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1. UVOD 
 

RNA egzosom je evolucijski očuvan multiproteinski ribonukleazni kompleks 

esencijalan za 3′→5′ procesiranje, degradaciju i kontrolu kvalitete RNA. RNA egzosom se u 

jezgri sastoji od 9 strukturnih podjedinica te dvije katalitičke podjedinice, Dis3 i Rrp6. 

Egzoribonukleaza Rrp6 uključena je u procesiranje 3′ krajeva snRNA, snoRNA i pre-rRNA, 

degradaciju kriptičnih nestabilnih transkripata (CUT) te kontrolu kvalitete tRNA i pre-mRNA 

(Januszyk i Lima, 2014). RNA egzosom kvasca te njegovi homolozi u drugim organizmima 

kontinuirano se istražuju tijekom posljednja dva desetljeća, međutim, uloge egzosoma nisu u 

potpunosti razjašnjene. Zadnjih desetak godina intenzivno se istražuje uloga RNA egzosoma u 

mejozi i gametogenezi. Obzirom na širok niz supstrata, ali i uloge u brojnim staničnim 

procesima, aktivnost egzosoma i njegovih katalitičkih podjedinica u mejozi visoko je 

regulirana. Prethodno je pokazano da u stanicama kvasca S. cerevisiae razina proteina Rrp6 

pada tijekom mejoze, ali mehanizam regulacije još nije razjašnjen (Lardenois i sur., 2011). 

Slično regulaciji razine proteina u mitozi, regulacija razine proteina bitnih za mejozu odvija se 

proteolizom posredovanom ubikvitinom, odnosno kompleksom koji promovira 

anafazu/ciklosom (APC/C) i proteasomom (Cooper i Strich, 2000). Cilj ovog rada bio je ispitati 

mehanizam mejotičke regulacije proteina Rrp6 proteolitičkim procesiranjem, specifično, 

APC/C kompleksom i proteasomom. U tu svrhu, bioinformatičkom, fenotipskom te imunoblot 

analizom ispitana je razina Rrp6 u mejotičkim uvjetima rasta u mutantu kvasca u kojem je 

onemogućeno vezanje APC/C kompleksa na Rrp6 te u uvjetima u kojima je proteasom 

inhibiran. Nadalje, tijekom mejoze pad razine proteina Rrp6 dovodi do stabilizacije klase 

nekodirajućih RNA transkripata nazvanih mejotički neanotirani transkripti (MUT) (Lardenois 

i sur., 2011). Budući da je poznato da nekodirajuća RNA predstavlja jedan od brojnih staničnih 

mehanizama regulacije ekspresije gena (Bhat i sur., 2016), u ovom je radu istražena 

potencijalna uloga antisense transkripta s lokusa RRP6, MUT1312, u regulaciji ekspresije Rrp6 

tijekom mejoze. Kako bi se ispitala uloga MUT1312, provedena je konstrukcija mutanta u 

kojemu je blokirana transkripcija MUT1312. Finalno, ispitan je utjecaj prekomjerne ekspresije 

Rrp6 na tijek mejoze, kako bi se dobio uvid u fiziološki značaj regulacije ekspresije ove 

egzoribonukleaze u mejozi i sporulaciji. 
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2. TEORIJSKI DIO 
 

2.1. KVASAC Saccharomyces cerevisiae 

 

Kvasac Saccharomyces cerevisiae je jednostanična gljiva ovalnog oblika, a zbog svoje 

je industrijske primjene najpoznatija pod nazivima pivski i pekarski kvasac. Znanstveni nazivi 

Saccharomyces te cerevisiae proizlaze iz kvaščeve mogućnosti fermentacije šećera za 

proizvodnju etanola i ugljikovog dioksida (Mortimer, 2000). Osim u pivarstvu, proizvodnji 

vina i pekarskih proizvoda (Parapouli i sur., 2020), kvasac se koristi i kao modelni organizam 

za istraživanje stanične i molekularne biologije eukariota. Genom S. cerevisiae kodira za oko 

5800 proteina, a njegovo sekvenciranje 1996. godine (Goffeau i sur., 1996) dodatno je 

potaknulo korištenje stanica kvasca u znanstvenim istraživanjima. U posljednja dva desetljeća 

postao je model za većinu molekularno-genetičkih istraživanja jer su osnovni stanični 

mehanizmi, poput replikacije (Nieduszynski i sur., 2006), rekombinacije (Tsai i sur., 2010), 

stanične diobe (Hartwell, 2004) i metabolizma (Petranovic i sur., 2010), evolucijski očuvani 

između kvasca i drugih eukariota, uključujući i sisavce (Burgess i sur., 2017). Evolucijska 

očuvanost gena kvasca pokazana je za oko 1000 gena povezanih s ljudskim bolestima, poput 

genetičkih poremećaja, raka pa čak i s neurodegenerativnim bolestima, kao što su Parkinsonova 

i Alzheimerova bolest, zbog čega je uloga istraživanja na stanicama kvasca u otkrivanju uzroka 

pojave ovih bolesti iznimno važna (Heinicke i sur., 2007). Velika prednost koja je izdvojila 

kvasac kao jedan od najčešće korištenih modelnih organizama je jednostavnost modifikacije 

gena. Razvoj metode transformacije DNA učinio je kvasac posebno pristupačnim za 

provođenje metoda genetičkog inženjerstva. Za razliku od većine drugih eukariotskih 

organizama, integrativna rekombinacija transformirajuće DNA u kvascu odvija se primarno 

putem homologne rekombinacije (Orr-Weaver i sur., 1981). Egzogena DNA stoga se može 

usmjeriti na specifična mjesta u genomu. Takvom manipulacijom gena induciraju se fenotipske 

promjene kojima se može dobiti uvid u mehanizme različitih staničnih procesa, što je značajno 

pridonijelo razumijevanju funkcija određenih gena i proteina in vivo. Kvasac se pokazao i kao 

izvrstan model za ekspresiju rekombinantnih proteina (Çelik i Çalik, 2012). Za razliku od E. 

coli, u stanicama kvasca aktivno je nekoliko mehanizama posttranslacijske modifikacije 

potrebnih za pravilnu ekspresiju određenih humanih proteina. Značaj kvasca u proizvodnji 

rekombinantnih proteina pokazuje primjer da su prvo odobreno rekombinantno ljudsko 

cjepivo, cjepivo za hepatitis B (McAleer i sur., 1984), kao i velik broj biofarmaceutika i 

terapeutika, proizvedeni u S. cerevisiae (Wang i sur., 2017). Nepatogenost, kratko generacijsko 
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vrijeme te jeftin i jednostavan uzgoj u laboratoriju, također su prednosti koje kvasac čine 

jednim od fundamentalnih modelnih organizama.  

 

2.2. ŽIVOTNI CIKLUS KVASCA Saccharomyces cerevisiae  

 

Stanice kvasca mogu postojati kao jedna od tri različite vrste specijaliziranih stanica: 

haploidne a ili α te diploidne a/α. Izmjene diploidne i haploidne faze karakteristične su za 

životni ciklus kvasca (slika 1). U optimalnim uvjetima rasta, odnosno na vlažnim površinama 

koje su bogate šećerima, aminokiselinama i drugim topivim hranjivim tvarima, haploidne i 

diploidne stanice kvasca dijele se nespolno, odnosno mitozom, svakih 90 minuta. Vegetativna 

dioba karakteristično se događa stvaranjem pupa, koji se povećava kako stanica majka prolazi 

faze staničnog ciklusa (Mitchison, 1958). Stanični ciklus sastoji se od interfaze (G1, S, G2) i 

mitoze (M). Tijekom S faze dolazi do duplikacije kromosoma, a nakon anafaze mitoze, kada 

je genetički materijal odvojen između stanice majke i stanice kćeri, dolazi do diobe jezgre 

(Hartwell, 1974). Zatim slijedi citokineza, kojom se odvaja genetički identična stanica kći 

(Bhavsar-Jog i Bi, 2017).  

