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1. UVOD

Jednostanicni eukariot, kvasac Saccharomyces cerevisiae ve¢ dugi niz godina predstavlja
modelni organizam u biokemijskim, genetickim i molekularno — bioloskim istrazivanjima. Status
modelnog organizma dobio je zbog svog kratkog generacijskog vremena, jednostavnog
stanicnog ciklusa, lakog i jeftinog uzgoja u laboratorijskim uvjetima te mnogih sli¢nosti u
fizioloSkim procesima s humanim stanicama. Kvasac S. cerevisiae takoder predstavija prvi
eukariotski organizam Ciji je genom u potpunosti sekvenciran, sto ga cini idealnim modelom u
genetickim istrazivanjima (Duina i sur., 2014; Goffeau i sur., 1996). Stanice kvasca obavija
stanicna stijenka cija je primarna uloga pruziti stanici zastitu od okoline te joj dati CvrstoCu i
oblik. Druge uloge ove ekstracelularne organele ukljucuju komunikaciju s okolinom pomocu
receptora na stani¢noj stijenci i enzimatskih aktivnosti u razli¢itim fazama stani¢nog ciklusa
(Fleet, 1985). Gradu stanicne stijenke Cine dva odvojena sloja. Unutarnji sloj graden je od
razgranatog polimera B-1,3-glukana koji se sastoji od otprilike 1500 glukoznih jedinica. Na -
1,3-glukan vezan je lanac hitina koji pridonosi mehanickoj ¢vrstoci stanicne stijenke. Na lanac
B-1,3-glukana moze biti vezan kraci lanac B-1,6-glukana cija je uloga povezivanje proteina s
glukanskom mezom (Klis i sur., 2002). Vanjski sloj ¢ine visoko glikozilirani manoproteini koji
mogu biti vezani za stani¢nu stijenku kovalentno ili nekovalentno. U skupinu kovalentno
vezanih proteina stanicne stijenke pripadaju Pir — proteini (eng. proteins with internal repeats).
Skupina Pir — proteina sastoji se od pet proteina koji sadrze ponavljajuc¢e sekvence na svom N
— terminalnom kraju, visoko su O — glikozilirani, ne sadrze GPI sidro te se procesiraju Kex2p
proteazom (MrSa & Tanner, 1999). Grada stanicne stijenke kvasca ovisi o njegovom zivotnom
ciklusu, pa se tako razlikuje ovisno o tome nalazi li se stanica kvasca u mitozi ili mejozi. Mitoza
je nespolan nacin razmnozavanja u kojem se iz pupa na stanici majki razvije nova stanica.
Prilikom nepovoljnih uvjeta stanica moze uci u spolni nacin razmnoZzavanja - mejozu u kojoj
proizvodi spore te na taj nacin prezivljava nepovoljne uvjete. Sporulacija kvasca je proces koji
se odvija u tri faze — rana, srednja i kasna, te ukljucuje nastanak nove stani¢ne stijenke u
kasnoj fazi koja stiti sporu od nepovoljnih uvjeta. Tijekom ove faze vaznu ulogu ima protein
Sprl, koji ima egzo-1,3-B glukanaznu aktivhost te pridonosi termorezistenciji spora
(Muthukumar i sur., 1993). Prelaskom iz jedne vrste razmnozavanja u drugu, znacajno se
mijenja sastav stanicne stijenke pa su zbog toga neki proteini prisutni u stanici u svim fazama
Zivotnog ciklusa dok drugi nisu (Herskowitz, 1988). Cilj ovog rada bio je obiljeziti proteine Pirl,
Pir3, Pir5 i Sprl hemaglutininskom sekvencom (YPYDVPDYA sekvenca proteina virusa gripe
koja se koristi radi lakSe detekcije fuzijskog proteina antitijelima) kako bi olaksali njihovo



pracenje u daljnjim istrazivanjima koja bi obuhvatila ekspresiju ovih proteina u mitozi, mejozi

i formiranju spora te njihovu mogucu regulaciju na razini transkripcije ili translacije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kvasac Saccharomyces cerevisiae
Kvasac Saccharomyces cerevisiae jednostanicni je eukariot koji pripada carstvu gljiva, a
poznatiji je pod imenom pivski kvasac. Ovaj kvasac je elipsoidnog oblika, a veli¢ina ovisi o fazi
rasta, pa dijametar haploidnih stanica iznosi 4 um, a diploidnih stanica 5-6 pm (Sherman,
2002). S. cerevisiae najbolje raste pri uvjetima temperature od 20 do 30 °C, pri ¢emu
optimalna temperatura za rast iznosi 28 °C, te pH izmedu 4,5 i 6,5 (Walker, 2009). Ova vrsta
kvasca moze rasti u aerobnim i anaerobnim uvjetima, pri ¢emu u anaerobnim uvjetima
podlijeze procesu fermentacije odnosno koristi glukozu za stvaranje CO: i etanola (Bekatorou
i sur., 2006). Genom haploidne stanice kvasca veli¢ine je 12 000 kb raspodijeljenih u 16
kromosoma cija veli¢ina varira od 200 kb do 2200 kb. Analizom genoma referentnog soja
S288C odredeno je 6604 otvorenih okvira Citanja (eng. open reading fragments, ORFs — dio
DNA od start do stop kodona) od kojih je 79% potvrdeno, 11% nije eksperimentalno
karakterizirano te 10% nije potvrdeno (yeastgenome.org, podatci preuzeti 18. ozujka 2020.).
Od 5188 potvrdenih otvorenih okvira Citanja, otprilike 20% kodira za enzime ukljucene u
sintezu i razgradnju stani¢nih produkata, a ostatak sudjeluje u izgradnji stanice, biosintezi
proteina te ima razne regulatorne i signalne uloge. Zbog kratkog generacijskog vremena, lakog
uzgoja koristenjem jednostavnih laboratorijskih tehnika, poznatog cijelog genoma i Cinjenice
da je jednostanicni eukariotski organizam kod kojega su mnogi fizioloski procesi slicni
procesima u humanim stanicama (npr. DNA replikacija, transkripcija, RNA procesiranje,
stanicni ciklus i njegova regulacija) kvasac Saccharomyces cerevisiae predstavlja odli¢an

modelni organizam u biokemijskim, molekularno-bioloskim i genetickim istrazivanjima.

