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1. UvOD

Kvasac Saccharomyces cerevisiae je zbog svojih brojnih poZeljnih karatkeristika idealan
modelni organizam za proucavanje brojnih biokemijskih procesa u stanicama. Ovaj
jednostanicni eukariot odlikuje jednostavan zivotni ciklus, kratko generacijsko vrijeme te
izmjene haploidne i diploidne generacije. Stani¢na stijenka kvasca ekstracelularna je struktura
koja stanici pruza mehanic¢ku ¢vrstocu, daje joj oblik, te osigurava osmotsku stabilnost (Smith
i sur., 2000), a omogucuje stanici komunikaciju sa okolinom. Stani¢nu stijenku sacinjavaju
dva sloja, prvi je graden od hitina i glukana i pruza stanici mehani¢ku ¢vrstocu, a drugi sloj je
graden od manoproteina kojih je do sada u stijenci pronadeno visSe od 30. Neki od
manoproteina imaju glikozidaznu i transglikozidaznu aktivnost, ali funkcija vecéine
manoproteina stijenke i dalje je nepoznata. Proteini mogu u stani¢nu stijenku biti vezani
nekovaletno 1 kovalentno. Nekovalentno vezani proteini izoliraju se pomocu vru¢eg SDS-a u
reducirajué¢im uvjetima (Mrsa i sur., 1997), a kovaletno vezani proteini se mogu izolirati na
dva nacina. Prvi je pomoc¢u enzima glukanaza kojima se izoliraju proteini vezani preko
ostatka GPI sidra. Drugi nacin izolacije je ekstrakcijom pomocu 30mM NaOH kojim se
izoliraju PIR proteini vezani za glukan stijenke esterskom vezom osjetljivom na hidrolizu
pomoc¢u NaOH.

Jedan od najzastupljenijih proteina stani¢ne stijenke je protein Scw4p ¢ija uloga je i dalje
nepoznata. Zbog visokog stupnja homologije s glukanazama viSih biljaka 1 funga
pretpostavlja se da ima sliénu enzimatsku aktivnost, no kataliticka aktivnost in vitro nije
dokazana. lako se najprije svrstavao u nekovaleno vezane proteine koji se iz stijenke mogu
izolirati vru¢im SDS-om, pronadeno je kako je odredeni dio Scw4p vezan i kovalentno te da
se moZze izolirati pomoc¢u 30mM NaOH (Tepari¢ 1 sur., 2007). Budu¢i da se izolira na isti
nacin kao i PIR proteini pretpostavka je bila kako je mehanizam vezanja takoder jednak.
Naime, PIR proteini sadrze tzv. PIR ponavljajuc¢i motiv (dio sekvence) koji je odgovoran za
kovalentno vezanje u stani¢nu stijenku. Takav motiv nije pronaden u genu SCW4, no
pronaden je dio sekvence koji je slican tom motivu. Stoga je pretpostavljeno da bi ta sekvenca
mogla biti odgovorna za kovalentno vezanje Scw4p u stijenku kvasca. Kako bi se ova
pretpostavka ispitala u ovom radu se uvodi mutacija u gen SCW4 pomoc¢u PCR metode
,megapocetnice”. Mutaciju sacinjava delecija regije od 48 pb koja sadrzi spomenutu
sekvencu koju smo na ta nacin izbacili iz gena. Nakon toga je provedena izolacija mutiranog i
nativnog oblika Scw4p iz stani¢ne stijenke na dva nac¢ina: pomoc¢u SDS-a i NaOH s ciljem
potvrde dvojakog naina vezanja proteina Scw4p u stani¢nu stijenku kvasca 1 potencijalne
uloge deletiranog dijela sekvence u kovalentnom vezanju ovog proteina u stijenku.



2.LITERATURNI PREGLED

2.1 Saccharomyces cerevisiae
Jednostani¢ni eukariot S. cerevisiae svrstan u carstvo gljiva, od davnina se Kkoristi u
pekarstvu i proizvodnji alkohola, a zbog svojih pozeljnih karakteristika se ¢esto koristi
i za istrazivanje zivotnih procesa eukariotskih stanica. ldealan je modelni organizam
za eksperimentalna istrazivanja biokemijskih procesa eukarotskih stanica jer ga
karakterizira jednostavan zivotni ciklus, kratko generacijsko vrijeme, jeftin te
jednostavan uzgoj kao i laka geneticka manipulacija.

2.2 Grada stani¢ne stijenke kvasca

Stanice kvasca S. cerevisiae obavija ¢vrsta ali ujedno i elasti¢na struktura, stani¢na
stijenka, koja ima vrlo vaznu ulogu u stanici. Stani¢na stijenka kvasca ekstracelularna
je struktura koja stanici pruza mehani¢ku ¢vrsto¢u, daje joj oblik, te osigurava
osmotsku stabilnost (Smith i sur., 2000) buduci da predstavlja selektivnu barijeru kroz
koju razli¢ite molekule ulaze i izlaze iz stanice (Klis,1994; Cid i sur.,1995). Takoder
ima ulogu 1 u komunikaciji stanice sa okolinom, a iako je ¢vrsta ujedno je i fleksibilna
struktura §to je veoma bitno za mnoge funkcije kao Sto su razmnozavanje, pupanje,
transport i interakcija medu stanicama.

Stani¢na stijenka ¢ini oko 20 % suhe tvari stanice, a u svom sastavu sadrzi do 90 %
ugljikohidrata i oko 10% proteina (Fleet,1991; Ruiz-Herrera,1992; Orlean,1997).
Gradu stani¢ne stijenke Cine polisaharidni polimeri: glukan, hitin i manoproteini kao
Sto je prikazano na Slici 1. Elektronska mikografija pokazuje njenu dvoslojnu
strukturu pri ¢emu se na unutranji sloj izgraden od umrezenih polisaharida
nadograduje zastitini vanjski sloj od manoproteina. Unutarnji sloj izgraden od B-1,3-
glukana (50% mase stijenke), B-1,6-glukana (5%mase stijenke) i hitina (1-2%mase
stijenke), odgovoran je za mehani¢ku i osmotsku stabilnost (Tepari¢, 2005). Vanjski
sloj sastavljen od manoproteina (35% mase stijenke) odreduje povrSinska svojstva
stijenke, a ujedno ima i protektivnu ulogu.

Mannoproteins

(linkers)
p,1-3 glucan
Chitin (skeleton)

Slikal. Shematski prikaz grade stani¢ne stijenke (www.abdn.ac.uk. Pristupljeno
25.lipnja.2015.)
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2.3. POLISAHARIDI STANICNE STIJENKE

Ugljikohidratni dio stani¢ne stijenke (90%) Cine tri polisaharidna polimera: glukan, hitin 1
manan

GLUKAN

Sa udjelom ve¢im od 50% mase stijenke, glukan je najzastupljeniji polisaharid stani¢ne
stijenke kvasca. Stani¢na stijenka sadrzi dvije vrste glukana: B-1,6-glukan i p-1,3-glukan koji
¢ini gotovo polovicu mase stani¢ne stijenke. Glukan ¢ini unutarnji sloj stani¢ne stijenke, Koji
setakoder sastoji od dva dijela: vlaknastog unutarnjeg dijela i amorfnog vanjskog sloja.
Unutarnji vlaknasti sloj izgraduje B-1,3-glukan zajedno s hitinom i tako stijenci daje ¢vrstocu
i oblik. Molekule B-1,3-glukana izgradene su od oko 1500 glukoznih jedinica medusobno
povezanih B-1,3-glikozidnom vezom, a samo 50-ak glukoznih ostataka je ukljuc¢eno u
grananje preko C6 atoma. B-1,3-glukan kovalentno je vezan na ostale stanicne komponente
tako da su njegovi nereducirajuci krajevi unakrsno vezani s reduciraju¢im krajevima hitinskih
lanaca preko beta-1,4-glikozidne veze (Lesage i Bussey, 2006). Manje zastupljen glukan sa
udjelom od samo 5% u stijenci, koji izgraduje vanjski amorfni sloj, je vodotopljivi razgranati
polimer B-1,6-glukan. Sastavljen je od oko 140 glukoznih ostataka povezanih fB-1,6-
glikozidnom vezom. Kovalentno je vezan na B-1,3-glukan, hitin i manoproteine i time
povezuje sve komponente stani¢ne stijenke pa utjece na strukturu i stabilnost stani¢ne stijenke
(Lipke i Ovalie, 1998). Takoder moZe imati i ulogu akceptora za vezanje hitina posebice u za
stanicu stresnim uvjetima.

HITIN

Hitin se u stani¢noj stijenci pojavljuje u obliku linearnih lanaca N-acetilglukozamina
povezanih B-1,4-glikozidnom vezom. Prevladava u oziljcima koji zaostaju nakon pupanja
stanice kvasca (Cabib i Duran, 2005.). Unato¢ tome $to hitin ¢ini svega 1-2% suhe mase
stani¢ne stijenke, on ima vaznu strukturnu ulogu u stijenci. Stoga u stanicama s oslabljenom
stijenkom, kao spaSavaju¢i mehanizam se aktivira sinteza hitina ¢ija razina u bo¢nim
zidovima takvih stanica moze biti i do 20% suhe mase stijenke (Garcia-Rodriguez i
sur.,2002). Sinteza hitina u S. cerevisiae je strogo regulirana (Cabib i sur.,2001) i ukljucuje tri
hitin sintaze, a ugradnja hitina se u normalnim uvijetima odvija nakon citokineze. Procjenjuje
se da je duljina hitinskih lanaca u oziljcima pupova i stani¢noj stijenci izmedu 100 1 190 N-
acetilglukozaminskih ostataka (Klis i sur., 2002).

MANAN

Manan je razgranati polisaharid sa udjelom u stijenci od 35%. Predstavlja ugljikohidratni dio
molekula manoproteina koji su smjeSteni u vanjskom sloju stani¢ne stijenke kvasca.
Manoproteini su proteini na koje su kovalentno vezani ugljikohidratni lanci u procesu
postsinteteske glikozilacije. Ugljikohidratni dio ovih glikoziliranih proteina moze ¢initi od 50-
95% njihove molekulske mase. Medusobno se razlikuju po tipu glikozilacije: N-glikozilacija
asparginskih ostataka ili O-glikozilacija serinskih ili treoninskih ostataka. Obje glikozilacije



su neophodne za rast stanica kvasca te poremecaji u procesima glikozilacije imaju letalan
ucinak na stanicu.