 

Slika 1. Životni ciklus kvasca Saccharomyces cerevisiae. Haploidne stanice razmnožavaju se 

nespolno pupanjem, a spolno parenjem. Parenjem haploidnih stanica suprotnog tipa parenja 

nastaju diploidne stanice, koje u povoljnim uvjetima pupaju, a u nepovoljnim, kao što je 



4  

nedostatak dušika, ulaze u mejozu i sporuliraju. Ponovnom uspostavom povoljnih uvjeta, spore 

germiniraju u dvije a i dvije α stanice (prilagođeno prema Nasr, 2012) 

 

Osim zbog nedostatka hranjivih tvari, stanični ciklus se kod haploidnih stanica može 

zaustaviti i zbog bliske prisutnosti druge stanice kvasca suprotnog tipa parenja (Bucking-

Throm i sur., 1973). Bliska udaljenost inicira spolno razmnožavanje, odnosno parenje i 

nastanak diploidne stanice. Kako bi se a i α haploidne stanice međusobno prepoznale i kako bi 

započeo proces fuzije, potrebna je sinteza odgovarajućih receptora i feromona. Receptori se 

nalaze na površini stanica i prepoznaju peptidne signalne molekule, odnosno feromone. Upravo 

su feromoni nužni za sinkronizaciju staničnih ciklusa stanica koje će fuzionirati, jer 

zaustavljaju ciklus u G1 fazi, odnosno prije sinteze DNA. Time je omogućeno da haploidna 

stanica prije fuzije sadrži samo jednu kopiju svih 16 kromosoma, kako bi nakon fuzije s drugim 

haploidom dala diploidnu stanicu s 32 kromosoma. Skup gena koji je potreban za sintezu 

receptora i feromona određen je lokusom tipa parenja (slika 2). Lokus tipa parenja (engl. 

mating-type locus, MAT) je glavni regulatorni lokus koji upravlja specijalizacijom stanica 

(Strathern i sur., 1981). Kod α stanica, MATα kodira za aktivator transkripcije αl (Sprague i 

sur., 1983), koji aktivira transkripciju α-specifičnih gena, čime nastaje receptor za a feromone 

(a receptor) (Hagen i sur., 1986) i feromon α faktor (Kurjan i Herskowitz, 1982). Osim 

aktivatora, MATα kodira i za represor transkripcije α2 koji reprimira transkripciju a-specifičnih 

gena, pa time i sintezu receptora i faktora karakterističnih za a stanice (slika 2) (Wilson i 

Herskowitz, 1984). S druge strane, a stanice proizvode svoj α receptor (Blumer i sur., 1988) i 

a faktor (Michaelis i Herskowitz, 1988) jer kod njih ne dolazi do ekspresije represora α2. No, 

MATa kodira za dva polipeptida, al, koji ima važnu ulogu u a/α diploidnim stanicama, i a2, 

čija je uloga nepoznata (slika 2) (Astell i sur., 1981). Nakon vezanja feromona na odgovarajuće 

receptore, stanice se izdužuju u smjeru svog partnera procesom koji se naziva shmooing, nakon 

čega slijede fuzija stanica i kariogamija. Novonastali diploid ne može se dalje pariti, ali se 

može podijeliti mitotičkom diobom, čime nastaju nove diploidne stanice. Ukoliko se nađe u 

stresnim uvjetima, diploidna stanica sporulira, odnosno formira četiri haploidne spore unutar 

strukture koja se zove askus. U ponovno uspostavljenim povoljnim uvjetima spore germiniraju 

u dvije a i dvije α stanice (slika 1) (Neiman, 2011).  
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Slika 2. Regulacija ekspresije gena specifičnih za tip parenja kvasca. Lokus tipa parenja (MATa 

ili MATα) kodira za regulatorne proteine (a1 ili α1 i α2) koji djeluju kao transkripcijski faktori 

za setove gena čija je ekspresija specifična za tip stanice (αsg, α-specifični geni; asg, a-

specifični geni; i hsg, geni specifični za haploide). Valovite strelice označavaju smjer 

transkripcije. Strelice označavaju aktivaciju transkripcije gena, a linije s tupim krajevima 

ukazuju na represiju transkripcije (prilagođeno prema Herskowitz, 1988). 

 

2.2.1. Promjena tipa parenja kvasca  

 

U sredini desnog kraka kromosoma III kvasca S. cerevisiae nalazi se MAT lokus koji 

nosi genetičku informaciju o tipu parenja stanice. Dva alela, MATa i MATα, razlikuju se u 700 

parova baza. Parenjem a i α stanice nastaje diploidna stanica koja je heterozigot za MAT lokus 

(MATa/MATα). Kromosom III također nosi dodatnu kopiju svakog MAT alela na dva dodatna 

lokusa: lokus HMRa, smješten blizu kraja desnog kraka kromosoma koji sadrži alel MATa, i 

lokus HMLα, smješten blizu kraja lijevog kraka kromosoma koji sadrži alel MATα 

(Herskowitz, 1988). Ove kopije MAT lokusa potrebne su za promjenu tipa parenja, a, za razliku 

od MAT lokusa, nalaze se u regijama heterokromatina i stoga su transkripcijski utišane. 

Promjenu tipa parenja inducira endonukleaza HO (engl. homothallic switching endonuclease) 

koja uvodi dvolančani lom u MAT lokus (Kostriken i sur., 1983). Budući da dvolančani lom 

DNA može biti letalan, u stanicama kvasca popravlja se homolognom rekombinacijom. 

Popravak je popraćen konverzijom gena prema donorskim, neoštećenim kopijama MAT lokusa, 

što dovodi do promjene informacija u oštećenom MAT lokusu. Specifično, MATa se popravlja 

prema HMLα, a MATα prema HMRa. Za popravak MATa zaslužan je rekombinacijski 
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pojačivač (engl. recombination enhancer, RE) na lijevom kraku kromosoma III koji potiče 

korištenje regije HMLα kao donorske. S druge strane, da bi se MATα popravio prema HMRa, 

cijela lijeva ruka kromosoma mora biti heterokromatizirana, pa tako i RE lokus (Haber, 2012). 

Na taj način, MATα nakon popravka postaje MATa, i obrnuto. Promjena tipa parenja te 

transkripcija gena HO ograničena je na stanicu majku jer se mRNA Ash1, negativnog 

regulatora gena HO, asimetrično lokalizira u stanice kćeri tijekom mitoze (Jansen i sur., 1996). 

Represija transkripcije gena HO sprječava promjenu tipa parenja stanice kćeri i time 

omogućuje parenje sa njenom stanicom majkom koja može mijenjati tip parenja. Promjena tipa 

parenja kod stanice majke uobičajena je jer osigurava spontanu diploidizaciju, odnosno 

mogućnost generiranja kompatibilnog partnera za parenje (Harari i sur., 2018). Stanice kvasca 

koje mogu mijenjati tip parenja nazivaju se homotaličnim stanicama, te se većinom kao takve 

nalaze u prirodi. S. cerevisiae najčešće se proučava u laboratoriju u haploidnom stanju, zbog 

olakšane genetičke manipulacije. Međutim, haploidni sojevi izolirani iz prirode brzo mijenjaju 

tip parenja iz a u α i obrnuto, zbog čega je teško održavati čistu haploidnu kulturu, budući da 

se stanice suprotnog tipa parenja brzo pare i tvore diploide. Laboratorijske kulture zato u 

pravilu nose mutaciju koja blokira promjenu tipa parenja, odnosno imaju mutaciju u genu koji 

kodira za endonukleazu HO, pa se takvi sojevi mogu uzgajati kao čiste i stabilne kulture.  

 

2.2.2. Mejoza i sporulacija kvasca 

 

U uvjetima uzgoja uz nedostatak izvora dušika i fermentabilnog izvora ugljika, kao što 

je glukoza, kod diploidnih stanica kvasca S. cerevisiae zaustavlja se proliferacija i pokreće 

gametogeneza, odnosno sporulacija. Kod kvasca je sporulacija proces u kojemu iz jedne 

diploidne stanice, mejotičkim diobama i dodatnim morfološkim promjenama, nastaju četiri 

haploidne spore unutar strukture koja se zove askus. Osim nedostatka dušika i fermetabilnog 

izvora ugljika, za ulazak u sporulaciju potrebna je i prisutnost nefermentabilnog izvora ugljika, 

kao što je acetat (Freese i sur., 1982). Acetat se metabolizira respiracijom, a potreban je kao 

jedan od signala za inicijaciju sporulacije, ali i kao izvor ugljika koji osigurava energiju za 

različite procese, zbog čega je neophodan tijekom cijele mejoze (Otterstedt i sur., 2004). Dakle, 

inicijaciju sporulacije kvasca kontroliraju prvenstveno nutritivni uvjeti. Također, proces 

sporulacije moguć je samo kod diploidnih stanica koje eksprimiraju i MATa i MATα alele. 

Takve stanice kvasca ne proizvode niti jedan tip receptora i niti jednu vrstu feromona parenja. 