2.2. Zivotni ciklus kvasca Saccharomyces cerevisiae
Kvasac S. cerevisiae razmnozava se pupanjem pri ¢emu se iz stanice majke diobom odvaja
stanica kéer, veliCinom manja od stanice majke. Stani¢ni ciklus kvasca S. cerevisiae iznosi
otprilike 100 minuta (Herskowitz, 1988). Geneticki materijal stanice kvasca nalazi se pohranjen
u jezgri kao viSe linearnih kromosoma, a stanice kvasca mogu postojati u haploidnom i
diploidnom obliku. Haploidni genom sastoji se od 16 kromosoma veli¢ine 200 do 2200 kb, dok
diploidni genom sadrzi 2 seta od 16 kromosoma koji Cine oko 85% ukupne koli¢ine DNA, a
ostatak cini mitohondrijska DNA (oko 10%) i ekstrakromosomski element koji se naziva 2

plazmid (Sherman, 2002). I haploidni i diploidni stanic¢ni ciklus zavrSavaju mitozom.



Stanice kvasca iskazuju razlicite tipove parenja pa tako haploidne stanice mogu biti a ili a tipa
parenja dok su diploidne stanice a/a tipa parenja. Tip parenja stanica kvasca je odreden
genetickom informacijom u lokusu MAT i haploidne stanice kvasca ispoljavaju a ili a tip parenja
u vidu receptora i feromona dok diploidne stanice kvasca ne pokazuju karakteristike ni a ni a
haploidnih stanica (Strathern i sur., 1981). Vegetativni ciklusi haploidnih i diploidnih stanica
povezani su seksualnim ciklusom, mejozom, koji zavrSava sporulacijom. Procesom mejoze i
sporulacije iz jedne diploidne stanice nastaje askus koji sadrzi Cetiri haploidne spore, dvije a i
dvije a tipa parenja. Proces mejoze i sporulacije sluze stanici za prezivljavanje nepovoljnih
uvjeta u okoliSu poput odsutnosti izvora dusika ili prisutnosti nefermentabilnih izvora ugljika
(npr. acetata). Mejoza se odvija u tri faze — rana, srednja i kasna. U ranoj fazi mejoze stanica
kvasac izlazi iz G1 faze mitoze te ulazi u S fazu kao pripremu za mejozu u kojoj se tijekom
profaze deSava replikacija DNA. Srednja faza ukljuCuje stvaranje Cetiri haploidne jezgre koje
se pakiraju u Cetiri haploidne spore te stvaranje membrane prospore. Kasna faza mejoze
zapocinje nastajanjem membrane prospore koje je vazno za sazrijevanje spora. Takoder,
dolazi do sabijanja kromatina u jezgri spora, kao i regeneracije odredenih organela. U ovoj fazi
dolazi do formiranja Cvrste staniCne stijenke koja Stiti sporu od nepovoljnih uvjeta (Neiman,
2011). Kada ponovo dode do pojave povoljnih uvjeta za razmnoZavanje, spore ulaze u proces
germinacije i ponovo se dijele mitotickom diobom (Herskowitz, 1988).

DIPLOIDNI STANICNI CIKLUS
(a/u)

‘ v / i ’ KONJUGACUA (PARENJE, KRIZANJE)

SEKSUALNI CIKLUS

MEJOZA | SPORULACUA\O w
T
2a i 2a

HAPLOIDNI STANICNI CIKLUS
(ailia)

Slika 1. Zivotni ciklus kvasca Saccharomyces cerevisiae (Grba, 2010)



2.3. Stanicna stijenka kvasca

Stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae obavija stani¢na stijenka koja iznosi otprilike 20%
suhe mase Citave stanice. Stanicna stijenka mora biti cvrsta kako bi podnijela visok
unutarstanicni tlak koji iznosi vise od 10 bara, ali i elasticna kako bi omogucila procese poput
rasta i razmnozavanja stanice te sporulacije (Ecker i sur., 2006). Takva svojstva stani¢ne
stijenke osigurava njena grada koja se sastoji od B-glukana, manoproteina i hitina. Stani¢na
stijenka ima ulogu u komunikaciji stanice s okolinom te razli¢itih enzimatskih aktivnosti
potrebnih za odrzavanje strukture stijenke. Izgradnja stanicne stijenke strogo je reguliran
proces, koordiniran napredovanjem stani¢nog ciklusa. Proteini stani¢ne stijenke zamjeéuju
uvjete okolisa te kao odgovor pokrecu kaskadu enzimatskih reakcija. Ukoliko su vanjski uvjeti
nepovoljni ili dovode stanicu u stanje stresa, enzimi stani¢ne stijenke poticu sintezu hitina kako
bi se stanica zastitila od nepovoljnih uvjeta (De Groot i sur., 2001; Klis i sur., 2006). Gradu
stanicne stijenke Cine dva odvojena sloja prikazana na slici 2. Unutarnji sloj sastoji se od
razgranatog polimera B-1,3-glukana na ciji je nereducirajuéi kraj povezan kratki lanac hitina -
1,4-glikozidnom vezom (Tepari¢ i sur., 2010). Lanac hitina graden je od otprilike 190
monomera N-acetil glikozamina medusobno povezanih B-1,4-glikozidnom vezom, sinteza hitina
u stanici odvija se djelovanjem tri enzima hitin sintaze te je strogo regulirana. Hitin ima vrlo
vaznu ulogu u odrzavanju Cvrstoce stanicne stijenke pa je njegova sinteza povecana prilikom
ostecenja stjenke kao nacin spasavanja stanice. Vanjski sloj graden je od O- i N-glikoziliranih
manoproteina koji imaju vaznu ulogu u prepoznavanju molekula koje okruzuju stanicu te tvore