2.4. PROTEINI STANICNE STIJENKE

Proteini ¢ine 10% sadrzaja stani¢ne stijenke kvasaca, a nalaze se u obliku manoproteina kojih
je dosad u stijenci identificirano vise od 30. Funkcija vecéine proteina je joS uvijek nepoznata,
a za neke su istrazivanja pokazala da njihovim uklanjanjem iz stani¢ne stijenke nema
znacajnijih posljedica na oblik ili osmotsku stabilnost stanice. Iako to¢na fizioloska uloga
velikog broja proteina stijenke nije poznata, smatra se da su proteini odgovorni za povrsinska
svojstva stijenke kao S$to su hidrofobnost i elektri¢ni naboj kao i za odrzavanje interakcija
izmedu stanica u procesima aglutinacije i flokulacije. Analizom proteina ustanovljeno je kako
se prema nacinu vezanja mogu podijeliti u dvije skupine, a sam nacin vezanja proteina je
shematski prikazan na Slici 2. Proteini vezani nekovalentno na B-1,3-gukan ¢ine jednu
skupinu. Ti proteini se mogu izolirati pomocu vru¢eg SDS-a uz dodatak merkaptoetanola.
Drugu skupinu ¢ine proteini koji zaostaju na stani¢noj stijenci nakon izolacije nekovalentnih
proteina, a na glukanski sloj su vezani kovalentno. Oni se mogu podijeliti u jo§ dvije
podskupine, na tzv. GPI proteine te Pir-proteine, buduéi da se mogu izolirati na dva nacina
ovisno o vrsti vezanja na stijenku. GPI proteini vezani su preko glikozilfosfatidilinozitolnog
ostatka (GPI sidra) na B-1,6-glukan, a iz stijenke se uglavnom ekstrahiraju tretmanom sa
glukanazama. Pir-proteini su za glukan vezani esterskom vezom izmedu gama-karboksilne
grupe specificnog ostatka glutaminske kiseline proteina, koja se nalazi unutar ponavljajuce
sekvence koja je specifi¢na za ovaj tip proteina, te hidroksilne grupe glukoze iz -1,3-glukana
stijenke (Ecker 1 sr.,2006). Ovi proteini se ekstrahiraju pomo¢u NaOH (Mr3a i Tanner, 1997.)
jer je veza alkalno labilna.
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Slika 2. Shematski prikaz vezanja proteina u stani¢nu stijenku kvasca (www.genetics.org.

Pristupljeno 25.lipnja.2015.)
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Nekovalentno vezani proteini stanic¢ne stijenke

Ovi proteini se vezu prvenstveno vodikovim vezama na glukan te disulfidnim mostovima na
druge proteine stijenke. Cine 80% ukupnih proteina stijenke i nose oko 10 % ukupnog
manana. Pretezito su O-glikozilirani (MrSa i sur., 1999.) i ravnomjerno distribuirani kroz
stani¢nu stjenku (Klis i sur., 2006.). Dosad je iz stijenke izolirano i prociS¢eno 10-ak
nekovalenetno vezanih proteina, ¢ija fizioloSka uloga nije u cijelosti objasnjena. Prvi protein
ove skupine koji je pro¢is¢en te mu je analizirana primarna struktura je Bgl2p. Taj protein,
ovisno 0 koncentraciji supstrata u in vitro testu pokazuje endoglukanaznu ili
transglukozidaznu aktivnost. Veéina do sada opisanih proteina pokazuje znac¢ajnu homologiju
primarne strukture sa glukan hidrolazama ili transglikozidazama, $to vodi do zakljucka da
imaju ulogu u parenju, sporulaciji, pupanju, odrzavanju i pregradnji glukana u stijenci tokom
rasta stanice kao i u ostalim stani¢nim procesima promjene stani¢ne stjenke (Tepari¢ i sur.,
2010). Tako se za tri nekovalentno vezana proteina: Scw4p, Scwl10p i Scwllp koji pokazuju
znaCajan nivo homologije sa Bgl2p pretpostavlja da su glukan-remodeliraju¢i enzimi, no
enzimska aktivnost im nije dokazana in vitro. Neki od nekovalentno vezanih proteina stani¢ne
stijenke prikazani su u Tablici 1. Nekovalentno vezani proteini mogu se izolirati na dva
nacina. Prvi je da se ektrahiraju iz izoliranih i proc¢is¢€enih stani¢nih stijenki grijanjem na 95-
100 °C tijekom 5-10 minuta u otopini SDS-a uz dodatak 5% merkaptoetanola (Mra i sur.,
1997). Drugi nacin izolacije je da se cijele stanice podvrgnu tretmanu sa 2 mM ditiotreitolom
(DTT) (Cappellaro i sur., 1998) preko no¢i na 4 °C. Dobiveni ekstrakt ée zbog dodatka
reducirajuéih agensa osim nekovalentno vezanih proteina sadrzavati i proteine koji su vezani
disulfidnim vezama na druge proteine stijenke.

Tablica 1. Pregled nekovalentno vezanih proteina stani¢ne stijenke

Scw-protein Funkcija veli¢ina (kDa)
ScwIp Endoglukanaza/transglukanaza | 29

Scwep Egzoglukanaza 44

Scw4p Homolog glukanazama 66

Scw2p Hitinaza 116

Scw8p Nepoznata 41

Scw3p Homolog glukanazama 95

Scwl10p Homolog glukanazama 66

Scwllp Homolog glukanazama 78




Kovalentno vezani proteini stani¢ne stijenke

Nakon izolacije proteina stani¢ne stjenke pomocu reangensa koji razaraju nekovalnetne veze i
disulfidne mostove (SDS, beta-merkaptoetanol, DDT) na stani¢noj stijenci zaostaju proteini
koji su kovalentno vezani na njene polisaharide i njihov udio je znac¢ajno manji od udjela
nekovalnetno vezanih proteina. Mogu se izolirati na dva nacina: glukanazama (zimolijaza,
laminarinaza, B-1,3-glukanaza) ili pomo¢u 30 mM NaOH inkubacijom na +4°C preko no¢i
(Mrsa i sur., 1997.).

GPI proteini

GPI proteini vezani su preko glikozilfosfatidilinozitolnog ostatka (GPI sidra) na -1,6-glukan,
a iz stijenke se uglavnom ekstrahiraju tretmanom sa glukanazama. Intenzivno su O- i N-
glikolizirani. GPI-sidro dodaje se na C-terminalnu karboksilnu skupinu proteina, a njegovo
dodavanje kao i sinteza odvija se u ER-u stanice. Vezanje GPI-sidra na protein se odvija
reakcijom transamidacije kojoj prethodi uklanjanje dijela peptidnog lanca sa C-terminalnog
kraja proteina. Tako vezani protein prelazi iz endoplazmatskog retikuluma u Golgijevo tijelo
te zatim do citoplazmatske membrane na kojoj ostaje vezan s vanjske strane. Vecina proteina
sa vezanim GPI sidrom se translociraju sa plazmine membrane na beta-1,6-glukan stani¢ne
stijenke reakcijom transglikolizacije (De Groot i sur, 2005.). Zajedni¢ke karakteristike
proteina ove skupine su posjedovanje signalne sekvence koja je odgovorna za upucivanje u
sekretorni put naN-terminalnom kraju, regije bogate serinom i treoninom unutar sekvence, te
signala za dodavanje GPI-sidra na C-terminalnom kraju koji je neophodan za pravilnu
lokalizaciju proteina u stani¢noj stijenci. Pet proteina ove skupine su ¢lanovi GAS obitelji i
imaju glukan-remodeliraju¢u aktivnost. Aglutinini, najviSe istraZzeni proteini ove skupine
imaju vaznu ulogu u povezivanju stanica suprotnog tipa parenja, a smatra se kako kovalentno
vezani proteini imaju i ulogu u flokulaciji. Fizioloska funkcija ve¢ine GPI-proteina i dalje je
nepoznata.

PIR-proteini

Kovalentno vezani proteini izolirani blagom reakcijom B-eliminacije pomo¢u 30mM NaOH
na +4°C spadaju u PIR porodicu proteina. Cetri proteina ove skupine (prikazani u Tablici 2.)
odlikuju sljedece strukturne slicnosti: visoki stupanj homologije, bogatstvo serinom i
treoninom, a i intenzivno su O-manolizirani. Takoder svi sadrze N-terminalni signalni peptid
za upucivanje u sekretorni put, ponavljajuce regije duljine od oko 11 aminokiselina na N-
terminalnom kraju (prema kojima su i dobili naziv: Proteins with Internal Repeats-PIR) te
specificno mjesto za cijepanje Kex2p proteazom (MrSa i sur.,1997). Ekspresija PIR gena
aktivira se u G1 fazi stani¢nog ciklusa, a zamjeceno je kako su geni pojacano ekprimirani
kada se stanica nade u stresnim uvjetima (Terashima 1 sr., 2000.; Jung i Levin, 1999.).
Istrazivanja svojstava ovih proteina pomocu razli¢itth mutanata upucuje kako ovi proteini
imaju ulogu u odrzavanju integriteta stanice i stani¢ne stijenke. Naime inaktivacijom gena za
sva 4 PIR proteina dolazi do povecanja osjetljivosti stanica na inhibitore sinteze stijenke kao i
do izmjene morfologije same stijenke tako da mutante odlikuju veée stanice, nepravilnog
oblika, te rast u nakupinama (Mrsa i Tanner, 1999.). Toc¢an nacin djelovanja PIR proteina na
integritet stani¢ne stjenke i dalje je nepoznat.



Tablica 2. Kovalentno vezani proteini izolirani pomo¢u 30mM NaOH

Protein Velitina(kDa) FUNKCIJA
Ccw7p/Pir2p/Hsp150p 115 "Heat - shock” protein
Ccwbp/Pird/Ccwllp 41 Nepoznata
Ccw6p/Pirlp 250 Nepoznata
Ccw8p/Pir3p 57 Nepoznata

