista membrana
vizualizirana bojanjem s Ponceau S (A) i kemiluminiscencijom (B). 1. standardi (LMW) 2. BY4743,
3. BY4743 BGL2-HA BGL2, 4. BY4743 BGL2 | BGL2-HA, 5. BY4743 BGL2-HA| BGL2-HA

Takoder, provedena je semi-kvantitivna western blot analiza na nacin kao Sto je
prethodno opisano, osim Sto je na SDS elektroforezu naneseno dvostruko vise proteinskog
ekstrakta diploidnih sojeva kojima je jedna kopija gena BGL2 oznaCena, nego proteinskog
ekstrakta diploidnog soja kojemu su obje kopije gena BGLZ2 oznacene. Bojanjem membrane s
Ponceau S potvrdena je ova razlika u nanoSenju (slika 8A), a vizualizacijom proteina Bgl2-HA
pokazano je da su vrpce jednakog intenziteta (slika 8B). Na temelju navedenoga moze se
zakljuciti da je ova semi-kvantitativna western blot analiza pogodna za analizu razlika u kolicini

proteina stijenke Bgl2-HA u proteinskim ekstraktima.
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Slika 8. Semi-kvantitativha western blot analiza proteina Bgl2-HA. Prikazana je ista membrana
vizualizirana bojanjem s Ponceau S (A) i kemiluminiscencijom (B). 1. standardi (LMW), 2. BY4743
BGL2-HAIBGLZ, 3. BY4743 BGL2 | BGL2-HA, 4. BY4743 BGL2-HA/ BGL2-HA
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4.2. Rasprava

Stani¢na stijenka kvasca Saccharomyces cerevisiae odreduje morfoloske karakteristike
stanice, kao Sto su oblik i ¢vrstoda, te doprinosi integritetu stanice tijekom rasta, diobe i stresnih
okolisnih uvjeta (Lesage i Bussey, 2006). Ova organela je gradena najve¢im dijelom od
polisaharida glukana i hitina (85%) te proteina (15%) (Nguyen-Queyrens i sur., 1998). Proteini
staniCne stijenke uglavnom su manoproteini te ih je dosad identificirano oko 20, a funkcija vecine
joS nije poznata (MrSa i Tanner, 1999). Poznato je da su proteini stijenke ugradeni u stijenku
putem nekovalentnih i kovalentnih veza s glukanskom mrezom. Nekovalentno vezani proteini
stijenke selektivno se izoliraju kuhanjem stijenki u SDS-u pri reducirajuéim uvjetima, a
kovalentno vezani proteini stijenke tretmanom stijenki glukanazama ili blagom luzinom, ovisno o
vrsti kovalentne veze (Mrsa i sur., 1997).

Cilj ovog rada bio je uspostaviti semi-kvantitativnu western blot analizu proteina stani¢ne
stijenke. Eksperimentalna strategija koriStena u radu ukljucivala je oznacavanje gena BGL2
hemaglutininskom sekvencom, Sto omoguéuje jednostavnu detekciju nekovalentno vezanog
proteina stijenke Bgl2-HA western blot analizom pomocu komercijalno dostupnih anti-HA
antitijela. U radu je kazeta za oznacavanje konstruirana metodom PCR te provjerena
restrikcijskom analizom. Potom su ovom kazetom transformirani haploidni sojevi kvasca divljeg
tipa, oba tipa parenja, a uspjeSnost oznacavanja je provjerena kvalitativnom western blot
analizom. Nadalje, parenjem stanica kvasca suprotnih tipova parenja je konstruiran set diploidnih
sojeva: sojevi kojima je hemaglutininskom sekvencom oznacena jedna kopija gena BGL2 te soj
kojemu su hemaglutininskom sekvencom oznacene dvije kopije gena BGL2. UspjeSnost
konstrukcije diploidnih sojeva provjerena je metodom colony PCR. Konstruirani diploidni sojevi
koriSteni su za uspostavu semi-kvantitativne western blot analize proteina stani¢ne stijenke.