zastitni sloj koji onemogucuje pristup stranim enzimima (Klis i sur., 2002).

Vanjski sloj
manoproteina

Unutarnji sloj
B-glukana

Stani¢na
stijenka

Sloj B-glukana i hitina

Stani¢na membrana

Slika 2. Grada stanicne stijenke kvasca Saccharomyces cerevisae



2.4. Proteini stanicne stijenke

Do sada je identificirano vise od 30 proteina stanicne stijenke (Ecker i sur., 2006). Oni se
uglavnom nalaze na povrsini stanicne stijenke, dok se manji dio proteina nalazi i u
unutrasnjosti. Uloga unutrasnjeg sloja manoproteina nije sasvim poznata, dok vanjski sloj
predstavlja zastitni sloj koji stiti glukansku mrezu od razaranja enzimima (Zlotnik i sur., 1984).
Iako njihova uloga nije sasvim poznata, pretpostavlja se da sudjeluju u izgradnji, pregradnji i
odrzavanju stanic¢ne stijenke tijekom rasta, razmnozavanja, sporulacije kao i mogucih drugih
dogadaja koji utjeCu na integritet stanicne stijenke (Tepari¢ i sur., 2010; Yin i sur., 2005).
Prema nacinu vezanja u stani¢nu stijenku, proteini se mogu podijeliti u dvije vece skupine.
Prvu skupinu cine nekovalentno vezani proteini ili oni vezani disulfidnim vezama na
komponente stanicne stijenke. Ovi proteini mogu se izolirati odnosno otopiti iz stani¢ne stijenke
pomocu SDS-a i merkaptoetanola pri poviSenoj temperaturi pa se nazivaju i topljivi proteini
stanicne stijenke. Drugu skupinu Cine proteini kovalentno vezani na glukan u stani¢noj stijenci,
mogu biti direktno vezani na -1,3-glukan ili indirektno preko B-1,6-glukana. Takvi proteini se
izoliraju pomocu enzima B-glukanaze nakon tretmana vrué¢im SDS-om. U ovu skupinu pripada
nekoliko vrsta proteina. GPI proteini se preko svog C-terminusa, koji sadrzi fosfatidilinozitolni
ostatak, vezu na glukansku mrezu (Ecker i sur., 2006; MrSa i Tanner, 1999). Pretpostavlja se
da neki imaju enzimsku aktivnost, dok drugi imaju strukturnu ulogu. U skupinu kovalentno
vezanih proteina spadaju i Pir — proteini (Pir — protein with internal repeats) koji su esterskim
vezama vezani na B-1,3-glukan putem bocnih lanaca aminokiselina u ponavljajucem
redoslijedu. Iz staniCne stijenke se oslobadaju blagom luZinom ili enzimom B-1,3-glukananzom
(Orlean, 2012).

2.5. Pir — proteini
Pir — proteini pripadaju grupi kovalentno vezanih proteina stanicne stijenke. Karakteriziraju ih
ponavljajuce sekvence duljine oko 11 aminokiselinskih ostataka na N — terminusu po kojima
su i dobili ime Pir — proteini (Klis i sur., 2002). U ovoj porodici identificirano je pet proteina:
Pirlp/Ccw6p, Pir2p/Hsp150p/Ccw7p, Pir3p/Ccw8p, i Pir4p/Ccw5p/Ccwl11p/Cis3p i Pir5. Svih
pet proteina dijele neke zajednicke karakteristike kao prije spomenute ponavljajuce sekvence
na N-terminusu, ali takoder i visok stupanj homologije, ne sadrze GPI sidro, intenzivno su O —
glikozilirani, bogati su serinom i treoninom te sadrze specificni signalni peptid koji se procesira
djelovanjem Kex2p proteaze (Castillo i sur., 2003; MrSa i Tanner, 1999). Takoder pokazuju
rezistenciju na biljni antifungalni protein osmotin (Yun i sur., 1997). Pir — proteini se mogu

vezati na komponente stani¢ne stijenke na dva nacina. Prvi nacin je pomoc¢u glutaminskog