Scwdp PROTEIN

Scwdp protein je najprije identificiran u skupini nekovalentno vezanih proteina stani¢ne
stijenke. Ovaj protein jedan je od najzastupljenijih proteina ove skupine. Funkcija samog
proteina i dalje je nepoznata. lako pokazuje visoku razinu homologije sa glukanazama funga i
biljaka kao i ranije spomenutim Bgl2p, kataliticka aktivnost nije dokazana in vitro. Njegov
homolog je protein iste molekulske mase Scw10p s kojim pokazuje ¢ak 63% identi¢nosti.
Dosadasnja istrazivanja pokazujuda ova dva proteina djeluju sinergisticki u izgradnji stani¢ne
stijenke. Naime s ciljem otkrivanja funkcije ovog proteina istrazivani su razli¢iti mutanti. Kod
mutanata u kojima je disruptiran ili scw4 ili scwl0 nema znacajnijih promjena fenotipa. No to
nije bio sluc¢aj kod dvostrukog mutanta scw4scwl0. Kod ovog mutanta zamijeCena je
destabilizacija stani¢ne stijenke, neuspjeSno parenje haploida, smanjenje koncentracija
proteina koji se izoliraju pomoc¢u glukanaza te veca osjetljivost na inhibitor sinteze hitina
Calcofluor White. To navodi na zakljucak da ova dva proteina imaju slicnu funkciju jer je za
normalno funkcioniranje stani¢ne stjenke dovoljna prisutnost bilo kojeg od ova dva proteina
(Sestak i sur., 2004.), te da djeluju sinergisticki u izgradnji stani¢ne stijenke kvasca. Ekpresija
gena SCW4 je kostantna tijekom svih faza stani¢nog ciklusa, dok je u G1 fazi maksimalna
ekspresija gena SCW10 (Spellman i sur., 1998.). Dugo vremena se Scw4p svrstavao u
nekovalentno vezane proteina, a tek daljnim istrazivanjem je otkriveno kako se dobije i
prilikom ekstrakcije proteina stijenke sa NaOH (Tepari¢ i sur., 2007) §to je pokazalo kako
postoje dva nacina vezanja ovoga proteina. Pretpostavlja se kako posttranslacijske
modifikacije uvjetuju da li ¢e se protein vezati kovalentno ili nekovalentno. Prilikom izolacije
ovoga proteina pomoc¢u SDS-a i NaOH dobiju se tri forme proteina razli¢ite po molekulskoj
masi. Prouc¢avanjem sekvence proteina Scw4p zamijeceno je prisustvo specificnih mjesta za
procesiranje s Kex2p i japsinskim proteazama. Upravo se one smatraju odgovornima za
modifikaciju proteina i razlogom dobivanja tri razli¢ite forme proteina. Prema molekulskim
masama dobivenih formi proteina smatra se da se kovalentno veze pretezno neprocesirani
oblik proteina, dok se procesirani oblici Scw4p vezu nekovalentnim interakcijama. Iako se
Scw4p moze izolirati na isti na¢in kao i PIR proteini, odnosno pomo¢u NaOH inkubacijom
preko no¢i na +4°C, on ne posjeduje specificnu ponavljajuéu sekvencu svojstvenu PIR
proteinima. To upucuje kako postoji jos jedan nacin kovalentnog vezanja proteina na stani¢nu
stjenku kvasca.



2.5.PROTEOLITICKI ENZIMI UKLJUCENI U PROCESIRANJE PROTEINA
STANICNE STIJENKE

FizioloSka uloga proteina Kex2p u stanici

Kex2p je transmembranska Ca®** ovisna serinska proteaza s ulogom u procesiranju
proproteina (Fuller i sur., 1989a). Ona cijepa proteine nakon specificnog slijeda
aminokiselinskih ostataka iza para bazi¢nih aminokiselina. Pripada konzerviranoj obitelji pro-
hormoskih i pro-proteinskih konvertaza pronadenih u sekretornom putu, te je njihov
najistrazivaniji predstavnik (Rockwell i Thorner, 2004.). Kex2p sudjeluje u procesiranju
proteina koji imaju ulogu u odrzavanju i remodeliranju stani¢ne stjenke (Brickner i Fuller,
1997.) pa to dovodi do pretpostavke da sudjeluje i u procesiranju Scw4p proteina. Nadalje
procesira i proteine koji sudjeluju u formiranju zra¢nih hifa (Wosten i sur., 1996), feromona
alfa-faktora i “killer” toksina (Julius i sur., 1984), lipaza (Pignede i sur., 2000.), te
autokatalizira svoju proteolizu §to dovodi do nastanka aktivne forme enzima (Germain i sur.,
1993.). Neka istrazivanja pokazala su da sudjeluje 1 u fuziji stanica prilikom parenja bilo da
proteoliticki aktivira jo$ uvijek nepoznati protein s ulogom u fuzijskoj masineriji ili tvori
kompleks sa Prm1p (Pheromone regulated membrane protein 1) koji je vazan za fuziju stanica
prilikom parenja (Heiman i sur., 2007.).

Kex2p se translatira kao inaktivni prekursor graden od visSe domena koje podlijezu
modifikacijama. Zimogeni oblik Kex2p sastoji se od: N-terminalne signalne sekvence za ER,
pro-domene neophodne za aktivnost enzima koja djeluje kao intermolekularni ,,chaperone® i
time omoguéuje smatanje proteoliticke domene u aktivnu konformaciju, kataliticke domene,
konzervirane P-domene neophodne za kataliticko djelovanje in vivo, visoko glikozilirane
domene bogate serinom i treoninom, transmembranske domene te citosolnog repa koji sadrzi
TGN (Trans Golgi Network)lokalizacijski signal (Wilcox i Fuller, 1991.). TGN je odjeljak
stanice u kojem se proteini sekretornog puta sortiraju u razlicite dijelove stanice i
retrogradnim transportom vracaju iz membrane (Griffiths 1 Simons, 1986.). Kex2p proteaza s
najve¢im afinitietom za katalizu reZe iza para Lys-Arg sa omjerom kcat/km i do 1.1*10" s"M"
! (Brenner i Fuller, 1992.) $to je ¢ini visoko uéinkovitom sa t;, 0ko 80 minuta. Tako dugi
period poluzivota ovoj proteazi omogucuje to $to se cak 97 % proteaze nalazi intracelularno
(Fuller i sur., 1989.b).Aktivacija Kex2p se odvija na N-terminalnom dijelu i to u vise koraka.
Naprije se kotranslacijski odcjepljuje signala sekvenca u ER nakon cega slijedi N- i O-
glikozilacija, a zatim slijedi autoprocesiranje pro-regije od 89 aminokiselina. Tim
odcjepljivanjem prodomene stvara se kataliticki aktivan enzim (Wilcox i Fuller, 1991;
Germain i sur., 1993.). Na kraju slijedi intenzivna N- i O-glikozilacija, skra¢ivanje enzima
Stel3p dipeptilaminopeptidazom i zatim lociranje proteina u kasnom Golgiju (Brenner i
Fuller, 1992).



Proteaze iz porodice japsina te njihova fiziolo§ka uloga u stanici

Japsini su proteaze koje spadaju u porodicu aspartatnih proteaza. U S. cerevisiae tu porodicu
¢ini 5 homologa: YPS1, YPS2, YPS3, YPS6, YPS7 (Olsen i sur., 1999). Kao i Kex2p, ove
protaze hidroliziraju iza para bazi¢nih aminokiselina Lys-Arg i Arg-Arg, ali i iza pojedina¢ne
bazi¢ne aminokiseline (Cawley 1 sur., 1998). I japsini se kao i brojne drugeproteaze
sintetiziraju kao inaktivni zimogeni, a tek nakon proteolize prodomene enzim postaje
kataliti¢ki aktivan. Naime pro-regija koja sudjeluje u sortiranju u intracelularne odjeljke
(Hasilik, 1992.) i omogucuje pravilno smatanje japsina in vivo je ujedno i inhibitor kataliticke
domene. To omogucuje funkciju katalize tek kada je japsin pravilno lokaliziran. Kataliticka
domena pokazuje visok stupanj homologije izmedu japsina, a sastoji se od dva dijela
peptidnog lanca povezana disulfidnim mostom. Izmedu ta dva dijela kod nekih japsina se
nalazi slobodni dio polipeptidnog lanca u obliku petlje koja se naziva ,,loop insertion“. Veza
izmedu propeptida i kataliticke domene je stabilizirana ionskim interakcijama pri pH 4.0, a do
autokataliticke aktivacije zimogena dolazi kada se projapsin nade u kiselom okolisu S$to
uzrokuje odbijanje pozitivnih naboja u prodomeni i protoniranja Asp u katalitickoj domeni $to
destabilizira njihove interakcije. Istrazivanjima je uoceno kako se ekspresija japsina mijenja
ovisno o uvjetima okoline. Tako se ekspresija povecava 12 puta sa poviSenjem temperature sa
24°C na 37°C 3to navodi na zaklju¢ak da japsini sudjeluju u mehanizmu odgovora na
temperaturni stres (Ash 1 sur., 1995). Japsini su i pojacano ekprimirani u periodu aktivne
sinteze te remodeliranja stanicne stijenke, zatim u uvijetima oSte¢enje stijenke zimolijazom,
SDS-om, Ca®* i Na*, Congo Red-om te Calcofluor White-om (Krysan i sur., 2005).
Japsini se istiCu iz porodice aspartatnih proteaza po C-terminalnoj sekvenci koja omoguéuje
vezanje GPI-sidra a time i lokalizaciju japsina u plazma membrani ili stani¢noj stijenci. Vec je
napomenuto kako je lokalizacija japsina klju¢na za njegovu aktivnost. To potvrduje 1 delecija
C-terminalnog dijela Yps2, koji nosi signal za vezanje GPl-sidra, $to je dovelo do gubitka
aktivnosti enzima ( Komano i Fuller, 1995).
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PCR- (Polymerase Chain Reaction) je metoda koja l ® S |
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koli¢ine genetickog materijala. Kary Mullis je 1983. godine - e
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bez kloniranja te je za to otkrice dobio Nobelovu nagradu  + ' N
1993. godine. Ciljni dio DNA molekule koji se zeli | ¥ 280
umnoziti odreduje se kratkim oligonukletidnim sekvencama - Y

koji se jo§ nazivaju "primeri”,"’klice” ili “pocetnice”, a Koji " &@. @.& ®

su komplementarni krajevima ciljanog dijela DNA.
Pocetnice koje se obi¢no sastoje od 12-30 nukleotida se J—

komplementarno sparuju ,,lijevo i desno*“ od dijela DNA $0.0:0

koji zelimo umnoziti i pri tome 3’-krajevi pocetnicamoraju =~ ~ —— p—
biti orijentirani jedan prema drugome. Pomoéu DNA — =
polimeraze na kalupu jednog lanca DNA sinetetizira se — —
novi komplementarni lanac 1 pri tome veliina +

. .. .. .. . X Exponential growth of short product
sintetiziranog dijela DNA molekule odgovara duzini koju

omeduju izabrane pocetnice. Slika3. Shematski prikaz PCR

Polimerazna lancana reakcija se odvija u uredaju- metode

PCR tremobloku (Slika 4.), koji automatski i veoma precizno
kontrolira promjene temperatura tijekom ciklusa amplifikacije.
Taj uredaj zagrijava i hladi reakcijsku smjesu koja se nalazi u termobloku, a osim toga uredaj
kontrolira i duzinu trajanja pojedinih ciklusa amplifikacije.Reakcijska otopina za uspjesno
provodenje PCR-a mora sadrzavati: DNA-kalup,pocetnice(1 pM/uL), smjesu sva Cetiri ANTP-
a(200 pM/uL), termostabilnu DNA polimerazu (1-5 U) i pufer za polimerazu koji sadrzava
Mg**. Osnovni uvijeti svih PCR protokola su: 1. Inicijalno denaturiranje DNA u trajanju od 3-
5 minuta na temperaturi od 95°C pri ¢emu dolazi do razdvajanja DNA lanaca koji onda sluze
kao kalupi za amplifikaciju; 2. Komplementarno sparivanje pocetnica(,,annealing*) na
temperaturi od 50-65°C na kojoj dolazi do vezanja oligonukleotidnih po&etnica na razdvojene
lance DNA. Temperatura vezanja pocetnica se ra¢una po formuli koja se temelji na sadrzaju
nukleotidnih parova GC i AT unutar sekvence pocetnica; 3. Sinteza komplementarnog lanca
na temperaturi od 72°C §to je optimalna temperatura za djelovanje
termostabilne Tag-polimeraze. Vrijeme ovog koraka ovisi o duljini fragmenta
(1 minuta po kb fragmenta).