Ključnu ulogu u omogućavanju ovih svojstava ima protein α2 koji kod MATa/MATα stanica 

inhibira sintezu a-specifičnih gena, kao što to čini i u α stanicama (slika 2) (Strathern i sur., 
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1981). Osim toga, interakcijom α2 s al produktom MATa nastaje regulatorni heterodimer al-

α2, koji reprimira transkripciju gena specifičnih za α stanice (Goutte i Johnson, 1988). 

Prisutnost al-α2 također daje signal koji ukazuje da je parenje bilo uspješno, tako da se 

reprimira transkripcija gena specifičnih za haploide i omogućava ekspresija gena važnih za 

sporulaciju (slika 2). Jedan od primjera je represija gena RME1 (engl. regulator of meiosis), 

čija je ekspresija specifična za haploide jer kodira za inhibitor mejoze (Rine i sur., 1981).  

Genetički i okolišni signali aktiviraju kaskadu regulatornih proteina, što rezultira 

koordiniranim i uzastopnim promjenama u ekspresiji više od 1000 gena uključenih u različite 

procese sporulacije (Primig i sur., 2000). Članovi svake klase sporulacijskih gena imaju 

zajedničke regulatorne sekvence unutar svojih promotora i kontrolirani su istim faktorima 

transkripcije (Piekarska i sur., 2010). To određuje njihovu koekspresiju i osigurava ispravan 

redoslijed aktivacije transkripcije pojedinih skupina gena. Dakle, vrijeme ekspresije određenog 

gena usko je povezano s njegovom funkcijom. Prema tome, faze i geni sporulacije dijele se na 

rane, srednje i kasne (slika 3).  

 

Slika 3. Morfološke i genetičke faze sporulacije. Ranu fazu karakterizira premejotička S faza 

te prvi dio mejoze I, sparivanje i rekombinacija homolognih kromosoma. Ostale faze MI te MII 

uz formiranje, proširenje i zatvaranje prospore odvijaju se za vrijeme srednje faze te na 

prijelazu iz srednje u kasnu. Kasnu fazu karakterizira formiranje stijenke spore te sazrijevanje 

askusa (prilagođeno prema Neiman, 2011). 

 

Za ulaz i pravilno odvijanje rane faze potrebne su brojne regulatorne promjene, što 

uključuje i promjene u odvijanju staničnog ciklusa. Zaobilazi se uobičajena mitotička kontrola, 

što sprječava prijelaz u mitotičku S fazu te omogućuje ulaz u premejotičku S fazu (Dirick i 

sur., 1998). Tijekom premejotičke S faze, koja prethodi mejozi I, odvija se replikacija DNA. 
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Rana faza uključuje i promjene u modifikaciji i procesiranju mRNA koje su nužne za pravilnu 

ekspresiju ranih gena ključnih za pravilno sparivanje i rekombinaciju homolognih kromosoma 

u profazi mejoze I (Engebrecht i Roeder, 1990). Nakon rekombinacije, stanice u srednjoj fazi 

prolaze kroz dva kruga nuklearne diobe, na kraju mejoze I i mejoze II (MI i MII), što dovodi 

do stvaranja četiri haploidne jezgre koje se zatim izdvajaju u stanice kćeri (Roeder, 1995). To 

zahtijeva niz promjena u staničnoj citoplazmi, poput modifikacije polarnog tijela diobenog 

vretena (engl. spindle pole body, SPB), potrebne za formiranje membrane prospore. Membrana 

se proširuje s karakterističnom zakrivljenošću i u odgovarajućem smjeru kako bi mogla 

zahvatiti jezgru kćeri koja se nalazi uz nju. Zatvaranje membrane prospore karakterizira 

prijelaz u kasnu fazu, tijekom koje se prospore razvijaju u zrele spore. Glavna karakteristika 

ove faze je formiranje debelog omotača ili stijenke, koja je prepoznatljivo obilježje spora i 

pruža zaštitu od različitih okolišnih stresora (Coluccio i sur., 2004). Novoformirane vegetativne 

stanične stijenke, poput onih koje okružuju pup, mogu se formirati proširenjem postojeće 

stanične stijenke. Nasuprot tome, za stijenku spora ne postoji već postojeća struktura koja bi 

djelovala kao predložak. Stanična stijenka vegetativne stanice kvasca sastoji se od unutarnjeg 

sloja s glukanima i hitinom te vanjskog sloja s manoproteinima (Klis i sur., 2002), dok unutarnji 

sloj stijenke spore čine manoproteini, a vanjski glukani (Kreger-Van Rij, 1978). Također, 

stijenka spore dodatno sadrži ditirozinski sloj i hitozan, koji su ključni za specifična svojstva 

spora (Briza i sur., 1988). Regeneracija organela te modifikacije histona, koje utječu na stupanj 

kondenzacije kromatina (Krishnamoorthy i sur., 2006), također su dio procesa sporulacije. 

Sporulacija je završena kada izvorna stanična stijenka obuhvati spore i time da zreli tetraedarski 

askus.  

 

2.3. RNA EGZOSOM 

 

Regulacija ekspresije gena uključuje širok raspon mehanizama koji osigurava pojačanu 

ili smanjenu sintezu potrebnih genskih produkata, odnosno RNA i proteina. Kako bi stanica 

pod utjecajem određenih razvojnih i okolišnih signala prilagodila stanični odgovor na razini 

transkriptoma, potrebni su posttranskripcijski mehanizmi regulacije, poput procesiranja, 

kontrole kvalitete i razgradnje RNA. Naime, kao i kod drugih bioloških procesa eukariota, 

koraci obrade RNA skloni su pogreškama i mogu rezultirati sintezom nefunkcionalnih i 

potencijalno toksičnih RNA, zbog čega je razgradnja istih nužna. Postoje dva puta razgradnje 

RNA, 5′→3′ te, prevalentniji, 3′→5′ egzoribonukleazni put (Gagliardi i Dziembowski, 2018; 

Andrade i sur., 2009). Degradacija RNA u 3′→5′ smjeru evolucijski je očuvan proces u svim 
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organizmima, a obitelji enzima koja kataliziraju degradaciju dijele mehanističke i strukturne 

sličnosti. Kod eukariota, 3′→5′ degradacija u citoplazmi i jezgri katalizirana je esencijalnim 

kompleksom RNA egzosomom. Egzosom je prvotno identificiran i okarakteriziran u kvascu 

Saccharomyces cerevisiae, a evolucijski sličan kompleks pronađen je u carstvu Archaea 

(Lorentzen i sur., 2005). Homolozi proteina egzosoma kvasca prisutni su i kod ljudi (Allmang 

i sur., 1999a). RNA egzosom ima ulogu obrade staničnih RNA u svim fazama, od sinteze i 

sazrijevanja do njihove razgradnje. Stoga, egzosom sudjeluje u kontroli kvalitete RNA, čime 

sprječava potencijalne štetne učinke uzrokovane nakupljanjem neispravno procesiranih RNA 

tijekom sazrijevanja funkcionalnih transkripata iz njihovih prekursora (Houseley i sur., 2006). 

Važna funkcija egzosoma je i uklanjanje nestabilnih molekula RNA koje nastaju kriptičnom 

transkripcijom. Kriptični nestabilni transkripti (engl. cryptic unstable transcripts, CUTs) u 

kvascu, promotorski uzvodni transkripti (engl. promoter upstream transcripts, PROMPTs) kod 

ljudi, uzvodna antisense RNA kod miševa (engl. upstream antisense RNA, uaRNA), 

pojačivačka RNA kod sisavaca (engl. enchancer RNA, eRNA), duge nekodirajuće RNA (engl. 

long non-coding RNA, lncRNA) te ponavljajući elementi poput rDNA i centromera, također su 

izvori nestabilnih transkripata i time supstrati RNA egzosoma (Pefanis i sur., 2015; Flynn i 

sur., 2011; Wlotzka i sur., 2011; Preker i sur., 2008; Houseley i sur., 2007; Wyers i sur., 2005). 