6



ostatka u ponavljajucoj sekvenci QIGDGQ74VQ koji se veze na B-1,3-glutamin te nastaje
esterska veza. Ova veza je vrlo alkalno labilna, te se moZze pocijepati djelovanjem 30 mM NaOH
pri +4 °C (Ecker i sur., 2006). Drugi nacin vezanja Pir — proteina je pomocu cisteinskih ostataka
koji tvore disulfidne mostove. Pretpostavlja se da je za ugradnju Pir — proteina u stani¢nu
stijenku kvasca potrebna barem jedna od ove dvije veze (Castillo i sur., 2003). Uloga Pir —
proteina u stani¢noj stijenci je jos uvijek nerazjasnjena. Istrazivanja u kojima su deletirani geni
za ekspresiju pojedinih Pir — proteina pokazala su da mutanti koji nastaju imaju promijenjena
morfoloSka svojstva, nastaju stanice koje imaju produljeno vrijeme rasta i morfoloski su
razliCite. Ovakvi mutanti takoder su osjetljiviji na inhibitore sinteze stani¢ne stijenke (Mrsa i
Tanner, 1999). Genetskom analizom ustvrdeno je da je ekspresija ovih proteina pojacana
tijekom diobe stanice Sto ukazuje na to da imaju ulogu u stabilizaciji novonastale stanicne
stijenke koja dijeli stanicu kéer od stanice majke. Protein Pirlp/Ccw6p je visoko O-glikozilirani
protein koji ima ulogu u stabilizaciji stani¢ne stijenke. Vezan je za stani¢nu stijenku preko B-
1,3-glukana, sadrZzi osam ponavljajucih regija, a njegova ekspresija povecana je na povrsini
stanice. Veca kolicina ovog proteina nalazi se u obliku prstenaste strukture s hitinom na mjestu
odvajanja stanice kéeri od stanice majke tijekom pupanja. Protein Pir2p/Hsp150p/Ccw7p je O-
manozilirani protein vezan za stanicnu stijenku preko B-1,3-glukana pomocu disulfidnih
mostova. SadrZi deset ponavljajuih regija, a njegova ekspresija povecana je pri nepovoljnim
uvjetima poput temperaturnog Soka, oksidativnog stresa i ograni¢ene kolicine dusika (Kapteyn
i sur., 1999). Kao i Pirlp, nalazi se lokaliziran na mjestu odvajanja stanica tijekom mitoticke
diobe. Protein Pir3p/Ccw8p je O-glikozilirani, kovalentno vezan protein koji sudjeluje u
odrzavanju stabilnosti stani¢ne stijenke. Ovaj protein sadrzi osam ponavljajucih regija, a
njegova ekspresija ovisi o stanicnom ciklusu i svoj maksimum dostize u G1 fazi mitoticke diobe.
Protein Pir4p/Ccw5p/Ccw11p/Cis3p je manozilirani glikoprotein koji sadrzi dvije ponavljajuce
regije na N-terminusu. Ova ponavljajuca regija odgovorna je za vezanje Pir4 proteina u
stanicnu stijenku. Ukoliko ove regije nema, protein Pir4 veze se za staninu stijenku pomocu
disulfidnih mostova, a ne kovalentno na B-1,3-glukan. Protein Pir5 je Clan porodice Pir —
proteina, sadrzi Cetiri ponavljajuce regije, a njegova funkcija nije potpuno poznata. Lokaliziran
je u endoplazmatskom retikulumu i vakuoli, a pretpostavlja se da ima ulogu u sporulaciji
(Castillo i sur., 2003; Ecker i sur., 2006; Sumita i sur., 2005, yeastgenome.org). Veli¢ina
pojedinog Pir — proteina i molekulska masa prikazana je u tablici 1.



Tablica 1. Vrste Pir — proteina i njihova veli¢ina, broj aminokiselinskih ostataka i
ponavljajucih regija (yeastgenome.org, Ecker i sur.,2006)

y Broj Broj ponavljajucih
Pir - protein Velicina (Da) aminokiselinskih e
regija
ostataka
Pirlp/Ccwép 34621.0 341 8
Pir2p/Hsp150p/Ccw7p 41054.6 413 10
Pir3p/Ccw8p 33001.8 325 8
Pir4p/Ccw5p/Ccw11p/Cis3p 23233.8 227 1
Pir5 30221.7 287 4

2.6. Protein Sprl

Protein Sprl pripada skupini proteina koji su eksprimirani u specificnim fazama tijekom
sporulacije (eng. Spr — sporulation regulated). Vecina ovih proteina regulirana je na razini
transkripcije, a regulacija ne ovisi o vanjskim uvjetima poput nedostatka dusika ve¢ o
specifi¢noj fazi sporulacije (Holaway i sur., 1987). Protein Sprl sadrzi 445 aminokiselinskih
ostataka, veliCine je 51796,8 Da, a njegova izoelektri¢na tocka je pri 5,61 (yeastgenome.org).
Analizom sekvence gena kvasca Saccharomyces cerevisae otkriveno je da ovaj gen ima
znacajnu homologiju s genom EXG1 koji kodira za izozime egzo-1,3-B glukanaze nazvane Exgl
i ExgII. Ovi izozimi imaju ulogu u hidrolizi B-O-glikozidne veze na nereduciraju¢im krajevima
polimera glukana. Bududi da su ovi geni eksprimirani tijekom odredene faze stanic¢nog ciklusa,
pretpostavlja se da sudjeluju u modifikaciji stani¢ne stijenke za vrijeme stanic¢ne diobe. Mutanti
koji ne sadrZze gen SPR1 nemaju visoku razinu aktivnosti egzo-1,3-B glukanaze te su njihove
spore manje otporne na temperaturne promjene od stanica kvasca divljeg tipa. Produkti ovog
enzima imaju ulogu u modifikaciji veza izmedu glukana u stanicnoj stijenci askospora. Mutanti
koji nemaju ovaj gen stvaraju spore jednakom ucinkovitos¢u kao i stanice divljeg tipa,
medutim, analizom spora mutanata uoceno je da one gube vitalnost pri 42 °C znacajno ve¢om
brzinom. Pretpostavlja se da mutirane stanice imaju manju termorezistenciju zbog defekata u
stanicnoj stijenci koji nastaju zbog manjka aktivnosti Sprl egzo-B-glukanaze (Muthukumar i
sur., 1993).