(www.boundless.com .

Pristupljeno 28.lipnja.2015.)

iwew

Slika 4. Uredaj za PCR (PCR-termoblok)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1 MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

o agar, kvascev ekstrakt,pepton, baktotripton i kvas¢eva dusi¢na baza bez aminokiselina

(YNB) — Biolife (Milano, Italija)
« rafinoza, galaktoza - Difco Laboratories (Detroit, USA)
« histidin, uracil, leucin, triptofan, lizin i etidijev bromid—Merck (Darmstadt, Njemacka)

« ECL-otopine za razvijanje blota, standardi za proteinsku elektroforezu — Amersham

Pharmacia Biotech (Uppsala, Svedska)
e Apna Standard za eletroforezu

« amonijev persulfat, N,N"-metilenbisakrilamid, Triton X-100, B-merkaptoetanol i Na-
dodecilsulfat (SDS) — Fluka (Buchs, Svicarska)

« N, N, N’, N’'-tetrametil etilendiamin (TEMED), Ponceau S (PEG 4000) — Serva
(Heidelberg, Njemacka)

« anti-HA-peroksidaza antitijela - Boehringer (Manheim, Njemacka)
« Ampicilin-Roth (Karlsruhe, Njemacka)

Sve ostale kemikalije koriStene pri eksperimentalnom radu nabavljene su od standardnih

dobavljaca i analiti¢ke su Cistoce.

3.1.2 . Hranjive podloge i uvijeti uzgoja kvasca

Za submerzni uzgoj stanica kvasca koristena je selektivna YNB podloga. YNB podloga satoji
se od 6,7 g/L YNB (Yeast Nitrogen Base, bez aminokiselina), 2g/L smjese aminokiselina i
vitamina ("drop out”- Tablica 3.) koja sadrzi sve aminokiseline potrebne za rast kvasca osim
onih preko kojih se vrsi selekcija auksotrofnih sojeva, te Secera (0,02g/L) (Sambrook i Russel,
2001). Kao izvor ugljika koristena je galaktoza (20%) i rafinoza (20%). U podlogu se dodaju
histidin (80mg/L), triptofan (80mg/L) i leucin (160mg/L) sterilizirani autoklaviranjem.
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Tablica 3. Smjesa aminokiselina i vitamina (“drop out”):

adenin 3,009 L-metionin 209
L-arginin 2,009 L-fenilalanin 2,049
L-asparagin 2,009 L-prolin 209
L-asparaginska | 6,009 L-serin 6,09
Kis.

L-cistein 2,009 L-treonin 2090
L-glutamin 2,009 L-tirozin 2049
L-glutaminska | 2,009 L-valin 2090
Kis.

L-glicin 2,009 p-aminobenzojeva 0,29

kis.

L-izoleucin 2,009 Inositol 2,09

Krute hranjive podloge jednakog su sastava kao i tekuce, uz dodatak 15 g/L agara. Hranjive
podloge 1 otopine Secera steriliziraju se u autoklavu pri temperaturi od 121°C i tlaku od 1 atm.
Kvasci su u tekuéem mediju uzgajani na tresilici pri temperaturi od 30°C, a na krutim

podlogama u termostatu pri 30°C.

3.1.3 Soj kvasca

U radu je kori$ten laboratorijski soj kvasca A20 SCW4 sljedeceg genotipa :

Mata, his3A, leu2A, metl5A, ura3a+ pBG1805 A20 SCW4
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3.1.4. Hranjive podloge i uvijeti uzgoja bakterija

E.coli je uzgajana u tekucoj LB podlozi (baktotripoton (0,01g/L), kvaséev ekstrakt (0,05g/L),
NaCl (0,05 g/L)), odnosno na krutoj LB podlozi (baktotripoton (0,01g/L), kvaséev ekstrakt
(0,05¢/L), NaCl (0,05 g¢/L), agar (0,015¢/L)). Za uzgoj stanica nakon transformacije
plazmidima koji nose gen za rezistenciju na ampicilin u tekué¢u odnosno krutu LB podlogu

dodavan je ampicilin u koncentraciji 100 pg/mL.

3.1.5. Sojevi bakterija

Koristen je soj Echerichie coli sljede¢eg genotipa:

DH5a F- ®80dlacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(re, mg") phoA
SsupE44 L'thi-1 gyrA96 relAl (Life Technologies)

3.1.6. Plazmid

Koristen je plasmid pBG1805 koji sadrzi ori sekvenciju koja mu omoguc¢ava umnazanje u
bakteriji E.coli, BLA gen koji omogucuje selekciju bakterija koje ga sadrze na podlozi uz
dodatak ampicilina, te kvas¢ev URA3 gen koji omogucuje selekciju trasformiranih stanica
kvasca na hranjivim podlogama bez uracila. Zeljeni gen, u nasem slucaju SCW4, se nalazi pod
kotrolom promotra GAL1, a iza gena se nalaze nastavci —-HAI 6XHis (Slika 5.). Ovaj plazmid
koriSten je i kao kalup za uvodenje mutacije unutar sekvence SCW4 gena. Mutacije su

uvedene pomoc¢u PCR-a metodom “megapocetnice”.

| DI

Slika5. Plazmid pBG1805 (dharmacon.gelifesciences.com. Pristupljeno 15. Srpnja.2015)
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3.2. METODE

3.2.1.Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima

Cijepanje DNA provedena su restrikcijskim enzimima Sacl i EcoRV prema uputama
proizvodaca restrikcijskih enzima (,,New England Biolabs* Ipswich, MA, SAD). Restrikcija
je provedena kroz 2 sata pri 37°C sa svakim pojedinim enzimom (ukupno 4 sata).
Denaturacija enzima na kraju restrikcije je provedena kroz 20 minuta na 70°C.

3.2.2. lzolacija DNA iz agaroznog gela

Izolacija fragmenta DNA iz agaroznog gela provedena je upotrebom Kkita za izolaciju
,»QIAquick Gel Extraction Kit* prema uputama proizvodaca (,,Qiagen, Valencia, CA,USA).
Izolirani fragmenti su eluirani sa kolonica za proc¢is¢avanje u 30 pl pufera za eluaciju (EB
pufer iz kita).

3.2.3. TA-ligacija

Ligacijska smjesa ukupnog volumena 10 pL se sastojala od 50 ng plazmida pGEm-T Easy
Vector, 175,5 ng fragmenta amplificiranog PCR-om, 1 puL pufera za DNA ligazu i 1uL DNA
ligaze. U ligaciji je koriSten molarni odnos plazmida i fragmenta 1:3. Masa fragmenta
potrebna za ligaciju se izraCunava prema sljedecoj formuli:

ng vektora x velidina fragmenta(inserta)u kb

X molarni odnos plazmida i fragmenta = ng inserta
velicina vektora u kb p frag g

3.2.4. Ligacija plazmidne DNA

Ligacijska smjesa ukupnog volumena od 10 pL se sastojala od 50 ng odgovarajuceg
fragmenta plazmida pBG1805 SCW4 (prethodno pripremljenog restrikcijom originalnog
plazmida pomocu enzima Sacl i EcoRV )odgovarajuée koli¢ine PCR-om umnozenog
fragmenta (takoder prethodno pripremljenog restrikcijom pomocu enzima Sacl i EcoRV) da
bi se postigao molarni odnos plazmida i fragmenta 1:3, 1 uL 10x koncentriranog pufera za T4
ligazu i 2.5 U T4 ligaze. Smijesa je inkubirana na 4°C preko noéi. Buduéi da su i plazmid i
insert porezani sa istim restrikcijskim enzimima, Sacl i EcoRV, dobiveni su komplementarni
»ljepljivi krajevi koji se djelovanjem T4 ligaze mogu povezati u kruznu molekulu plazmida.
Kako se restrikcijom originalnog plazmida pBG1805 SCW4 sa ova dva enzima dobiju 2
fargmenta, a nama je za ligaciju sa PCR fragmentom potreban jedan od njih, potrebno je po
zavrSetku restrikcije dobivene fragmente razdvojiti elektroforezom u agaroznom gelu i iz gela
izolirati potreban fragment. Takoder 1 insert koji Zelimo ubaciti u plazmid moramo izolirati iz
gela buduci da smo ga ovim enzimima isjekli iz plazmida pGEm-T Easy Vector (unesen TA
ligacijom). Nakon izolacije potrebnog fragmenta plazmida pBG1805 SCW4 i PCR fragmenta
te odredivanja njihove koncentracije moze se zapoceti ligacija.
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3.2.5. Transformacija kompetentnih stanica E.coli

U alikvot kompetentnih stanica E.coli (DH5a Competent Cells, Invitrogen) doda se 10 uL
DNA, te se kivete inkubiraju na ledu 30 min. Nakon toga se 20 sekundi inkubiraju pri 42°C
(,,heat shock®) i zatim se vrate na led na 2 minute. Zatim se na stanice doda 950uL tekuce
LB-podloge (predinkubirane na 37 °C) i sve se inkubira 1 sata na 37 °C. Po 200 pL od ove
suspenzije se nacijepi na krute LB-Amp ploce (sadrze ampicilin) i inkubira preko noc¢i na
37°C.

3.2.6. Izolacija plazmidne DNA iz bakterija E.coli iz malog volumena podloge (..mini

prep®)

Izolacija plazmidne DNA iz bakterije E.coli provedena je pomoc¢u Qiaprep Miniprep Kita
prema uputama proizvodaca (“Qiagen®, Valencia, CA, USA). Plazmidi su izolirani iz stanica
E. coli uzgojenih preko noé¢i na 37°C u 3 ml LB podloge uz dodatak ampicilina u
koncentraciji 100 pg/mL.

3.2.7. ProcisS¢avanje PCR produkata

Kako bi se uklonili ostatci nepotrosenih nukleotida i pocetnica, Taq polimeraze i pufera za
Taq polimerazu nakon zavrSetka umnazanja PCR produkti su proc¢is¢eni pomocu kita za
proc¢is¢avanje PCR produkata (QIAquick PCR purification Kit; ,,Qiagen®, Valenca, CA,
USA) prema uputstvima proizvodaca.

3.2.8. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Elektroforeza DNA je provedena u 1% agaroznom gelu pripremljenim sa TAE-puferom
(40mmol/L TRIS-HAc pH8,0; 1 mmol/L EDTA). Elektroforeza je provedena pri naponu
5V/ecm gela, a po njenom zavrSetku gel je uronjen u otopinu etidij-bromida na 15 minuta
nakon ¢ega su vrpce DNA vizualizirane pomoc¢u UV svjetla na transiluminatoru (Hoefer,
Macrovue Uvis-20).