RNA egzosom sudjeluje i u sazrijevanju RNA, pri čemu skraćivanjem 3′ kraja prekursorskih 

RNA formira zreli 3′ kraj. Egzosom na taj način procesira gotovo sve stanične RNA u jezgri, 

kao što su ribosomalna RNA (rRNA), mala nuklearna RNA (snRNA), mala nukleolarna RNA 

(snoRNA) i transportna RNA (tRNA) (Zinder i Lima, 2017). Egzosom je prisutan i u 

citoplazmi, gdje je njegova funkcija vezana za procesiranje i degradaciju glasničke RNA 

(mRNA) (Hilleren i sur., 2001). Nadalje, egzosom ima ulogu u terminaciji transkripcije, 

promjeni razreda antitijela B limfocita, sprječavanju dvolančanog loma razrješavanjem 

struktura DNA/RNA hibrida, tzv. R-petlji,  te u popravku oštećenja DNA (Fox i Mosley, 2017; 

Laffleur i sur., 2017; Gavaldá i sur., 2013; Erdemir i sur., 2002). Obzirom na sve navedene 

funkcije, nije iznenađujuće da je RNA egzosom iznimno bitan za održavanje homeostaze 

stanice. Sukladno tome, deregulacija egzosoma dovodi do akumulacije neobrađenih RNA 

supstrata u citoplazmi, što aktivira antivirusne obrambene mehanizme koji mogu potaknuti 

razvitak autoimunih bolesti (Eckard i sur., 2014). Također, mutacije u različitim podjedinicama 

egzosoma kod ljudi povezani su sa sindromima poput pigmentoznog retinitisa, gubitka sluha, 

blage intelektualne invalidnosti (Di Donato i sur., 2016) te neurodegenerativnim poremećajima 

poput pontocerebelarne hipoplazije i spinalne mišićne atrofije (Wan  i sur., 2012), a pronađene 

su i kod pacijenata s multiplim mijelomom, neoplazmom B limfocita (Weißbach i sur., 2015).  
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RNA egzosom evolucijski je očuvani ribonukleazni kompleks sastavljen od strukturnih 

i katalitičkih podjedinica. Strukturne podjedinice čine jezgru, odnosno središnji kanal 

egzosoma koji je sastavljen od devet esencijalnih proteina (EXO-9): šest proteina s PH 

domenom (engl. ribonuclease PH-like domains) (Rrp41, Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46 i Mtr3) 

i tri proteina koji sadrže S1/KH (engl. S1/K homology) RNA-vezujuću domenu (Rrp4, Rrp40 i 

Csl4) koji tvore kapu egzosoma (slika 4) (Shen i Kiledjian, 2006).  Središnji kanal egzosoma 

ima prstenastu strukturu analognu bakterijskoj 3′→5′ egzoribonukleazi PNP (engl. 

polynucleotide phosphorylase) (Raijmakers i sur., 2002). Za razliku od fosforolitičke aktivnosti 

jezgre RNaze arhealnog egzosoma i bakterijske PNPaze, s kojima egzosom eukariota dijeli 

strukturnu i funkcionalnu sličnost, aktivnost egzosoma eukariota je hidrolitička i ovisi o 

povezanosti katalitičkih podjedinica sa strukturom jezgre. Jezgra egzosoma kod stanica kvasca 

i ljudi katalitički je inaktivna, ali esencijalna i strukturno potrebna za usmjeravanje RNA 

supstrata do ribonukleaza Dis3 i Rrp6 (engl. ribosomal RNA processing 6) (slika 4) (Bonneau 

i sur., 2009). Dis3 se sastoji od pet domena: dvije cold-shock domene (CSD1 i CSD2), 

egzonukleazne RNB domene, C-terminalne S1 domene i N-terminalne endonukleazne PIN 

domene (slika 4). Na N-kraju Dis3 nalazi se i CR3 motiv (kratke domene s tri očuvana Cys 

ostatka) koji posreduje u interakciji između Dis3 i EXO-9 i time modulira njegovu enzimsku 

aktivnosti (Schaeffer i sur., 2009). Sastav katalitičkih podjedinica RNA egzosoma varira prema 

staničnoj lokalizaciji. Dis3 i Exo9 nalaze se i u jezgri i u citoplazmi (EXO-10). Nasuprot tome, 

egzoribonukleazna 3′→5′ podjedinica Rrp6 kvasca ograničena je na jezgru (EXO-11) i često 

se zbog toga koristi kao marker za aktivnost egzosoma u jezgri i jezgrici. Dakle, RNA egzosom 

usmjeren je na ciljanje različitih RNA supstrata u kontekstu njihovih odgovarajućih staničnih 

odjeljaka. Katalitičke podjedinice egzosoma nalaze se na suprotnim krajevima EXO-9. Dis3 

vezan je za dno EXO-9, a Rrp6 nalazi se na vrhu S1/KH, blizu mjesta gdje RNA ulazi u 

središnji kanal (slika 4). Središnji kanal dovoljno je širok (8–10 Å) za prolazak jednolančanih, 

ali ne i dvolančanih RNA, zbog čega se RNA supstrati prije ulaska u kanal moraju odmotati i 

provući prema katalitičkim podjedinicama. Dok Dis3 razgrađuje RNA koje ili prolaze kroz 

cijeli središnji kanal ili ga zaobilaze i izravno mu pristupaju, Rrp6 razgrađuje RNA koje ulaze 

u prsten S1/KH kape, a zatim prolaze kroz kapu kako bi dosegle aktivno mjesto Rrp6 (slika 4) 

(Zinder i sur., 2016; Liu i sur., 2014). Također, pokazano je da Rrp6 alosterički stimulira 

aktivnost Dis3 kod kvasca, vjerojatno izravnim vezanjem RNA kao i širenjem kanala Exo9 

(Wasmuth i sur., 2014). Četiri dodatna kofaktora, TRAMP (engl. Trf4/5-Air1/2–Mtr4 

polyadenylation complex) kompleks, Rrp47 (C1D kod ljudi), Mpp6 i SKI kompleks, potrebni 

su za postizanje maksimalne aktivnosti egzosoma in vivo (Hardwick i Luisi, 2013; Halbach i 
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sur., 2013). Uz helikazu Mtr4, TRAMP kompleks sadrži poli-A polimerazu (Trf4 ili Trf5) koja 

osigurava interakciju RNA s Mtr4 te RNA-vezujući protein, Air1 ili Air2 (Lacava i sur., 2005). 

Helikaza Ski2 ulazi u interakciju s Ski8 i Ski3 tvoreći citoplazmatski SKI kompleks potreban 

za degradaciju i kontrolu mRNA (Synowsky i Heck, 2007). Rrp47 stupa u interakciju s Rrp6 

kako bi osigurao stabilnost Rrp6 te tvorio platformu za vezanje Mtr4 (Schuch i sur., 2014). 

Mpp6 je kofaktor koji se veže na podjedinicu Rrp40 i time pojačava aktivnost Mtr4 (Wasmuth 

i sur., 2017).  

Slika 4. Struktura RNA egzosoma i shema prolaska RNA do katalitičkih podjedinica Rrp6 (A) 

i Dis3 (B) kvasca S. cerevisiae. EXO-11 se sastoji od tri proteina koji čine kapu egzosoma (S1 

i/ili KH domena), šest proteina koji imaju homologiju s PH domenom bakterijske RNaze te 

dvije katalitičke podjedinice, Dis3 i Rrp6. Dis3 sadrži PIN, RNB, CSD1, CSD2 i S1 domenu, 

a Rrp6 PMC2NT, HRDC, EXO i CTD domenu. N-terminalna PMC2NT domena veže kofaktor 

Rrp47 (prilagođeno prema Makino i sur., 2015). 

 

2.3.1. Katalitička podjedinica RNA egzosoma Rrp6 

Rrp6 je 3′→5′ egzoribonukleazna katalitička podjedinica RNA egzosoma koja 

sudjeluje u procesiranju, razgradnji i kontroli kvalitete širokog spektra staničnih RNA. Rrp6 je 

uključen u procesiranje 3′ kraja snRNA, snoRNA i pre-rRNA, degradaciju kriptičnih 

nestabilnih transkripata te kontrolu kvalitete tRNA i pre-mRNA u jezgri (Wyers i sur., 2005; 

Allmang i sur., 1999b). Kod S. cerevisiae postoji indikacija da Rrp6 može imati funkcije 

neovisne o egzosomu (Graham i sur., 2009). U nekim drugim organizmima, uključujući 

tripanosome (Trypanosoma brucei), biljke (Arabidopsis thaliana), mušice (Drosophila 

melanogaster) i ljude, Rrp6 je otkriven u citoplazmi, iako biološke implikacije ovih otkrića 
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nisu u potpunosti opisane (Lange i sur., 2008; Haile i sur., 2007; Graham i sur., 2006; Lejeune 

i sur., 2003). U S. cerevisiae, delecija gena rrp6 uzrokuje fenotip sporog rasta na 30 ºC i izrazito 

slab rast na 37 ºC (Briggs i sur., 1998). Međutim, delecija bilo kojeg drugog gena koji kodira 

za podjedinicu egzosoma rezultira stanicama koje nisu vijabilne, zbog čega su mutanti rrp6 

iznimno korisni za proučavanje posljedica nedostatka funkcije jezgrenog egzosoma. 