3. MATERIJALI I METODE

3.1.

MATERIJALI
3.1.1. Kemikalije

Agar, agaroza, baktotripton, pepton, kvascev ekstrakt, natrijev klorid, ampicilin,
higromicin, glukoza

Deoksiribonukleotidi, standardi za DNA elektroforezu

3.1.2. Enzimi
Tag polimeraza
Restrikcijske endonukleaze (HindIII, BglI i Pvul)

3.1.3. Otopine i puferi
Litijev acetat

50x koncentrirani TAE pufer
Etidij bromid

50%-tna otopina PEG-a

3.1.4. Soj bakterije

Bakterija koriStena za transformaciju plazmidom pYM16 i umnazanje plazmida je Escherichia
coli, DH5a, genotipa F- ®80d/acZAM15 A(/acZYA-argF)U169 dedR recAl endAl hsaR17(rk -,

mk + )

PhoA supE44 N- thF1 gyrA96 re/Al (Life Technologies).
3.1.5. Soj kvasca

Za transformaciju kvasca koristeni su sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae navedeni u
tablici 2.

Tablica 2. Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae koristeni za transformaciju

IME GENOTIP IZVOR

BMA41 | MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1A Baudin-Baillieu i sur.,

divlji tip | can1-100 MCB 1997; R. Rahmouni
lab

BMA41 | MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1A Mosrin-Huaman i sur.,

rrpb can1-100 rrp6:KanMX4 MCB 2009; R. Rahmouni
lab

diviiji t

JHY222 | MATa/MATaHAP1/HAP1MKT1(D30G)/MKT1(D30G) Lardenois i sur., PNAS

ip | RME1(INS308A)/RME1(INS308A)TAO3(E1493Q)/TAO | 2011
3(E1493Q)




3.1.6. Hranjive podloge za uzgoj bakterije Escherichia coli
Za uzgoj bakterije koriStena je kruta i tekuéa LB podloga. Tekuéa LB podloga priprema se
dodatkom 10 g/L baktotriptona, 5 g/L kvasCeva ekstrakta i 5 g/L NaCl. Kruta LB podloga
priprema se na isti nacin uz dodatak 15 g/L agara. Obje podloge se steriliziraju te se nakon

sterilizacije u podlogu dodaje antibiotik ampicilin u koncentraciji od 100 ug/mL.

3.1.7. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae
Za uzgoj kvasca koristena je kruta i tekuca YPD podloga. Tekuéa YPD podloga priprema se
dodatkom 20 g/L peptona, 10 g/L kvasceva ekstrakta i 20 g/L glukoze. Kruta YPD podloga
priprema se na isti nacin uz dodatak 15 g/L agara. Obje podloge se steriliziraju te se nakon

sterilizacije u krutu YPD podlogu dodaje antibiotik higromicin B u koncentraciji od 300 pg/mL.
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3.1.8. Plazmid pYM16
Plazmid pYM16 je kruzna molekula DNA veli¢ine 4401 parova baza koja sadrzi hemaglutininsku
oznaku (HA) te regije koje omogucuju rezistenciju na antibiotike ampicilin (AmpR) i higromicin
B (hph). Ove regije prikazane su na slici 3. crvenim strelicama. Na slici su takoder prikazana
mjesta cijepanja restrikcijskih enzima opisanih u poglavlju 3.2.3. Restrikcijska analiza

plazmidne DNA.

Pvu

pYM16
4401 bps

m
o

Maotl
Slika 3. Mapa plazmida pYM16 s oznacenim regijama za ampicilin (AmpR), higromicin B (hph) i

hemaglutininsku oznaku (6HA) te mjestima cijepanja restrikcijskih enzima HindIII, Bgll i Pvul.

Navedene oznake i enzimi su oznaceni crvenim slovima.
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3.1.9. Pocetnice
Pocetnice su kratki lanci nukleotida koji se konstruiraju kako bi bili komplementarni poc¢etnom
i krajnjem slijedu nukleotida na dijelu DNA koji se zeli umnoziti. Konstrukcija pocetnica
provedena je prema radu Janke i sur.,2004. Pocetnice su konstruirane za 4 razlicita gena i

prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Pocetnice koristene za umnazanje dijela plazmida pYM16

GAACTCAATGTAATGCAGTCCACCT ACAAGCTATCGATTTGCTCAACTGTCGTA
for | CGCTGCAGGTCGAC
PIRI TACGATGACTTTATGTTTTCATGCGACTATGAGAGGTAMCTTATGATTAATCG
rev | ATGAATTCGAGCTCG
GTTCTCAGTGCCATGAAGTTTATTTGCAAGCTATAGATTTAATTGACTGTCGTA
for | CGCTGCAGGTCGAC
PIR3 AATTCGTGAAGTTAAAGGAGGACGACT CCGATTGATCGATGCATCGTTCAATC
rev | GATGAATTCGAGCTCG
GGCCAGTGCAATCCCGTTCATTTACAAACAGTTGGTCTCGTCGATTGTCGTAC
for | GCTGCAGGTCGAC
PIRS TTTTTGAAGTACAATCAAGACCTGCAAGATTATAATGTTGGTGATTCAATCGAT
rev | GAATTCGAGCTCG
ACATTTTTCCGCAACCTATCAACGATAGGAAATATCCTAACCAATGTCATCGTA
for | CGCTGCAGGTCGAC
SPRI ATAATAATCATCACATTCCCAAGACCTTAAATATATGCCACAAAATTTCAATCG
rev | ATGAATTCGAGCTCG