3.2.9. Uvodenje mutacije u gen SCW4 metodom ,,megapocetnice*

Za uvodenje mutacije u SCW4 gen PCR metodom ,,megapocetnice” (Huges i Moody, 2007)
koristeni su oligonukleotidi prikazani u Tablici 4.

Tablica4. Oligonukleotidi koriSteni za uvodenje mutacije u gen SCW4 PCR metodom.

Naziv pocetnice | Sekvenca

Galprom F *GCTGGAGCTCCACCGCGGGAACGGATTAGAAGCC?®

DeltaVV SCW4 R | °GGCAGCCTTCAAGGCAGATCTGTTAACCAATTCGTTACCAATGGAAAC®

DeltaV SCW4F | °GTTTCCATTGGTAACGAATTGGTTAACAGATCTGCCTTGAAGGCTCC®

EcORV SCW4 R | ACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTCC®
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U prvom koraku je PCR-om koriste¢i plazmid pBG1805 SCW4 kao kalup uz upotrebu
odgovarajucih pocetnica (galprom F i delta V SCW4 R) umnozen dio promotorske regije i
pocetak SCW4 gena pri ¢emu je u produkt unesena zeljena mutacija (1. PCR produkt). U
drugom koraku je koriste¢i plazmid pBG1805 SCW4 kao kalup uz upotrebu parova pocetnica
delta V. SCW4 F i EcoRV SCW4 R umnozen dio SCW4 gena nizvodno od mjesta na koje se
unosi mutacija i mutirana regija (2. PCR produkt). Mutacija je uneSena na nac¢in da pocetnice
nisu u potpunosti komplementarne kalupu, odnosno nisu komplementarne onom dijelu gena
koji Zzelimo izbaciti kao $to je prikazano na Slici 6. Ti dijelovi pocetnica koji se nisu spojili sa
kalupom su pak medusobno komplemenatarni §to omogucuje daljnje umnozavanje produkta
bez dijela gena koji smo zeljeli izbaciti.

Galprom F Delta V SCW4 F
—_—

—
[ . sCwa4

— -——
\ Deita \f SCW4 R EcoRV|SCW4 R

\
Lt

Slika 6. UnoSenje mutacije u SCW4 gen metodom PCR-a-1.stupanj. Plavim
pravokutnikom je oznacena regija u SCW4 genu koja se Zeli izbaciti.

Reakcijska smjesa volumena 50 uL bila je sljedeceg sastava:
pBG1805 SCW4 kao kalup 0,30 uL
pocetnice 2,00 uL

pufer za Taq polimerau (10x koncentriran) 5,00 pL

Taq polimeraza 1,00 uL
smjesa deoksiribonukleozid-trifosfata 1,00 uL
sterilna deionizirana voda 38,7 uL
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Uvjeti provodenja PCR reakcije za prvi 1 za drugi PCR produkt bili su razli€iti. Prvi ciklus
umnazanja kod 1. PCR produkta se sastojao od denaturacije plazmidne DNA kroz 5 minuta
na 95°C, komplementarnog sparivanja pocetnica s kalupom 90 sekundi pri 60°C i sinteze
DNA 120 sekundi na 72°C. Zatim je slijedilo 34 ciklusa umnaZanja, a svaki ciklus se sastojao
od: denaturacije dvolancane DNA (45 sekundi na 95°C), komplementarnog sparivanja
pocetnica sa kalupom ( 90 sekundi na 67°C) i sinteze DNA (120 sekundi pri 72°C). Za sintezu
drugog PCR produkta prvi ciklus se takoder sastojao od denaturacije kroz 5 minuta na 95°C,
komplementarnog sparivanja pocetnica kroz 90 sekundi, ali na nizoj temperaturi od 56°C te
sinteze DNA na 72°C kroz 2 minute i 20 sekundi. Zatim je slijedilo 30 ciklusa umnaZanja sa
istim uvjetima kao u prvom ciklusu, ali sa kra¢im vremenom denaturacije od 45 sekundi.

Nakon zavrSetka umnazanja PCR produkti su procis¢eni pomocu kita za procis¢avanje PCR
produkata (QIAquick PCR purification Kit; ,,Qiagen®, Valenca, CA, USA) prema uputstvima
proizvodaca, ¢ime su uklonjeni ostaci nepotrosenih nukleotida i pocetnica, Taq polimeraza te
pufer za Taq polimerazu.

Procis¢eni produkti su zatim upotrijebljeni za drugi krug PCR-a, gdje su koristeni kao kalup
za umnazanje umjesto pBG1805 SCW4 (Slika 7.) . Najprije su odredene koncentracije PRC
produkata mjerenjem apsorbancije na 260nm u spektrofotometru 100x razrijedenog uzorka i
zatim preracunavanjem u koncentraciju po formuli: OD2g * 50ug/mL *100= koncentracija
pg/mL. U reakcijsku smjesu za drugi krug PCR-a uzete su ekvimolarne kolicine PCR
produkata 1 i 2 (po 100 nmola svakog PCR produkta), pufer za Taq polimerazu (10x
koncentriran; SuL), smjesa deoksiribonukleozid-trifosfata (1puL), Taq polimeraza (0,5uL), te
je dodana sterilna deionizirana voda do ukupnog volumen od 50 puL. Provedeno je 15 ciklusa
umnazanja, a svaki ciklus se sastojao od denaturacije dvolancane DNA 45 sekundi na 95°C,
komplementarnog sparivanja PCR produkata 1 i 2 u regijama u kojima se preklapaju kroz 90
sekundi na 56°C i sinteze DNA u trajanju od 3 minute i 40 sekundi na 72°C. Na ovaj na¢in je
sintetiziran produkt u koji je unesena Zeljena mutacija. Nakon toga je dobiveni produkt
umnozen tako da su u reakcijsku smjesu dodane vanjske pocetnice ( GalpromF i EcoRV
SCW4 ) u koncentraciji od 0,05 pmol/uL i umnaZanje je nastavljeno kroz 30 ciklusa u
jednakim uvjetima. Dobiveni produkt (3. PCR fragment) proc¢is€en je izolacijom iz gela

pomocu kita za izolaciju iz gela ,,QIAquick Gel Extraction Kit“ (,,Qiagen”, Valencia,
CA,USA).

17



15 ciklusa umnaZanja bez dodatka
vanjskih pofetnica

Galprom F
—

| '(_I'
' i EcoRVSCW4 R

3.PCRf t
o 30 ciklusa umnaZzanja uz dodatak

vanjskih pocetnica

Slika 7. Unosenje mutacije u SCW4 gen metodom PCR-a-2. stupanj. Plavom i crvenom
bojom oznaceni su dijelovi dobivenih fragmenata koji se nisu u prvom krugu sparili sa
kalupom, a medusobno su komplementarni te je taj dio gena u Sintetiziranom fragmentu
pokazan zelenom bojom
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3.2.10. Izolacija stani¢nih stijenki

Stanice kvasca odvojene su od podloge centrifugiranjem 5 minuta na 3000 o/min. Talog je
ispran tri puta u 25 ml vode te zatim u 20 ml 50mM K-fosfatnog pufera pH 8.0, te su stanice
resuspendirane u §to manjem volumenu istog pufera. Zatim su stanice razbijene na vorteks
mjesalici uz dodatak staklenih kuglica promjera 0,4-0,6 mm tijekom 10 minuta uz povremeno
hladenje na ledu. Nakon rabijanja, stijenke su od stani¢nog ekstrakta odvojene
centrifugiranjem 5 minuta na 3000 o/min. Talog stani¢nih stijenki ispran je Cetiri puta s
50mM K-fosfatnim puferom pH 8.0.

3.2.11. Izolacija nekovalentno vezanih proteina stani¢ne stijenke

Stani¢ne stijenke su tretirane Laemmli puferom (50mM TRIS-HCI pufer pH 6.8, 2 mM
EDTA, 2% SDS, 0,001% bromfenol plavo i 5% beta-,erkaptoetanol) 10 minuta na temperaturi
od 95-100 °C. Nakon centrifugiranja tretirane suspenzije stijenki, 5 minuta na 3000 o/min,
odvojen je i sacuvan supernatant koji sadrzi nekovalentno vezane proteine.

3.2.12. I1zolacija kovalentno vezanih proteina staniéne stijenke

Nakon izolacije nekovalentno veznaih proteina, stijenke su tretirane s 50 pL 30 mM NaOH
pri 4 °C preko noéi. Nakon toga suspenzija je centrifugirana 5 minuta na 3000 o/min i
odvojen je supernatant koji sadrzi izolirane proteine.

3.2.13. SDS-elektroforeza po Laemmli-u

Proteini izolirani iz stijenke razdvojeni su SDS elektroforezom po Laemmli-u. Uzorci su
pripremljeni tako da je volumenima od 20 uL SDS i NaOH ektrakta proteina dodano 5 pL
pufera za uzorke za elektroforezu po Laemmli-u (50 mM Tris-HCI pH 6,8, 2 mM EDTA, 2%
SDS, 10% glicerol, 0,001% bromfenol plavo i 5% B-merkaptoetanol). Uzorci su naneseni na
10% poliakrilamidne ploce za elektroforezu.

Ploiakrilamidne ploce za elektroforezu sastoje se od gornjeg gela za sabijanje i donjeg gela za
razdvajanje. Sastav gela za sabijanje je : 4,5% akrilamida, 0,12% N,N,N',N'-
tetrametiletilendiamina (TEMED) i 7,5% amonij persulfata (APS) u 0,5 M TRIS-HCI puferu
pH6.8. Sastav 10 % gela za razdvajanje je: 10 %akrilamida, 0,3% N,N'-metilenbisakrilamida,
0,1 % SDS-a, 0,05% TEMED i 5% APS u 1,5 M TRIS-HCI puferu pH 8,8. Elektroforeza je
provedena u puferu za elektroforezu (25 mM TRIS-glicin pufer pH 6,8, 0,1% SDS) u aparatu
za elektroforezu (Sigma) pri naponu od 200 V. Tijek elektroforeze pracen je migracijom boje
brom fenol plavo, a elektroforeza je zaustavljena kada je boja dosegnula rub ploce.
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3.2.14. Prijenos proteina na nitrocelulozu i njihovo specifi¢no obiljeZavanje

Nakon zavrSene elektroforeze proteini iz poliakrilamidnog gela elektroforetski su preneseni
na nitroceluloznu membranu. Prijenos je proveden u natrij-karbonatnom puferu (10 mM
NaHCO3;, 3 mM Na,COj3 i 20 % metanol), uz stalnu jakost struje od 400 mA tijekom 75
minuta u za to namjenjenom uredaju (Hoefer Pharmacia Biotech Inc). Nakon zavrSenog
prijenosa nitroceluloza je bojena bojom Ponceau S (0,1% Ponceau S u 5%-tnoj ocetnoj
kiselini). Obojeni standardi oznaceni su grafitnom olovkom, a boja je isprana destiliranom
vodom.