Istraživanja s mutantima rrp6 otkrile su stabilizaciju transkripata koje sintetizira RNA 

polimeraza II transkribiranih iz gotovo svakog dijela genoma. Pokazano je da je degradacija 

nekodirajućih RNA od strane Rrp6 posebno važna za regulaciju transkripcije određenih gena. 

Sukladno tome, Rrp6 te druge egzosomske podjedinice potrebne su za pravilno odvijanje 

staničnog ciklusa, mejoze i stanične diferencijacije (Frenk i sur., 2014; Lardenois i sur., 2011). 

Rrp6 pripada RNaza D obitelji egzoribonukleaza DEDD (sadrži četiri očuvana kisela ostatka), 

koje koriste mehanizam iona dva metala za hidrolizu RNA (Midtgaard i sur., 2006). Kod 

kvasca S. cerevisiae, 733 aminokiselinska ostatka Rrp6 čine četiri domene: N-terminalnu 

PMC2NT (engl. polycystin 2 N-terminal), HRDC (engl. helicase RNaseD C-terminal), CTD 

(engl. C-terminal domain) i EXO (engl. 3′→5′ exonuclease) domenu (slika 4). N-terminalna 

PMC2NT domena veže kofaktor, Rrp47, koji je neophodan za stabilnost Rrp6 in vivo i pomaže 

u privlačenju TRAMP kompleksa (Stead i sur., 2007). Centralna regija Rrp6 uključuje HRDC 

i EXO domenu koje zajedno čine katalitički modul (CAT). EXO domena ima katalitičko 

DEDD 3′→5′ aktivno mjesto. C-terminalna domena uglavnom se sastoji od sekvenci s niskom 

kompleksnosti te nije strukturirana kada nije povezana s egzosomom. Međutim, interakcijom 

s Csl4, Rrp43 i Mtr3, aminokiseline CTD na pozicijama 518-616 strukturiraju se i tvore EAR 

domenu (engl. exosome associating region) (Makino i sur., 2015). Zadnjih 100 

aminokiselinskih ostataka C-terminusa sadrže nuklearni lokalizacijski signal (engl. nuclear 

localization signal, NLS) zaslužan za lokalizaciju Rrp6 u jezgri kvasca. C-terminus Rrp6 ima 

ulogu i u privlačenju RNA, te se naziva tzv. RNA omčom (engl. lasso) (Phillips i Butler, 2003).  

 

2.3.2. Duge nekodirajuće RNA 

Napredak tehnologija sekvenciranja sljedeće generacije (engl. next generation 

sequencing, NGS) i bioinformatičkih metoda u posljednjih 20 godina doveo je do otkrića novih 

klasa transkripata koje mogu imati regulatorne uloge (Strich, 2011). Nekodirajuća RNA zbog 

toga više se ne smatra prvenstveno junk RNA proizvedenom aberantnom transkripcijom DNA. 

Nedavna istraživanja nekodirajućih regija proširila su znanje o regulaciji transkripcije gena te 

njihovim produktima, odnosno malim (engl. small non-coding RNA, sncRNA) i dugim 
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nekodirajućim RNA (engl. long non-coding RNA, lncRNA). Male ncRNA su u rasponu duljine 

od 17 do približno 200 nt, dok lncRNA karakterizira duljina veća od 200 nt. Molekule lncRNA 

imaju kompleksnije regulatorne funkcije u brojnim biološkim procesima, poput proliferacije, 

diferencijacije, starenja i kontrole oštećenja DNA. Duge nekodirajuće RNA relevantne su za 

mnoge fiziološke i patofiziološke procese kroz njihovu kontrolu temeljnih molekularnih 

funkcija (Oo i sur., 2022). lncRNA dijele značajke s mRNA, poput transkripcije RNA 

polimerazom II, regulacije epigenetskim oznakama, procesiranja dodavanjem kape na 5′ kraj i 

poli-A na 3′ kraj (Statello i sur., 2021). Međutim, lncRNA nemaju ORF-ove (engl. open 

reading frame) i zbog toga pripadaju nekodirajućim transkriptima. lncRNA mogu se naći i u 

citosolu, ali većina je lokalizirana u jezgri. Za razliku od mRNA, mnoge lncRNA relativno su 

slabo eksprimirane, slabije evolucijski očuvane i visoko specifične za tip stanice ili tkivo 

(Statello i sur., 2021). lncRNA mogu se klasificirati na različite načine, a prema mjestu njihove 

transkripcije u odnosu na susjedne kodirajuće regije, dijele se na sense, antisense, 

bidirekcionalne i intergenske (Mishra i Kanduri, 2019). Transkripcija lncRNA kvasca odvija 

se uglavnom s bidirekcionalnih promotora (Xu i sur., 2009). Međutim, akumulacija lncRNA 

najčešće je zaustavljena ranom terminacijom nestabilne antisense transkripcije i njihovom 

degradacijom (Schulz i sur., 2013; Tisseur i sur., 2011; Neil i sur., 2009). Nadalje, postoje 

brojni primjeri stabilizacije (i destabilizacije) klasa transkripta lncRNA pod određenim 

uvjetima, kao što su mejoza, respiracija ili sporulacija, različiti izvori i razine ugljika te 

osmotski stres (Nadal-Ribelles i sur., 2015; Werven i sur., 2013; Lardenois i sur., 2011; 

Gelfand i sur., 2011). Dakle, regulatorne lncRNA eksprimiraju se u određenim razvojnim 

fazama ili kao odgovor na nutritivne ili okolišne promjene (Hung i Chang, 2010).  

 

Otkriće različitih nekodirajućih RNA koje su stabilizirane u odsutnosti Rrp6 kvasca S. 

cerevisiae znatno je povećalo broj supstrata za koje se zna da su procesirani ili razgrađeni 

egzosomom jezgre. Posljedično, ove ncRNA nazvane su kriptični nestabilni transkripti (engl. 

cryptic unstable transcripts, CUTs). Za razliku od CUT transkripata koji se brzo razgrađuju 

egzosomom, postoje i SUT transkripti (engl. stable unannoted transcripts, SUTs), koji su 

relativno stabilni u vegetativnim stanicama kvasca. Prema tome, identificiranje ncRNA 

uključuje istraživanje stabiliziranih ili akumuliranih RNA u mutantima s defektom u putu 

razgradnje RNA. Na taj način, pokazana je prisutnost različitih lncRNA poput Xrn1-osjetljivih 

nestabilnih transkripata (engl. Xrn-sensitive unstable transcripts, XUTs). XUT transkripti 

mogu utjecati na strukturu kromatina promotorskih regija kako bi reprimirali ekspresiju sense 

RNA (van Dijk i sur., 2011). Nekodirajući transkripti nisu prisutni samo tijekom vegetativnog 
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rasta, već i tijekom mejotičkog. Naime, mejotički neanotirani transkripti (engl. meiotic 

unannotated transcripts, MUTs) nakupljaju se tijekom mejoze S. cerevisiae (Lardenois i sur., 

2011). Većinu MUT transkripata tijekom vegetativnog rasta razgrađuje komponenta egzosoma 

Rrp6, sugerirajući da su podklasa CUT ncRNA čija razina u stanici ovisi o aktivnosti Rrp6. 

Neki MUT transkripti transkribiraju se u antisense smjeru u odnosu na pripadajuće kodirajuće 

gene, što implicira da mogu regulirati transkripciju sense gena tijekom mejoze (Frenk i sur., 

2014; Lardenois i sur., 2011). Tijekom vegetativnog rasta, Rrp6 je odgovoran i za degradaciju 

SUT transkripata specifičnih za respiraciju i sporulaciju (rsSUTs). Osim toga, klasa ncRNA 

nazvana Nrd1-neterminiranim transkriptima (engl. Nrd1-unterminated transcripts, NUTs) 

identificirana je u mutantima za RNA-vezujući protein Nrd1. Nrd1 djeluje kao kofaktor RNA 

egzosoma u degradaciji NUT transkripata ranom terminacijom transkripcije u sklopu NNS 

kompleksa (Schulz i sur., 2013). 