Semi-kvantitativha western blot analiza podrazumijeva relativhu kvantifikaciju, odnosno
usporedbu koli¢ine proteina u razli¢itim uzorcima. Kako bi se navedeno postiglo, usporeduje se
intenzitet signala vrpce proteina od interesa u razlicitim uzorcima, pri ¢emu je rezultate potrebno
normalizirati. Dvije strategije koje se pritom koriste su normalizacija obzirom na kolic¢inu
konstitutivno eksprimiranog proteina (engl. Aousekeeping protein) u uzorcima te normalizacija
obzirom na ukupnu koli¢inu proteina u uzorcima. U sklopu prve strategije Cesto se provodi
normalizacija obzirom na koli¢inu proteina aktina, tubulina ili gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaze
(Ghosh i sur., 2014) te ova strategija nuzno zahtijeva dodatni korak inkubacije membrane s
antitijelom specifi¢nim za koristeni protein kako bi se omogucila njegova vizualizacija. Nadalje,
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ekspresija proteina prema kojemu se radi normalizacija moZze varirati u proucavanim
eksperimentalnim uvjetima, a zbog tipi¢no visoke razine ekspresije ovih proteina zbog zasicenja
signala nije moguce u istim uzorcima tocno analizirati razinu znatno slabije eksprimiranih proteina
od interesa (Ghosh i sur., 2014). Zbog navedenoga se sve CeSce koristi strategija normalizacije
na ukupnu koli¢inu proteina u uzorku, Sto se provodi bojanjem membrane s Ponceau S ili
Coomassie Brilliant Blue, koje se nespecificno vezu na proteine (Thacker i sur., 2015). U ovome
je radu kao strategija normalizacije odabrano reverzibilno bojanje membrane s Ponceau S nakon
prijenosa proteina, buduéi da je pokazano kao pouzdana, jednostavna i jeftina metoda
normalizacije (Romero-Calvo i sur., 2010). Nadalje, da bi se olakSao postupak pripreme
proteinskih ekstrakata koji se analiziraju, umjesto metode za selektivnu izolaciju proteina stani¢ne
stijenke (MrSa i sur., 1997) koristena je metoda za izolaciju svih proteina kvasca koja ukljucuje
kuhanje cijelih stanica u luznatom SDS-u pri reduciraju¢im uvjetima (von der Haar, 2007).
Prethodno je pokazano da je ova metoda pogodna za brzu i jednostavnu kvantitativnu ekstrakciju
unutarstanicnih proteina kvasca (von der Haar, 2007). Medutim, zbog toga Sto stani¢na stijenka
predstavlja netopljivu komponentnu stani¢nog ekstrakta, bilo je potrebno potvrditi uspjesnost
ekstrakcije proteina stijenke u otopinu pomoéu opisane metode. Ova je metoda koriStena za
izolaciju proteina iz stanica konstruiranih diploidnih sojeva. Proteini u ekstraktima razdvojeni su
SDS elektroforezom u poliakrilamidnom gelu, preneseni su na nitroceluloznu membranu koja je
zatim bojana s Ponceau S. Nakon odbojavanja, membrana je blokirana otopinom mlijeka u prahu
pa inkubirana s antitijelom anti-HA, nakon cega je protein Bgl2-HA vizualiziran na principu
kemiluminiscencije. Bojanjem membrane s Ponceau S potvrdeno je da proteinski ekstrakti
razlicitih diploidnih sojeva sadrze priblizno jednake koli¢ine proteina (slika 7A). Nadalje, pokazana
je jasna razlika u intenzitetu signala proteinske vrpce koja odgovara proteinu Bgl2-HA u
ekstraktima diploidnih sojeva kojima je jedna, odnosno dvije kopije gena BGL2 oznacene
hemaglutininskom sekvencom (slika 7B). Na temelju navedenoga moze se zakljuciti da opisana
metoda ekstrakcije proteina omoguéava pouzdanu ekstrakciju proteina stijenke Bgl2-HA te da je
semi-kvantitativna western blot analiza pri kojoj se bojanje s Ponceau S koristi kao metoda

normalizacije pogodna za relativnu kvantifikaciju proteina Bgl2-HA u proteinskim ekstraktima.
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5. ZAKLIUCCT

1. Provedeno je uspjesno oznaCavanje gena BGL2 hemaglutininskom sekvencom u

haploidnim sojevima kvasca Saccharomyces cerevisiae.

2. Provedena je uspjeSna konstrukcija seta diploidnih sojeva kvasca Saccharomyces
cerevisiae kojima su jedna, odnosno dvije kopije gena BGLZ2 oznacene hemaglutininskom

sekvencom.

3. Pomocu konstruiranih diploidnih sojeva, uspostavljena je semi-kvantitativha western blot

metoda za analizu proteina stanicne stijenke kvasca Saccharomyces cerevisiae.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradli nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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