12



3.2. METODE

3.2.1. Transformacija kompetentnih stanica bakterije Escherichia coli
U 50 pL otopine kompetentnih stanica bakterije £. co/i dodano je 0,5 pL plazmida koji sadrZi
oko 0,5 ng DNA. Smijesa se inkubira na ledu 20 minuta, nakon cega slijedi temperaturni Sok
na 42 °C u trajanju od 1 minute. Nakon toga smjesa se ponovo stavlja na led 2-3 minute,
dodaje se 950 WL tekuée LB podloge i inkubira na 37 °C oko 1 sat. Nakon inkubacije, stanice
se nacjepljuju na krutu LB podlogu s dodanim ampicilinom te se inkubiraju na 37 °C preko

nodi.

3.2.2. Izolacija plazmidne DNA
Umnazanje transformiranih stanica bakterije £. coli provedeno je u tekucoj LB podlozi s
dodatkom 100 pg/mL ampicilina. Izolacija plazmidne DNA iz kompetentnih stanica bakterije
provedena je koristenjem seta Monarch® Plasmid Miniprep Kit prema uputama proizvodaca.

3.2.3. Restrikcijska analiza plazmidne DNA
Za provjeru plazmida koristena je restrikcijska analiza u kojoj su koriStene restrikcijske
endonukleaze HindIII, Bgll i Pvul. U reakcijsku smjesu dodaje se 1 uL plazmidne DNA (konc.
300 ng/uL), 1 uL TAE pufera, 1 L restrikcijske endonukleaze i do 10 uL deionizirane vode.

3.2.4. DNA elektroforeza

Za DNA elektroforezu pripremljen je 1%-tni agarozni gel. Priprema gela ukljucuje otapanje 0,4
g agaroze u 40 ml TAE pufera kuhanjem do vrenja te izlijevanjem u kadicu za horizontalnu
elektroforezu. Uzorci za elektroforezu pomijeSaju se s bojom za uzorke (Gel loading dye,
purple, NEB) nakon Cega se uzorci nanesu na gel, u jazice, potopljen u TAE puferu u kadici za
elektroforezu. Elektroforeza se provodi pod naponom struje jacine 90 V u trajanju od 90
minuta. Po zavrSetku DNA elektroforeze, agarozni gel s uzorcima stavlja se u otopinu etidij-
bromida 10-15 minuta nakon cCega se gleda pod UV svijetlom. Uzorci su vidljivi kao crte u gelu
te se odreduje njihova veli¢ina u usporedbi sa standardima.
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3.2.5. Odredivanje koncentracije plazmidne DNA
Koncentracija izolirane plazmidne DNA izracunata je fluorimetrijskom metodom koristenjem
Invitrogen Qubit fluorometra prema uputama proizvodaca i koristenjem standardnog seta

kemikalija. Izmjerena koncentracija plazmida je 300 ng/pL.

3.2.6. Lancana reakcija polimerazom (PCR)
Lancana reakcija polimerazom (eng. PCR — polymerase chain reaction) provodi se kako bi se
umnozio slijed nukleotida koji sadrzi higromicinski marker i hemaglutininsku oznaku — PCR
produkt. Za svaki uzorak napravljeno je 5 PCR smjesa, a sastav reakcijske smjese za 1 epruvetu
naveden je u tablici 4.

Tablica 4. Sastav reakcijske smjese za lancanu reakciju polimerazom

otopine Volumen u 50 pL reakcijske smjese
PCR pufer 10x konc. 5puL

10mM dNTPs 1,75 pL

10mM F-primer 3,2 UL

10mM R-primer 3,2 UL

Plazmid pYM16 (30ng) 2 L

Tag polimeraza 0,5 uL

voda 34,35 L

ukupno 50 uL

Protokol za lan€anu reakciju polimeraze provodi se u nekoliko koraka. Prvi korak je denaturacija
DNA na 95 °C u trajanju od 4 minute. Zatim slijedi drugi korak koji se ponavlja u 35 ciklusa.
Drugi korak sastoji se od a) denaturacije lanaca pri ¢emu se dobivaju jednolancani kalupi na
95 °C 30 sekundi, b) komplementarno sparivanje pocetnica pri 55 °C 30 sekundi i c) sinteza
komplementarnog lanca djelovanjem Tag polimeraze pri 68 °C u trajanju od 2 minute i 30
sekundi. Tredi korak je konacna sinteza u trajanju od 10 minuta na 72 °C.
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3.2.7. Procis¢avanje PCR produkta
Procis¢avanje PCR produkta provedeno koristenjem Nucleospin® Gel and PCR Clean Up seta

prema uputama proizvodaca.