 

2.4. UBIKVTIN-PROTEASOM SUSTAV 

 

Održavanje ispravnih razina proteina u stanici te pravilno odvijanje staničnog ciklusa 

zahtijevaju koordiniranu sintezu i razgradnju regulatornih proteina. Razgradnja proteina odvija 

se putem proteasomskog puta ovisnog o ubikvitinu (engl. ubiquitin-proteasome system, UPS), 

koji je evolucijski očuvan od kvasca do ljudi. Poremećaji u funkcionalnosti UPS-a imaju 

značajan utjecaj na homeostazu stanice, budući da UPS osigurava učinkovito i specifično 

uklanjanje određenog proteina u određenoj vremenskoj točki. Sukladno tome, poremećaji u 

razgradnji proteina kod ljudi povezani su s brojnim neurodegenerativnim i metaboličkim 

poremećajima (Lansbury i Lashuel, 2006). UPS se sastoji od nekoliko komponenti, od kojih je 

ključan evolucijski očuvani protein ubikvitin (Ub). Ubikvitin je uključen u mehanizam ciljane 

degradacije oštećenih ili nestabilnih proteina u stanici (Pickart, 2001). Proces degradacije 

započinje označavanjem proteina ubikvitinom. Modifikacija proteina s ubikvitinom je 

reverzibilna, budući da se Ub-konjugati mogu odvojiti od supstrata djelovanjem proteaza. 

Također, velika raznolikost modifikacija ubikvitina, uključujući mono- i poliubikvitilaciju, 

određuju stabilnost, lokalizaciju i/ili funkciju supstratnih proteina (Weissman, 2001). Ubikvitin 

modificira protein tako da se izopeptidnom vezom povezuju C-terminalni kraj ubikvitina i 

lizinska (Lys) ε-amino skupina proteina supstrata. Kako bi se omogućilo njegovo vezanje na 

proteine, C-terminus ubikvitina najprije mora biti aktiviran enzimom za aktivaciju ubikvitina 

(E1). Aktivirani ubikvitin zatim u reakciji transesterifikacije tvori tioester s enzimom koji 

konjugira ubikvitin (E2) kako bi se omogućila reakcija ubikvitin-proteinske ligaze (E3) (slika 
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5A). E3 katalizira stvaranje izopeptidne veze između ubikvitina i supstrata (Smalle i Vierstra, 

2004). Postoji više izoforma E2 i E3 proteina, a upravo mnoge varijante i njihove kombinacije 

omogućuju specifičnost ubikvitinacije supstrata (Hochstrasser, 1996). Nakon konjugacije, 

ubikvitin-protein degradiran je ATP-ovisnim multienzimskim kompleksom proteasomom, pri 

čemu se ubikvitin oslobađa (slika 5A). Proteasomi su ključne proteaze stanice koje sudjeluju u 

razgradnji kratkoživućih i regulatornih proteina, važni su za diferencijaciju stanica, prilagodbu 

promjenama u okolišu te kontrolu staničnog ciklusa (Hilt i Wolf, 1995). Najbolje proučen 

proteasomski kompleks uključen u razgradnju proteina obilježenih ubikvitinom je 26S 

proteasomski kompleks. Simetrična struktura kompleksa sastoji se od jezgre s katalitičkom 

aktivnosti i 20S proteasomskog kompleksa, koji je s obje strane okružen regulatornim 19S 

proteasomskim kompleksima (19S-20S-19S) (Beck i sur., 2012). Regulatorni 19S kompleksi 

prepoznaju poliubikvitirane lance supstrata, što dovodi do razmatanja polipeptidnog lanca 

supstrata i njegove translokacije do jezgre proteasoma, gdje će biti razgrađen.  

 

Slika 5. Mehanizam djelovanja ubikvitin-proteasom sustava (UPS). A) Enzim koji aktivira 

ubikvitin (E1) aktivira ubikvitin (Ub) reakcijom ovisnom o ATP-u. Aktivirani Ub prenosi se 

na enzim koji konjugira ubikvitin (E2), a zatim na ciljni protein pomoću E3 ubikvitin ligaze. 

Nakon nekoliko ciklusa ubikvitinacije, proteasom prepoznaje poliubikvitinirani protein i 

razgrađuje ga na male peptide i aminokiseline (prilagođeno prema Bachiller i sur., 2020). B) 

Struktura E3 ubikvitin ligaze APC/C s katalitičkim podjedinicama Apc11 i Apc2  te vezanim 

aktivatorom, konjugatom E2-ubikvitin i ciljnim proteinom (prilagođeno prema Morgan, 2007). 

 

2.4.1. Kompleks koji promovira anafazu/ciklosom (APC/C) 

 

Kompleks koji promovira anafazu/ciklosom (engl. anaphase promoting 

complex/cyclosome, APC/C) jedan je od brojnih ubikvitin-proteinskih ligaza (E3). APC/C je 

ključan za regulaciju mitoze i mejoze. Kod većine eukariota, pa tako i u kvascu, APC/C sastoji 

se od 13 različitih podjedinica, od kojih je većina visoko evolucijski očuvana i esencijalna za 
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aktivnost. APC/C u svojoj jezgri sadrži Apc2 i Apc11 koja veže E2 (slika 5B) (Barford, 2011). 

Ubikvitinacija putem APC/C kompleksa kontrolirana je aktivatorima koji se vežu na jezgru 

APC/C-a u različitim fazama staničnog ciklusa. Pokazano je da ove podjedinice promiču 

aktivnost kompleksa usmjeravajući ga na odgovarajući skup supstrata (Ostapenko i sur., 2012). 

Posebno su važna dva aktivatora, Cdc20 (engl. cell division cycle, Cdc) i Cdh1 (engl. cadherin, 

Cdh). Cdc20 aktivira APC/C na prijelazu iz metafaze u anafazu kako bi omogućio segregaciju 

sestrinskih kromatida i time izlazak iz mitoze. Cdh1 zatim aktivira APC/C u kasnoj mitozi i 

ranoj G1 fazi kako bi održao degradaciju ciklina do ulaska u sljedeći stanični ciklus (Pesin i 

Orr-Weaver, 2008). Dakle, tijekom mitotičke stanične diobe, Cdc20 i Cdh1 potrebni su i za 

aktivaciju APC/C i za odabir supstrata. Međutim, iako se znatno manje zna o tome kako je 

regulirana aktivnost APC/C tijekom mejotičkih dioba, pokazano je kako je potreban za pravilno 

odvijanje obje (Harper i sur., 2002). Na početku mejoze, APC/C sudjeluje u degradaciji Ume6, 

što inducira premejotičku S fazu (Mallory i sur., 2007). Nadalje, kod kvasca je tijekom mejoze 

prisutan i treći aktivator APC/C kompleksa, Ama1 (engl. activator of meiotic APC/C, Ama). 

APC/CAma1 odgovoran je za degradaciju Cdc20, što omogućuje pravilan izlaz iz mejoze II (Tan 

i sur., 2011). Također, budući da postmejotičke stanice mogu biti u stanju mirovanja tijekom 

duljeg vremenskog razdoblja, degradacija sva tri APC/C aktivatora štiti od preuranjenog 

ponovnog ulaska u mitozu (Cooper i Strich, 2011). 