Za detekciju proteina oznacenih -HA oznakom, nitroceluloza je inkubirana na sobnoj
temperaturi 45 minuta u puferu za blokiranje (50 mM TRIS-HCI pufer pH 7.5, 150 mM NacCl,
0,1% Triton X-100) uz dodatak 1% obranog mlijeka u prahu radi zasi¢enja membrane
proteinima. Slijedila je inkubacija u puferu za blokiranje uz dodatak anti-HA antitijela (3uL
komercijalnog preparata u 10 ml pufera za blokiranje). Nakon 90 minuta inkubacije na sobnoj
temperaturi nitroceluloza je isprana tri puta po 15 minuta puferom za blokiranje. Na tako
pripremljenu nitrocelulozu nanesen je 0,5mL Western Blotting Luminol Reagent: sc-2048
otopine za razvijanje, a kemiluminiscencija je zabiljezena na RTG-filmu. Duljina ekspozicije
RTG-filma obi¢no je bila prekonoéna.

20



4.REZULTATI

Jedan od ciljeva ovoga rada je potvrditi dvojaki mehanizam ugradnje proteina Scw4p u
stani¢nu stijenku kvasca. Tijekom dosadasnjih istrazivanja proteina Scw4p ustanovljeno je da
se ovaj protein izstani¢ne stijenke moze ekstrahirati na dva nacina: kuhanjem sa SDS-om i
ektrakcijom sa NaOH. Detekcija proteina i u frakciji kovalentno i u frakciji nekovalentno
vezanih proteina upucuje na dvojaki mehanizam vezanja Scw4p na stani¢nu stijenku.
Pretpostavlja se kako mehanizam ugradnje ovisi o procesiranju proteina buduci da se veca
neprocesirana forma pretezno nalazi u frakciji kovalentno vezanih proteina, a manja
procesirana u frakciji nekovalentno vezanih proteina (Stuparevi¢, 2010). Pomo¢u NaOH se
izstani¢ne stijenke kvasca ekstrahiraju PIR proteini koji posjeduju karakteristiénu sekvencu
koja je odgovorna za kovalentno vezanje. Budu¢i da se 1 Scw4p moze ekstrahirati na isti nacin
kao 1 PIR proteini, ali ne posjeduje tu karakteristicnu sekvencu postavlja se pitanje nacina
kovalentnog vezanja ovoga proteina. Pretrazivanjem gena SCW4 pronaden je dio sekvence
slican karakteristi¢noj sekvenci PIR proteina te je drugi cilj ovoga rada bio pomocu PCR-
metode tu sekvencu izbaciti iz gena kako bi se ustanovilo da li je ona odgovorna za
kovalentno vezanje na stani¢nu stijenku.

4.1 . Ispitivanje vezanja Scw4p u staniénu stijenku kvasca

Kako bi se potvrdili rezultati prijasnjih istrazivanja kako se Scw4p veze 1 kovalentno i
nekovalentno u stijenku kvasca, proveden je uzgoj kvasca te su zatim izolirani proteini
stijenke ekstrakcijom sa vru¢im SDS-om i ekstrakcijom sa NaOH. Kako bi se pokazalo da u
stijenci nakon ekstrakcije sa vru¢im SDS-om zaostaje odredena koli¢ina kovalentno vezanog
Scwip proteina, ekstrakcija stijenki sa SDS-om ponovljena je 4 puta. Nakon svakog
ponavljanja je izdvojen supernatant, a stijenke su ponovno podvrgnute ekstrakciji sa vru¢im
SDS-om. Na taj nacin su dobiveni alikvoti stijenki podvrgnuti razlicitom broju (1-4)
uzastopnih ekstrakcija SDS-om. Nakon izolacije nekovalentnih proteina, stijenke su izlozene
prekono¢nom djelovanju 30mM NaOH kako bi se izolirali kovalentno vezani proteini. Nakon
izolacije protein Scw4p-HAu uzorcima je detektiran pomocu reakcije hemaglutininskog
ostatka (-HA) i specifi¢nih anti-HA antitijela ,,Western blot“ metodom kao §to je opisano u
poglavlju Materijali i metode.

Q) 4 ;. 3. 4. b) 1. 2. 3. a.

Slika 8. Western blot analiza Scw4p-HA ekstrahiranog iz stijenki pomo¢u (a)SDS-a i (b)
NaOH. a) Uzorak: 1. Scwd4p izoliran u prvom koraku SDS ekstrakcije; 2. Scwd4p izoliran u drugom
koraku SDS ekstrakcije; 3. Scw4p izoliran u treCem koraku SDS ektrakcije (nema detektiranih
proteina); 4. Scw4p izoliran u Cetvrtom koraku SDS ekstrakcije (nema detektiranih proteina);
b)Scw4p izoliran pomoéu NaOH nakon : 1.prvog koraka SDS ekstrakcije; 2. drugog koraka SDS
ekstrakcije; 3. tre¢eg koraka SDS ekstrakcije; 4. Cetvrtog koraka SDS ekstrakcije
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Rezultati (Slika 8.) pokazuju kako se koli¢ina Scw4pdetektirana u SDS ekstraktu smanjuje sa
brojemekstrakcijastijenki. Kao sto slika pokazuje najveéa koli¢ina proteina je ekstrahirana
tijekom prvog 10-minutnog izlaganja SDS-u, dok se nakon druge ekstrakcije stijenki SDS-om
koli¢ina Scw4p smanjila, te nakon treceg i Cetvrtog ponavljanja ekstrakcije u uzorcima nema
detektiranih Scw4p proteina §to znaci da se sav nekovalentno vezani Scw4p ekstrahirao kroz
prva dva koraka ekstrakcije stijenki vru¢im SDS-om. Najveca koli¢ina kovalentno vezanog
Scwip (NaOH ekstrakt) je izolirana iz stijenki nakon prve ekstrakcije SDS-om. Kod stijenki
koje su izlozene visestrukim ekstrakcijama SDS-om, blot pokazuje kako je koli¢ina proteina u
NaOH ekstraktu podjednaka neovisno o broju ponavljanja tretmana stijenki SDS-om. Time je
potvrdeno kako se Scw4p uistinu veze 1 kovalentno i nekovalentno u stani¢nu stijenku kvasca
Sto se slaze sa prethodno dobivenim rezultatima dobivenim u ovome laboratoriju.

4.2. Delecija dijela gena SCWi4sli¢nog PIR ponavljaju¢em motivu.

Prethodnim ispitivanjem potvrdeno je kako se Scw4p veze kovalentnom vezom u stani¢nu
stijenku kvasca. S obzirom na to da se izolira istim na¢inom kao i proteini PIR-porodice
pretpostavilo se kako se u stijenku i veze istim mehanizmom kao i PIR proteini. Specifi¢no za
PIR proteine je karakteristican dio sekvence odgovoran za kovalentno vezanje. Na slici 9. je
prikazan taj karakteristi¢ni dio sekvence oznacen crvenim okvirom. Sekvenca je
karakteristi¢na po specificnom rasporedu aminokiseline glutamina (Q). Izmedu prve i druge
glutaminske aminokiseline nalaze se jos 4 razli¢ite aminokiseline i to: izoleucin (1), glicin (G),
aspartat (D), i ponovno glicin (G), a izmedu drugog i tre¢eg glutamina se nalazi
aminokiselina valin (V). Ova sekvenca kao i raspored glutamina Karakteristi¢an je za sva
Cetiri PIR proteina.

CTCTTCAAAAGCTAAGAGAGACGTTATCTCTCAAATTGGTGACGGTCAAGTCCAAGCCA

=t

SAGAAGTTTTCGATTCTCTCTGCAATAGAGAGTTTAACCACTGCCAGTTCAGGTTCGGET
5 5 K A K R D W I 5 o I 5 [ G Q W Q A

Slika 9. PIR ponavljaju¢i motiv odgovoran za kovalentno vezanje PIR proteina u
stani¢nu stijenku

Mehanizam kovalentnog vezanja Scw4p u stijenku je i dalje nepoznanica buduéi da ovakva
sekvenca nije pronadena u genu za ovaj protein. No pronaden je dio sekvence sli¢an ovoj
sekvenci, te je moguce da je ona odgovorna za kovalentno vezanje. Stoga je cilj ovoga rada
izbaciti taj dio sekvence iz gena kako bi se provjerila njegova uloga u vezanju proteina u
stani¢nu stijenku. To je uéinjeno pomocu PCR-a kako je opisano u poglavlju Materijali i
metode. Slika 10. pokazuje dio sekvence gena SCW4 za koju se pretpostavlja kako je
odgovorna za kovalentno vezanje. Dio gena koji se zeli izbaciti je dio za koji se pocetnice
(delta V SCW4 R i delta V SCW4 F) nisu sparile sa kalupom i oznacen je plavim okvirom.

22



Hpal
TGACCAAATCCAAGACGGTGTCAACACCATCAAGTCTGCTGTTGAATCTTACGGTTCTTGGGACGATGTCACCACTGTTTCCATTGGTAACGAATTGGTTAACGGTAACCAAGCTACCCCATCCCAABTC

1 1 t 1 t 1 1 t 1 t 1 1
ACTGBTTTAGGTTCTGCCACAGTTGTGGTAGTTCAGACGACAACTTAGAATGCCAAGAACCCTGCTACAGTGGTGACAAAGGTAACCATTGCTTAACCAATTGCCATTGGTTCGATGGGGTAGGGTTCAG

o0 Q I Q b G V N T I K S A ¥ E S Y GG S wW D D Vv T T Vv s I 6 N E L ¥ N G N Q A T P 5 Q V
(in frame with kex2:

D Q@ I @ D 6 V N T I K S AV E S Y 6 5 WDODUV T TV s 1 6N E L v Nl njlg A T P 5 0 -

- vV L DLV TDVGDLRSNTFR RV TRZPUV I DGSNGNTV F aonN VvlT Vv LS GWTG L D
CAAAGGTAACCATTGCTTAACCAATT!
TCTAGACGGAACTTGCGACGG
delta V SCW4 R]
Bqlll
delta V SCW4 F,

[.TCCATTGGTAACGAATTGGTTAAC SATCTECCTTOARGECTo 0
T

GGTCAATACATTGACTCTGGTAGATCTGCCTTGAAGGCTGCCGGTTACACTGGTCCAGTTGTTTCTGTTGATACTTTTATTGCTGTGATCAACAACCCTGAATTGTGTGACTACTCCGACTACATGGLCTG
1 ! ! f ! ! ! ! ! ! 1 ! ! 4940

1 1 T 1 T 1 1 T 1 T 1 1
GCAGTTATGTAAGTGAGAGCATCTAGACGGAACTTCCGACGECCAATGTGACCAGGTCAACAAAGACAACTATGAAAATAAGGACAGTAGTTGTTGGGACTTAACAGACTGATGAGGCTGATGTACCGAC

G Q Y I D s G R S A L K A A G Y T G P v \ s v D T F I A A 1 N N P E L c D Y s D Y M A
(in frame with kex2)

II!IIEIIY I D S R S A L K A A G Y T G P V ¥V S ¥ D T F I A ¥V I N N P E L C D Y 5 D Y M A —
- T L Vv N V R s R 6 @ L § 6 T VvV S T W N N R N I S K N S H D V V R F Q@ T V V 6 V V H 5

Slika 10. Dio sekvence gena SCW4 sli¢an PIR ponavljaju¢éem motivu, koji se izbacuje
pomocéu PCR metode ,,megapocetnice”. Plavim okvirom oznacen je dio koji se iz gena
izbacuje, a crvenim okvirom oznacena je sekvenca sli¢na PIR ponavljaju¢em motivu.