3.2.8. Transformacija kvasca S. cerevisiae metodom pomocu litijevog acetata
(LIAc metodom)

Stanice kvasca uzgojene su u tekucoj YPD podlozi do logaritamske faze rasta te se oko 10 OD
jedinica odvaja od podloge centrifugiranjem 5 minuta na 3000 o/min. Supernatant se baci, a
talog kvascevih stanica se ispire najprije sa sterilnom destiliranom vodom, a zatim sa 0,1 M
litijevim acetatom. Nakon ispiranja na talog se redom dodaje: 240 uL 50%-tnog PEG-a, 36 L
1 M LiAc, 25 yL jednolan¢ane DNA (,DNA carrier"), 45 pyL PCR produkta i 5 pL sterilne
destilirane vode. Smjesa je zatim vorteksirana do homogenosti i inkubirana u termobloku 30
minuta na 30 °C nakon Cega je slijedio temperaturni Sok na 42 °C u trajanju od 20 minuta.
Uzorak se zatim centrifugira 15 sekundi na 8000 o/min, supernatant se uklanja, a talog se
resuspendira u 5 ml YPD podloge. Nakon inkubacije kvasca na tresilici pri 30 °C 4 sata stanice
kvasca se centrifugiraju 5 minuta na 3000 o/min, resuspendiraju u 100 pL sterilne destilirane
vode te se nacijepe na krutu YPD podlogu koja sadrzi antibiotik higromicin i inkubiraju pri 30
°C do porasta kolonija (3 dana).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog eksperimentalnog rada bio je obiljeziti Cetiri proteina stani¢ne stijenke — Pirl1, Pir3,
Pir5 i Sprl s hemaglutininskom oznakom kako bi omogucili njihovo pracenje tijekom razlicitih
faza Zivotnog ciklusa u daljnjim eksperimentima. Hemaglutininska oznaka, kao i higromicinski
marker sadrzani su u plazmidu pYM16 izoliranom iz bakterije £. coli Kako bi se omogudilo
pracenje proteina Pir3, Pir5 i Sprl i njihova usporedba u mitozi i mejozi HA oznaka je dodana
iza tih proteina u divljem soju kvasca S. cerevisiae JHY222 koji je diploidan soj. Za usporedbu
razine proteina Pirl i Pir3 u logaritamskoj i stacionarnoj fazi dodana je HA oznaka iza tih

proteina u haploidnim sojevima BMA41 divljeg tipa i BMA41 rrp6 mutanta.

4.1. Provjera prisutnosti izoliranog plazmida pYM16 restrikcijskom

analizom
Nakon izolacije plazmida pYM16 iz bakterije £. coli koriStenjem metode koja je opisana u
materijalima i metodama poglavlje 3.2.2., napravljena je restrikcijska analiza s tri enzima,
HindIII, BglI i Pvul kako bi se provjerila uspjesSnost izolacije i prisutnost plazmida pYM16.
Nastali fragmenti razdvojeni su gel elektroforezom u agaroznom gelu. Restrikcijska
endonukleaza HindIII cijepa plazmid na jednom mjestu kojim se dobiva linearna molekula DNA
veli¢ine 4401 parova baza (pb). BglI i Pvul su restrikcijske endonukleaze koje cijepaju plazmid
na dva mjesta, cijepanjem enzimom BglI dobivaju se fragmenti dugi 1251 pb i 3150 pb te

cijepanjem enzimom Pvul se dobivaju fragmenti dugi 2457 pb i 1994 pb.

1. 2. 3.

Veliina standarda:

10 kb

8kb
6 kb

28

3kb

YYVVYYY

2kb
1,5kb >

1kb

0,5 kb .

Slika 4. Provjera prisutnosti plazmida restrikcijskom analizom s enzimima 1. HindIII, 2. BglI
i 3. Pvul
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Slika 4. prikazuje provjeru prisutnosti plazmida pYM16 nakon restrikcijske analize enzimima
HindIII, Bgll i Pvul. Na 1%-tnom agaroznom gelu vidljive su vrpce veli¢ine oko 4000 pb u
prvom stupcu, zatim vrpce veli¢ine oko 1000 pb i 3000 pb u drugom stupcu te dvije vrpce
veli¢ine oko 2000 pb u tre¢em stupcu. Time je potvrdeno da je izolirani plazmid upravo pYM16.
Za transformaciju kvasca potrebno je umnoziti HA oznaku i higromicinski marker iz izoliranog

plazmida.

4.2. Lancana reakcija polimerazom
Umnazanje dijela plazmida koji sadrzi hemaglutininsku oznaku (HA) i regiju odgovornu za
rezistenciju na higromicin provedeno je lan¢anom reakcijom polimeraze, PCR-om. Napravljena
su Cetiri razlicita PCR-a s pocetnicama koje odgovaraju genima iza kojih se dodaje
hemaglutininska oznaka, a to su PIR1, PIR3, PIR5i SPR1.

Velifina standarda:

10 kb

Bkb
& kb

a8

3kb
2kb )
1,5kb

lkb

0,5 kb

Slika 5. Provjera uspjesnosti produkata lanCane reakcije polimerazom 1. PCR produkt

PIR1-HA, 2.PCR produkt PIR3-HA, 3.PCR produkt PIR5-HA i 4.PCR produkt SPRI-HA
Dodavanje HA oznake iza gena PCR metodom je brza i Siroko koristena metoda za oznacavanje
proteina /n vivo u kvascu Saccharomyces cerevisiae (Janke i sur., 2004). Slika 5. prikazuje
provjeru uspjesnosti produkata lancane reakcije polimerazom. UspjeSnost PCR reakcije
provjerena je na 1%-tnom agaroznom gelu na kojem su vidljive vrpce veli¢ine oko 2000 parova
baza Sto odgovara velicini PCR — produkta te na temelju toga zakljuCujemo kako je lancana

reakcija polimerazom uspjesno provedena.
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4.3. Transformacija kvasca Saccharomyces cerevisiae

Transformacija je provedena u soju kvasca BMA41 divljeg tipa i BMA41 rrp6 mutanta te soju
JHY222 divljeg tipa. U soj BMA41 divlji tip i mutant /706 dodana je HA oznaka iza proteina Pirl
i Pir3, dok je u soj JHY222 divljeg tipa HA oznaka dodana iza proteina Pirl, Pir5 i Sprl.
Transformirani kvasac nacijepljen je na hranjivu podlogu s antibiotikom higromicinom. Na
plo¢ama koje sadrze ovaj antibiotik naraslo je izmedu 30 i 60 kolonija za svaku transformaciju
Sto je prva potvrda o uspjesno provedenoj transformaciji. Ovim eksperimentom je dobiveno
sedam novih sojeva kvasaca Ciji je genotip naveden u tablici 5. Slika 6. prikazuje hranjivu
podlogu s poraslim kolonijama transformiranog kvasca soja JHY222 divljeg tipa u kojemu je
dodana HA oznaka iza proteina Pir5.