 

Supstrati APC/C-a sadrže sekvence aminokiselina, odnosno motive, koji su potrebni za 

njihovu ubikvitinaciju. Najčešći motiv je destrukcijska kutija (destruction box, D-box), 

degenerirani motiv koji uključuje neku verziju sekvence RXXLXXXXN (u kojoj je R arginin, 

X je bilo koja aminokiselina, L je leucin, a N asparagin). Drugi važan motiv je KEN-kutija 

(KEN-box) (KENXXXN, u kojoj je K lizin, a E glutamat) (Burton i Solomon, 2001). Većina 

APC/C meta sadrži jedan ili oba ova motiva, a mutacije u tim motivima mogu inhibirati 

degradaciju proteina in vivo. Cdc20 i Cdh1 vežu se izravno na nekoliko APC/C supstrata, a u 

većini slučajeva ovo vezanje ovisi o D-box ili KEN-box motivima u ciljnom proteinu. Jezgra 

APC/C-a, neovisno o podjedinicama aktivatora, također prepoznaje D-box motiv i pridonosi 

vezanju supstrata (Da Fonseca i sur., 2011). Moguće je da ova raznolikost veznih mjesta 

omogućuje enzimu da veže supstrat u različitim orijentacijama dopuštajući procesivnu 

ubikvitinaciju više lizina na ciljnom proteinu i samom ubikvitinu (Bansal i Tiwari, 2019). 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO  

 
3.1. MATERIJALI  

 

3.1.1. Kemikalije i enzimi 

 

Kemikalije i enzimi korišteni u ovom radu nabavljeni su od slijedećih proizvođača: 

▪ Histidin, uracil, leucin, triptofan, lizin, arginin: Acros Organics (Geel, Belgija) 

▪ Adenin, agaroza, akrilamid, aktinomicin D, amonijev persulfat, ß-merkaptoetanol, 

DAPI, litijev acetat, MG132, SDS: Sigma Aldrich, Merck (Darmstadt, Njemačka) 

▪ Kvaščeva dušična baza bez aminokiselina (YNB), pepton: Difco (SAD) 

▪ Agar, kvaščev ekstrakt: Biolife Italiana (Milano, Italija)  

▪ D (+) glukoza bezvodna: Lach-Ner (Neratovice, Češka) 

▪ 5-FOA: Zymo Research (Freiburg, Njemačka) 

▪ Triton X-100, polietilenglikol (PEG) 4000: Fluka Chemie GmbH (Buchs, Švicarska) 

▪ StainIN Red – boja za nukleinske kiseline: highQu (Kraichtal, Njemačka) 

▪ DNaza I bez RNaza, 1 kb DNA ladder, migracijsko bojilo za nukleinske kiseline: New 

England Biolabs (Ipswich, SAD) 

▪ Ampicilin: Carl Roth (Karlsruhe, Njemačka) 

▪ RNAza A, higromicin: Roche (Basel, Švicarska) 

▪ Pierce™ 660nm Protein Assay kit, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 

standardi za proteinsku elektroforezu, fenol/kloroform, EDTA, natrij acetat: Thermo 

Fisher Scientific (Waltham, SAD) 

▪ N, N, N', N'-tetrametil etilendiamin (TEMED): Fisher Scientific (Hampton, SAD) 

▪ Clarity Western ECL Substrate - otopine za razvijanje imunoblota: Bio-Rad 

Laboratories (Hercules, SAD) 

▪ WesternSure Pen: LI-COR Biosciences (Lincoln, SAD) 

 

3.1.2. Otopine i puferi   

 

3.1.2.1. Otopine i puferi za rad s DNA 

 

▪ TE pufer (pH = 7,4): 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH se prilagođava dodatkom NaOH 

▪ 0,1 M i 1 M litijev acetat 

▪ 50 %-tna otopina polietilenglikola (PEG) 
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▪ Otopina fenol/kloroform (1:1) 

 

3.1.2.2. Otopine i puferi za izolaciju i pročišćavanje RNA 

 

▪ AE pufer: 50 mM natrijev acetat pH 5,3; 10 mM EDTA pH 8,0; deionizirana voda 

tretirana dietilpirokarbonatom (DEPC)   

▪ 10 % SDS 

▪ Otopina fenol/kloroform (5:1) pH 4,5 

▪ Otopina fenol/kloroforma/izoamilni-alkohol (25:24:1) pH 6,7 

▪ 10x pufer za DNazu (pH 7,6): 100 mM Tris-HCl, 25 mM MgCl2, 5 mM CaCl2 

▪ 1x TAE pufer, priprema se razrjeđenjem 50x TAE pufera (pH = 8,5): 2 M Tris, 1 M 

ledena octena kiselina, 50 mM EDTA 

▪ 1 %-tni agarozni gel za RNA elektroforezu: priprema se zagrijavanjem određene mase 

agaroze u 1x TAE puferu  

 

3.1.2.3. Otopine i puferi za rad s proteinima 

 

▪ NaOH 0,2 M  

▪ Laemmli pufer: 0,06 M Tris-HCl pH 6,8; 5 % glicerol, 2 % SDS, 2 % β-merkaptoetanol,  

0,0025 % bromfenolplavo 

▪ PEG - 4000 0,5 g/mL 

▪ 1x pufer za SDS elektroforezu priprema se razrjeđenjem 10x pufera: 25 mM Tris, 192 

mM glicin i 0,1 % SDS 

▪ Puferi za pripremu gela za SDS elektroforezu: gel za razdvajanje (pH = 8,8): 1,5 M 

Tris-HCl pufer, gel za sabijanje (pH = 6,8): 1 M Tris-HCl pufer, destilirana voda 

▪ Akrilamid/bisakrilamid: 30 % akrilamid, 8 % bisakrilamid  

▪ 10 % APS 

▪ 10 % gel za razdvajanje: 1,25 mL pufera za razdvajanje (pH 8,8), 1,25 mL akrilamida, 

1,25 mL destilirane vode, 2,5 µL TEMED-a, 19 µL amonij-persulfata (APS),  

▪ 4,5 % gel za sabijanje: 1,065 mL pufera za sabijanje (pH 6,8), 0,15 mL akrilamida, 1,25 

µL TEMED-a, 11,25 µL amonij-persulfata (APS) 

▪ Towbin pufer za transfer: 25 mM Tris, 192 mM glicin, 20 % (v/v) metanol (pH 8,3), 

destilirana voda 

▪ 1x TBST pufer: 150 mM NaCl, 20 mM Tris, 0,1 % Tween-20, destilirana voda 

▪ Otopina za blokiranje membrane: 5 % obrano mlijeko u prahu u 1x TBST puferu 



19  

3.1.3. Hranjive podloge 

 

3.1.3.1. Hranjiva podloga za uzgoj bakterije Escherichia coli  

 

LB +Amp (engl. lysogeny broth) – hranjiva podloga za uzgoj bakterija s rezistencijom na 

antibiotik ampicilin. Sastav tekuće hranjive podloge: baktotripton 10 g/L, kvaščev ekstrakt 5 

g/L, NaCl 5 g/L, 100 μg/mL antibiotika ampicilina. Nakon pripreme, podloga se sterilizira u 

autoklavu, a sterilni stock ampicilina dodaje se nakon hlađenja. 

3.1.3.2. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae 

 

YPD (engl. yeast extract peptone dextrose) – bogata hranjiva podloga za uzgoj kvasca. Sastav 

krute hranjive podloge: pepton 20 g/L, kvaščev ekstrakt 10 g/L, adenin 0,1 g/L, agar 16 g/L, 

glukoza 20 g/L. Tekuće hranjive podloge imaju isti sastav izuzev agara te se nakon sterilizacije 

podloge u autoklavu sterilizirana glukoza dodaje do finalne koncentracije 20 g/L. Za pripremu 

krute hranjive YPD podloge s higromicinom, nakon autoklaviranja se u sterilni medij dodaje 

antibiotik higromicin B u finalnoj koncentraciji 300 μg/mL. Pripremljena YPD podloga s 

higromicinom koristila se za selekciju stanica kvasca transformiranih hph kazetom.  

YNB (engl. yeast nitrogen base) – kemijski definirana hranjiva podloga za uzgoj kvasca. 

Sastav krute hranjive podloge: YNB prah 6,7 g/L, smjesa aminokiselina i dušičnih baza (engl. 

dropout) 2 g/L, glukoza 20 g/L, agar 16 g/L, triptofan, uracil i histidin 0,8 g/L te leucin 160 

mg/L. Tekuće hranjive podloge imaju isti sastav izuzev agara te se nakon sterilizacije podloge 

autoklaviranjem sterilizirana glukoza dodaje do finalne koncentracije 20 g/L. Selektivne YNB 

-Ura podloge pripremaju se na isti način izuzev dodavanja uracila. Za izbacivanje pHO iz 

transformiranih stanica kvasca proveden je uzgoj na krutoj YNB podlozi u koju se nakon 

sterilizacije autoklaviranjem dodaje 1 mg/mL 5-FOA (engl. 5-fluoroorotic acid).  

Dropout: adenin 3 g/L, alanin 2 g/L, arginin 2 g/L, asparagin 2 g/L, asparaginska kiselina 2 

g/L, cistein 2 g/L, glutamin 2 g/L, glutaminska kiselina 2 g/L, glicin 2 g/L, inozitol 2 g/L, 

izoleucin 2 g/L, lizin 4 g/L, metionin 2 g/L, p-aminobenzojeva kiselina 0,2 g/L, fenilalanin 2 

g/L, prolin 2 g/L, serin 2 g/L, treonin 2 g/L, tirozin 2 g/L, valin 2 g/L.  

YPA (engl. yeast extract peptone acetate) – hranjiva podloga za pretsporulacijski uzgoj kvasca. 