Kao $to je vidljivo iz slike taj dio sekvence sadrzi glutamine ¢iji je raspored slican onome u
sekvenci PIR proteina (ozna¢eno crvenim okvirom). Sekvenca takoder sadrzi tri glutaminske
aminokiseline te se izmedu prve dvije takoder nalaze 4 aminokiseline, a to su: alanin (A),
treonin (T), prolin (P) i serin (S). Jo$ jedna razlika je $to se izmedu druge i tre¢e glutaminske
kiseline ne nalazi samo jedna aminokiselina (valin kod PIR proteina) nego dvije
aminokiseline (valin i glicin). Budu¢i da je to jedina sekvenca u genu SCW4 Kkoja je brojem i
rasporedom glutamata slicna sekvenci PIR proteina odgovornoj za kovalentno vezanje,
pretpostavljeno je da bi ona mogla biti odgovorna za kovalentno vezanje Scw4p u stani¢nu
stijenku. Na Slici 11. prikazane su spomenute sekvence jedna ispod druge kako bi se uocila
navedena sli¢nost. Kao $to je vidljivo na slici usporedbom ove dvije sekvence uocljiva je
slicnost u rasporedu tri prisutna glutamina (aminokiselina Q).

PIE ponavljajuci motiv

Sekvenca unutar SCH4
slicna PIR ponavljajucem
motivu

Slika 11. Usporedba PIR ponavljajuéeg motiva sa sekvencom slicnom tom motivu iz
gena SCW4
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4.2.1. UVODENJE DELECIJE

Polaze¢i od pretpostavke kako je taj dio sekvence odgovoran za kovalentno vezanje, u
sljede¢em je koraku provedenanjena delecija pomo¢u PCR metode ,,megapocetnice”. U
prvom krugu PCR-a koriStene su pocetnice ,,GalpromF* i ,.delta V. SCW4 R* te ,,delta V
SCW4 F*“ i ,, EcoRV SCW4 R*. Time su dobiveni prvi i drugi dio kostrukta delta V koje
prikazuju Slike 12. i 13.

t16) Sacll (1132) Hpal
ta) sacl [1169 ., 1216) delta W SCWAF |
(7) ECI]53kI‘| (1058) BstBI | ‘BgllI (1196)
(1..34) galprom F__‘_ | (1017) Kpnl -“, End (1z16)
(o) Start. || Agel (91) BStAPI (343) (704) Pwull (849) HindIII (1013) Acch5I, ||| dettavscw4 R (1169 . 1216)
e | | | | | L
Z50T 5007 7507 Tooar
[ GALL promoter i .
attR1 kex2
[ uvas | a
10oe

1. dio V¥ konstrukta
1216 bp

Slika 12. 1.dio AV konstrukta dobiven koriStenjem pocetnica ,,GalPromF* i ,,delta V

SCW4 R
(933) Kpnl
(9291 AccBSI (2332) EcoRY
(28) Bolll (920) Ascl | Pyull (1057) (2253) BStBI
{24) Hpal (7e7) Bglll Pvul (1088) (z14¢) Apal* |
1 *
(1. 48) delta(;t)s;u;f;ﬁl \ {593 Bglll \ NQOMIV (1257} {2142) PspOMI* | End (2344)
J t448) Xbal l_Nael (1259 (2084} Stul‘ \ | |/ECORV SCW4R (2315 . 2344)
L i \
00T To00T 15007 Zo00T %
——
uls) ol | \ o > < URES
| HA | M13 fwd
ExHis HRW 3C site T7 promoter

delta ¥ sa Ecro RV krajem
2344 bp

Slika 13.2. dio AV konstukta dobiven koriStenjem pocetnica ,,delta V SCW4 F“ i
»EcoRV SCW4 R*

Slike prikazuju 1 veliine fragmenata: 1.dio konstrukta je veli¢ine 1216pb, a 2.dio konstrukta
2344pb. Kako bi se potvrdilo da su PCR-om dobiveni upravo ovi konstrukti provedena je
elektroforeza u agaroznom gelu, te je veli¢ina dobivenih kosturukata usporedena sa
standardom (Slika 14).
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5145
4268
3530

2027
1904
1584
1375
947
831

564

Slika 14. Elektroforetska analiza fragmenata dobivenih 1. krugom PCR-a. Uzorak: 1. 1.
dio AV konstrukta 2. 2.dio AV konstrukta 3. Standard tj. A Hindlll i ECORV

Nakon proc¢is¢avanja pomocu kita za procis¢éavanje PCR produkata (Materijali i metode),
uslijedio je drugi krug PCR-a u kojem su koristene pocetnice ,,GalpromF* i ,,EcoRV SCW R*
te u kojem je dobiven kostrukt koji ima deletiran zeljeni dio skevence. Uspjesnost delecije u
PCR produktu AVSCW4 potvrdena je gel elektroforezom odnosno usporedbom veli¢ine

dobivenog fragmenta sa standardom. Slika 15.pokazuje PCR konstrukt AVSCW4 te njegovu
veli¢inu od 3512 pb.
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(1169 .. 1216) delta vV SCWw4 R

Prota)
1196) Bglll
(1£92) Lpfl Bglll (1935)
(343) BStAPI (1169 .. 1218) deltaV SCW4F | “;?EE(SZIDE(?DQ?)
(91) Agel {1058y BstBI || | Kpnl (z101)
\
(1017 Kpnl I [ (3500} EcoRY
((196)) Sacnt (1013) ACCESI Il || et (a421) BstBl |
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Slika 15. PCR produkt AV SCW4 sa deletiranom sekvencom od 50 pb.

Dobiveni konstrukt ima deletiranu regiju od 48 pb unutar koje se nalazi sekvenca za koju se
pretpostavlja da je odgovorna za kovalentno vezanje. Dobiveni kostrukt sadrzi sekvencu
prikazanu na Slici 16. na kojoj je vidljivo kako ne sadrzi ranije spominjanu regiju sa Q

aminokiselinama, te takoder prikazuje kako se u drugom krugu PCR-a pocetnice U potpunosti
sparuju kako je objaSnjeno u poglavlju Materijali i metode.

delta V SCW4 F

|GTTTCCATTGGTHACGAATTGGTTAHCHGP&TCTGCCTTGPAP\GGCTGCC
CTTACGGTTCTTGGGACGATGTCACCACTGTTTCCATTGGTAACGAATTGGTTAACAGATCTGCCTTGAAGGCTGCCGGTTAC
1 L 1 ! 1
T }

1 [l L 1 L 1 1 [l 1 [l L 1

1 u 1 u 1 T T T T T T T T T T

GAATGCCAAGAACCCTGCTACAGTGGTGACAAAGGTAACCATTGCTTAACCAATTGTCTAGACGGAACTTCCGACGGCCAATG
S ¥ e} S W D D V' T T

(in frame with kex2)
S ¥ G S W D D
R VvV T R P WV

v T T v 5 I
I [E] G 5 M G M T W F Q M v 5 R G Q L 5 G T

CAAAGGTAACCATTGCTTAACCAATTGTCTAGACGGAACTTCCGACGG
delta v SCW4 R

Slika 16. Konstrukt AV SCW4.

Kao s$to slika elektroforetske analize (slika 17.) pokazuje zbog nespecifinog spajanja uz
zeljeni fragment umnozena su i dva fragmenta manjih veli¢ina. Zbog toga je zeljeni fragment
od 3512 pb izrezan i izoliran iz gela kako je opisano u poglavlju Materijali i metode.
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21,226

5145
4268

3530 PCR produkt AV SCW4 -3512 pb

2027
1904
1584
1375

947
831

564

Slika 17. Elektroforetska analiza 2.kruga PCR-a. Uzorak: 1. Standard A2. PCR produkti
drugog kruga PCR-a.

Nakon izolacije iz gela te elektroforetske provjere uspjes$nosti izolacije provedena je TA
ligacija u plazmid pGEm-T Easy Vector kako je opisano u ,Materijali i metode®.
Transformanti su najprije uzgajani na krutoj hranjivoj podlozi sa ampicilinom, a zatim su
odabrane kolonije uzgojene u tekucoj podlozi koja je takoder sadrzavala ampicilin. Nakon
toga je plazmidna DNA iz E.coli izolirana pomocu kita za ,,mini-prep* (Materijali i metode).
Sljedeci korak je bio restrikcija dobivenih plazmida sa enzimima Sacl i ECORV kako bi se iz
plazmida izrezao umetnuti fragment, ali sa krajevima pogodnim za ligaciju u plazmid
pBG1805SCW4 koji je takoder podvrgnut restrikciji sa EcoRV i1 Sacl. Nakon restrikcije
plazmidne DNA cijeli volumen restrikcijske smjese je stavljen na gel elektroforezu kako bi se
izolirao zeljeni fragment. Slika 18. pokazuje Zeljeni fragment veli¢ine 3512 pb izrezan
navedenim enzimima.
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plazmid  standard plazmid

Odgovarajudi
fragment koji se izolira
izgela

Slika 18. Restrikcija plazmida dobivenog TA ligacijom sa Sacl i ECORV

Nakon izolacije Zeljenog fragmenta iz gela (,,Materijali 1 metode®) slijedila je ligacija sa
odgovaraju¢im fragmentom plazmida pBG1805 SCW4 dobivenog restrikcijom sa Sacl i
EcoRV (,,Materijali i metode*). Nakon ligacije i transformacije kompetentnih stanica E.coli
ligacijskom smjesom, transformanti su uzgojeni na krutoj podlozi , a potom su odabrane
kolonije uzgojene i na teku¢oj podlozi koja je sadrzavala ampicilin, i zatim je napravljen
,,mini-prep‘ kako bi se izolirala plazmidna DNA.