Slika 6. Porasle kolonije nakon transformacije kvasca soja JHY222 divljeg tipa s produktom
PCR-a dobivenog pocetnicama PIRS5 for i PIR5 rev.
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Tablica 5. Genotip konstruiranih sojeva kvasaca.

IME GENOTIP

BMA41 wt MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1A can1-100 PIR1-HA
PIR1-HA

BMA41 rrp6 | MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1A can1-100 rrp6::KanMX4
PIR1-HA PIR1-HA

BMA41 wt MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1A can1-100 PIR3-HA
PIR3-HA

BMA41 rrp6 | MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1A can1-100 rrp6::KanMX4
PIR3-HA PIR3-HA

JHY222 wt | MATa/MATaHAP1/HAP1MKT1(D30G)/MKT1(D30G)

PIR3-HA RME1(INS308A)/RME1(INS308A)TAO3(E1493Q)/TAO3(E1493Q) PIR3-HA
JHY222 wt | MATa/MATaHAP1/HAP1MKT1(D30G)/MKT1(D30G)

PIR5-HA RME1(INS308A)/RME1(INS308A)TAO3(E1493Q)/TAO3(E1493Q) PIR5-HA
JHY222 wt | MATa/MATaHAP1/HAP1MKT1(D30G)/MKT1(D30G)

SPR1-HA RME1(INS308A)/RME1(INS308A)TAO3(E1493Q)/TAO3(E1493Q) SPR1-HA

Transformacija kvasca provedena je po postupku objasnjenom u poglavlju 3.2.8.
Transformacija kvasca S. cerevisae metodom pomocu litijeva acetata. Transformanti kvasca
sadrze HA oznaku iza gena koji kodiraju za proteine Pir1, Pir3, Pir5 i Sprl te marker za antibiotik
higromicin koji omogucéava rast transformanata na selektivnoj podlozi koja sadrzZi ovaj
antibiotik. Porastom kolonija transformanta na selektivnoj podlozi (slika 6.) zaklju¢ujemo kako
je transformacija kvasca uspjesna, medutim dobivene transformante potrebno je dodatno

provjeriti.

Transformanti se mogu provjeriti uporabom Western blot metodom. Western blot ili imunoblot
je metoda koja se Cesto koristi za odvajanje i identifikaciju proteina. Ova metoda sastoji se od
tri koraka kojima prethodi izolacija proteina prema protokolu ovisnom o tipu stanice iz koje se
protein izolira. Nakon izolacije slijedi razdvajanje proteina na temelju veli¢ine. Razdvajanje
proteina provodi se SDS elektroforezom. Izolirani proteini tretiraju se SDS puferom c¢ime
postaju negativno nabijeni Sto omogucava kretanje u elektricnom polju. Proteini vece
molekulske mase krecu se sporije kroz mrezu gela, dok se oni manje molekulske mase kre¢u
brze te se na taj nacin vrsi razdvajanje proteina na temelju velicine. Sljedeéi korak je prijenos
razdvojenih proteina na nitroceluloznu membranu. Prijenos se provodi pomocéu elektricnog

polja orijentiranog okomito na povrsinu gela zbog ¢ega se proteini krecu prema pozitivnom

19



naboju te se vezu za membranu nekovalentnim vezama. Prije tre¢eg koraka provodi se
blokiranje membrane kako ne bi doSlo do nespecificnog vezanja antitijela na prazna mjesta u
membrani. Treéi korak ukljucuje obiljezavanje ciljanog proteina primjenom odgovarajuceg
primarnog i sekundarnog antitijela za vizualizaciju. Primarno antitijelo dodaje se na membranu
te se veze za ciljani protein. Ukoliko primarno antitijelo nije obiljeZzeno, dodaje se sekundarno
oznaceno antitijelo koje se veze za primarno u kompleks koji se detektira. Ovako oznaceni
protein moZe se detektirati na razlicite nacine od kojih je najéeSci upotreba antitijela
konjugiranih peroksidazom iz hrena koja stvara produkt iz kojeg se oslobadaju fotoni svjetla.
Fotoni se detektiraju pomoc¢u rendgenskog filma koji se razvija u tamnoj komori. Na ovaj nacin
moguce je provesti istovremenu detekciju proteina i kvantifikaciju njegove ekspresije
(Mahmood i Yang, 2012).
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5. ZAKLJUCAK

1) Uspjesno je provedena transformacija kompetentnih stanica bakterije Escherichia coli
te izolacija plazmidne DNA pYM16

2) Uspjesno je provedeno umnazanje hemaglutininske oznake i higromicinskog markera

metodom lancane reakcije polimeraze

3) UspjeSno je provedena transformacija razliitih sojeva kvasca Saccharomyces

cerevisiae metodom transformacije pomocu litijevog acetata (LiAc).
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoyj izradi nisam

Koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

ki 2
\ \( tea )\\/\C\\‘\,\\‘)\’\C.\_

Matea Skarupka