(7361) Ndel
{7208) Pstl - Sbil SnaBl (323)
(7287) BfuAI - BspMI _ \ /

(71493 Xcml
(7071 ., 7100) EcoR W SCW4 R ——

(7088) EcoRY —
(7067) Ncol ™

(6916) BsmlI _
(5902) Apal*
(6898) PspOMI*
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]
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e
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(6015) Nael

{6013} NgoMIy ——— |} N\ xmn1 anon
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[MI3Fwrd| ———
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i s,/
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Ha P 3 9(06;((‘0-\ 4
. ® T @
BxHis /2 Lee® L
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(4071) BsrGI | | Agel (3673)
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Slika 19. Plazmid pBG1805 SCW4 sa unesenom mutacijom
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Zatim je napravljena restrikcijska analiza dobivenog plazmida enzimom Kpnl i enzimom
Pvull kako bi se provjerila uspjesnost ligacije zeljenog fragmenta u plazmid. Slika 20.
pokazuje fragmente dobivene restrikcijom koji veli¢inama ne odgovaraju fragmentima koji su
se trebali dobiti restrikcijom sa ovim enzimima. Restrikcijom sa Kpnl trebali su se dobiti
fragmenti veli¢ine 6594 1 1084 pb, a restrikcijom sa Pvull fragmenti veli¢ine 5240, 15211917
pb. Iz prikazanog se moze zakljuditi kako ligacija Zeljenog fragmenta u plazmid nije uspjela te
se nije dobio plazmid pBG1805SCW4 sa unesenom Zeljenom mutacijom (Slika 19.).

Slika 20. Eelektroforetska naliza fragmenata dobivenih restrikcijom plazmidne DNA
izolirane ,,mini prepom* iz transformiranih stanica E. coli sa a) restrikcijskim enzimom
Kpnl; Uzorak: 1-8. Plazmidna DNA izolirana ,,mini prepom‘ iz odabranih kolonija E. coli
oznacenih brojevima od 1-8. 9. standard 10. originalni plazmid pBG1805 SCW4 i b)
restrikcijskim enzimom Pvull; Uzorak: 1-8. Plazmidna DNA izolirana ,,mini prepom* iz
odabranih kolonija E. coli oznacenih brojevima od 1-8. 9. Standard 10. Originalni plazmid
pBG1805 SCW4
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5. RASPRAVA

Kao modelni organizam u ovome radu je koristen kvasac S. Cerevisiae koji se zbog svojih
povoljnih karakteristika tradicionalno koristi za proucavanje biokemijskih procesa u
eukariotskim stanicama, a u sredi$tu samoga rada je protein njegove stani¢ne stijenke Scwd4p.
Stani¢na stijenka kvasca je slozena ekstracelularna organela koja svojom cvrstoCom i
elasti¢no$¢u pruza stanici fizicku zastitu te joj odreduje oblik. Stani¢nu stijenku izgraduju
polisaharidi glukan i hitin te oko tridesetak razli¢itih manoproteina za koje se pretpostavlja da
sudjeluju u izgradnji i promjenama stijenke tijekom rasta. Funkcija veéine proteina stijenke i
dalje je nepoznata, a zanimljivo je kako od svih identificiranih proteina niti jedan nije
esencijalan za stanicu. Proteini se u stani¢nu stijenku ugraduju putem najmanje tri
mehanizma, a dijele se na kovalentno vezane proteine i proteine koji su nekovalentno vezani
na polisaharde stani¢ne stijenke. Proteini sa pretezito glikozidaznom ili transglikozidaznom
aktivnoscu su nekovalentno vezani te se iz stijenke mogu izolirati tretmanom sa vru¢im SDS-
om u reduciraju¢im uvjetima (Mr$a i sur.,1997). Kovaletno vezani proteini se mogu podijeliti
na jos§ dvije podskupine prema nacinu vezanja u stijenku. Prvu skupinu ¢ine proteini vezani
putem ostatka GPI sidra, a izoliraju se jedino pomocu pripravaka glukanaza. Drugu skupinu
kovalentno vezanih proteina ¢ine proteini vezani esterskom vezom izmedu y-karboksilne
skupine glutaminske kiseline i hidroksilne grupe glukoze, a pripadaju PIR porodici proteina.
Ova skupina proteina se izolira prekono¢nom inkubacijom u 30 mM NaOH na +4°C. Protein
Scw4p je najprije detektiran medu nekovalentno vezanim proteinima stijenke (MrSa 1 sur.,
1997). No daljnim istrazivanjima zamijec¢eno je kako 1 nakon disrupcije sva Cetiri PIR gena u
NaOH ekstraktu stijenki ¢etverostrukog pir mutanta zaostaje proteinska vrpca veli¢ine 67 kDa
Sto odgovara molekulskoj masi proteina Scw4p i ScwlOp. Disrupcijom SCW4 gena u
Cetverostrukom pir mutantu potvrdeno je kako je zaostali protein u NaOH ekstraktu Scw4p
Sto upucuje na dvostruki na¢in vezanja ovoga proteina u stani¢nu stijenku kvasca.

Kako bi se potvrdilo da je Scw4p detektiran u NaOH ekstraktu stvarno kovalentno vezani
protein, a ne eventualno zaostali nekovelentno vezani Scw4p usljed nepotpune ekstrakcije
stijenki SDS-om, u ovom radu proveden je uzgoj kvasca transformiranog plazmidom
pBG1805 koji sadrzi gen SCW4 pod kontrolom jakog inducibilnog GAL promotora $to
omogucuje prekomjernu produkciju proteina Scw4p u uvijetima uzgoja na galaktozi. Iza gena
SCW4 se nalazi hemaglutininski nastavak (-HA) koji omogucava detekciju proteina sa
specifiénim antitijelima za taj nastavak Western blot metodom. Nakon uzgoja uslijedilo je
razbijanje stanica i izolacija proteina stani¢ne stijenke kvasca. Vru¢im SDS-om izdvojeni su
nekovalentno vezani proteini. Stijenke su podvrgnute viSestrukoj ekstrakciji vru¢éim SDS-om
kao S$to je opisano u poglavlju ,,Rezultati. Zatim su iz stijenki izolirani kovalentno vezani
proteini pomoc¢u 30 mM NaOH. Nakon izolacije Scw4p je detektiran Wester blot metodom
(,,Materijali i metode®). Rezultati su pokazali kako su nakon dva uzastopna tretmana stijenki
vru¢im SDS-u izolirani svi nekovaletno vezani Scw4p proteini, dok se u NaOH ekstraktu
detektira podjednaka koli¢ina kovalentno vezane forme proteina Scw4p bez obzira na broj
provedenih uzastopnih ekstrakcija stijenki SDS-om (Slika8.). Time je potvrdeno kako se
Scw4p u stani¢nu stijenku uistinu veze i kovalentno i nekovalentno.
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Prema rezultatima prija$njih istraZzivanja na¢ina ugradnje Scw4p u stijenku pretpostavlja se da
je razli¢it nacin ugradnje posljedica razli¢itog procesiranja ovoga proteina.

Buduc¢i da se kovalentno vezani Scw4p iz stijenke izolira pomocu 30 mM NaOH odnosno na
isti nac¢in kao i1 PIR proteini pretpostavilo se kako je mehanizam kovalentne ugradnje proteina
takoder isti. Za proteine PIR porodice je karakteristicno da pokazuju visoki stupanj
homologije te sadrze specificnu sekvencu odgovornu za kovalentno vezanje (Slika 9.). PIR
ponavljajuci motiv sadrzi tri glutamata koji su bitni za kovalentno vezanje proteina u stijenku.
Izmedu prvog i drugog glutamata nalaze se jos 4 aminokiseline i to redom: izoleucin, glicin,
aspartat i ponovno glicin. Izmedu drugog i treeg glutamata nalazi se samo jedna
aminokiselina i to valin. Budu¢i da Scw4p ne sadrzi ovakav PIR ponavljaju¢i motiv upucuje
na to da postoji jos jedan, Cetvrti naCin vezanja proteina u stijenku (MrSa i sur., 1999; Teparic¢
i sur., 2010). Unato¢ tome Sto u genu SCW4 nije pronaden PIR ponavljaju¢i motiv pronadena
je sekvenca koja nalikuje na tu specifi¢nu sekvencu kao §to je prikazano na Slici 11. Sekvenca
unutar gena SCW4 takoder sadrzi tri glutamata u veoma slicnom rasporedu kao kod PIR
ponavljajuéeg motiva. Razlika je u Cetiri aminokiseline koje se nalaze izmedu prvog i drugog
glutamata koje su razli¢ite od onih koje se pojavljuju u PIR motivu ( u SCW4 to su: alanin,
treonin, prolin, serin), kao i u tome da se uz valin izmedu drugog i tre¢eg glutamata pojavljuje
i glicin. Kako bi se ispitalo ima li ta sekvenca ulogu u kovalentnom vezanju Scw4p proteina,
pomo¢u PCR metode deletirano je 48 parova baza kako bi se izbacila iz gena. Mutacija je
unesena pomoc¢u PCR metode ,,megapocetnice® u dva koraka. U prvom koraku koriStene su
pocetnice koje se djelomi¢no sparuju sa kalupom na nacin da se ne sparuju u regiji koju
zelimo deletirati, no ti dijelovi pocetnica su medusobno komplemenatarni §to omogucuje
daljnje umnozavanje produktau drugom koraku PCR metode, ali sada bez dijela sekvence koji
smo zeljeli izbaciti. Zatim je takav konstrukt (nazvan AV) ligiran u plazmid pGEM-T-Easy
TA ligacijom, plazmid je umnoZen i izoliran (,,miniprep*“-Materijali i metode), a zatim je
fragment sa unesenom mutacijom iz plazmida izrezan restrikcijskim enzimima EcoRV i Sacl.
Plazmid pBG1805 SCW4 takoder je podvrgnut restrikciji sa enzimima EcoRV i Sacl kako bi
se iz originalnog plazmida izrezao dio koji Zelimo zamijeniti pripremljenim fragmentom sa
unesenom mutacijom. Kako su i plazmid i kostrukt posjeceni istim restrikcijskim enzimima
sadrze odgovarajuce ljepljive krajeve $to omogucuje njihovu ligaciju. Unato¢ tome ligacija
nije uspjela te u ovom radu zeljeni fragmentnije ubacen u plazmid pBG1805 SCW4. U
daljnjem radu potrebno je ponoviti ligaciju fragmentai plazmida pBG1805 SCW4, te dobiveni
plazmid sa unesenom mutacijom iskoristiti za transformaciju kvasca kako bi se analizirao
efekt mutacije. Da bi se to postiglo potrebno je transformirani kvasca uzgojiti u uvjetima
prekomjerne sinteze proteina Scwd4p, a zatim proteine izolirati pomoc¢u SDS-a i NaOH, te ih
analizirati Western blot metodom kako je opisano u poglavlju ,,Materijali i metode ,,. Ukoliko
bi rezultati pokazali da NaOH ektrakt ne sadrzi proteine to bi potvrdilo da je ova sekvenca
odgovorna za kovalentno vezanje proteina u stijenku. Ako bi pak u NaOH ekstraktu bilo
proteina to bi znacilo kako izbaCena sekvenca ne sudjeluje u kovalentnom vezanju proteina,
vec je za to odgovorna neka druga sekvenca unutar SCW4 gena.
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6. ZAKLJUCCI

Scw4p je vezan u stani¢nu stijenku na dva nacina, kovalentno i nekovalentno.

Delecija dijela gena SCW4 je uspjesno provedena upotrebom PCR metode ,,megapocetnice®.
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