Sastav tekuće hranjive podloge: kvaščev ekstrakt 5 g/L, pepton 10 g/L, kalijev acetat 10 g/L, 

YNB 6,70 g/L. Nakon sterilizacije autoklaviranjem u podlogu se dodaje 0,5 M sterilni kalijev 

ftalat (50 mL na 500 mL YPA) čiji je pH prethodno potrebno prilagoditi na 5,5 pomoću 5 M 

KOH.  
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SPII (engl. sporulation media) – tekuća kemijski definirana podloga za uzgoj kvasca u 

sporulacijskim uvjetima. Sastav hranjive podloge: kalijev acetat 20 g/L, histidin, uracil, lizin i 

arginin 0,05 g/L, leucin 0,2 g/L. Prije sterilizacije autoklaviranjem podloga se prilagođava na 

pH 7.  

SPO (engl. sporulation media) – kruta kemijski definirana podloga za uzgoj kvasca u 

sporulacijskim uvjetima. Sastav podloge: kalijev acetat 10 g/L, agar 20 g/L, histidin, uracil, 

lizin, arginin 0,05 g/L, leucin 0,2 g/L. Nakon pripreme, podloga se sterilizira autoklaviranjem. 

SPO podloga korištena je u svrhu provjere sporulacije konstruiranih diploida.  

3.1.4. Plazmidi  

 

U ovome radu korišten je plazmid pHO s kojeg se eksprimira gen HO potreban za 

diploidizaciju stanica kvasca (iz Laboratorija za biologiju i genetiku mikroorganizama, PBF). 

Plazmid sadrži funkcionalan gen HO, gen koji kodira za protein koji daje rezistenciju na 

ampicilin (AmpR) u svrhu selekcije transformiranih bakterija E.coli, te marker gen URA3 

potreban za selekciju transformiranih stanica kvasca S. cerevisiae.  

3.1.5. Sojevi bakterija 

 

Korištene su komercijalno dostupne kompetentne stanice bakterije E. coli, soj DH5α 

(Subcloning EfficiencyTM DH5αTM Competent Cells) (genotip: F– Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-

argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk
–, mk

+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ–) [pHO; HO, 

URA3, AmpR]. Ishodni soj DH5α (Invitrogen, SAD) prethodno je transformiran plazmidom 

pHO (Laboratorij za biokemiju, PBF). 
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3.1.6. Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae  

 

Tablica 1. Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae korišteni u ovom radu 

 

3.1.7. Primarna i sekundarna antitijela  

 

Tablica 2. Primarna i sekundarna antitijela korištena u ovom radu 

 
 

GENOTIP IZVOR

wt a MATa ura3 lys2 ho::LYS2 leu2 trp1
Istraživačka grupa M. 

Primiga, IRSET Inserm

wt a/α MATa/MATα ura3/ura3 lys2/lys2 ho::LYS2/ho::LYS2 leu2/leu2 trp1/trp1 Ovaj rad 

wt a/α
 MATa/MATα ho::LYS2/ho::LYS2 ura3/ura3 lys2/lys2 leu2::hisG/leu2::hisG arg4-

Nsp/arg4-Bgl his4x::LEU2-URA3/his4B::LEU2
Primig i sur., 2000 

rrp6∆db a/α 

(MPY647)

 MATa/MATα ho::LYS2/ho::LYS2 ura3/ura3 lys2/lys2 leu2::hisG/leu2::hisG arg4-

Nsp/arg4-Bgl his4x::LEU2 URA3/his4B::LEU2 rrp6∆db/rrp6∆db 

Istraživačka grupa M. 

Primiga, IRSET Inserm

pdr5 MATa ura3 lys2 ho::LYS2 leu2 trp1 pdr5::hph Ovaj rad 

pdr5  a/α
MATa/MATα ura3/ura3 lys2/lys2 ho::LYS2/ho::LYS2 leu2/leu2 

trp1/trp1 pdr5::hph/pdr5::hph
 Ovaj rad

MUTblock MATa ura3 lys2 ho::LYS2 leu2 trp1 MUTblock::hph  Ovaj rad

MUTblock  a/α
MATa/MATα ura3/ura3 lys2/lys2 ho::LYS2/ho::LYS2 leu2/leu2 

trp1/trp1 MUTblock::hph/MUTblock::hph
 Ovaj rad

TEF1-RRP6 a/α 

(MPY721)

MATa/MATα ho::LYS2/ho::LYS2 ura3/ura3 lys2/lys2 leu2::hisG/leu2::hisG arg4-

Nsp/arg4-Bgl his4x::LEU2-URA3/his4B::LEU2 TEF-RRP6/TEF-RRP6

Istraživačka grupa M. 

Primiga, IRSET Inserm

wt
MATa/MATα HAP1/HAP1 MKT1(D30G)/MKT1(D30G)RME1(INS308A)/RME1(INS 

308A) TAO3(E1493Q)/TAO3(E1493Q)
Lardenois i sur., 2011

rrp6∆ a/α
MATa/MATα HAP1/HAP1 MKT1(D30G)/MKT1(D30G)RME1(INS 308A)/RME1(INS 

308A) TAO3(E1493Q)/TAO3(E1493Q) rrp6::KanMX4/rrp6::KanMX4  
Lardenois i sur., 2011

JH
Y2

22

SOJ

SK
1

Kataloški broj Izvor Razrjeđenje

Anti-Rrp6 poliklonsko iz zeca  /
Istraživačka grupa M. 

Primiga, IRSET Inserm
 1:3000

Anti-Pgk1 monoklonsko iz miša ab113687 Abcam, UK  1:5000

Anti-zečji IgG iz koze s vezanom 

peroksidazom iz hrena
A0545 Sigma-Aldrich, SAD  1:50000 

Anti-mišji IgG iz zeca s vezanom 

peroksidazom iz hrena
A9044 Sigma-Aldrich, SAD 1:50000

Antitijelo

p
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n
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3.1.8. Početnice 

 

Tablica 3. Popis početnica korištenih u ovom radu 

 

 

3.2. METODE 

 

3.2.1. Računalni alati 

 

3.2.1.1. GPS-ARM 1.0 

 

GPS-ARM (engl. group-based prediction system-APC/C recognition motif) je program 

koji u proteinskim sekvencama predviđa broj i poziciju potencijalnih D-box i KEN-box motiva 

APC/C kompleksa (The Cuckoo Workgroup, 2011). Algoritam programa bazira se na 

postojećoj bazi podataka koja sadrži eksperimentalno identificirane D-box i KEN-box motive 

u proteinima različitih organizama. Za ulaznu informaciju, u program se unosi proteinska 

sekvenca u FASTA formatu. U ovome radu, GPS-ARM korišten je u svrhu identifikacije 

Naziv Sekvenca 5'-3' Duljina produkta [pb] Svrha

 fwd: ATACCACAGACCCCGAAGGA   wt: 1711                       

rev: AACCTTCACCAGCAACACCA pdr5: /

fwd: ATGTCTCCGCGGAACTCTTC     wt: /                           

rev: CAGGACATATCCACGCCCTC   pdr5: 894

fwd: TAACCCCAGTCACTACCCCC   wt: /        

rev: AGGGTATTCTGGGCCTCCAT MUT1312block: 1789 

fwd: AGTAATGGACCAAGGGCAGC   wt: 423   

rev: TTCCTGACACCGTCCATTCG MUT1312block: 2373

fwd:AAAAGAGGAGGCCTGCCGCCAAAG

GTAAGAATCTGTCATTTAAAAGGTGAAC

GATCATTCAAGAGATCCCCG

rev:ATGAAAATTACCATAATTTATAAATA

AAAAAATACGCTTGTTTTACATAATACC

GCCTTTGAGTGAGCTG

fwd: CGAGACCAAAGCAGACGGAA

rev: TTAGTGACAGGCTTGGCTCG

fwd: AGTTGCCCCAGAAGAACACC

rev: GGACAAAACGGCTTGGATGG

 PDR5_ORF

genotipizacija SK1 pdr5  i 

SK1 wt

 PDR5_hph

 MUT1312block_hph_1

genotipizacija SK1 

MUT1312block  

 MUT1312block_hph_2

MUT1312_hph 2042 

umnažanje hph 

disrupcijske kazete za 

blokiranje transkripcije 

MUT1312block 

 RRP6/MUT1312 126 

 RT-qPCR

 ACT1  139
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motiva APC/C kompleksa u proteinskoj sekvenci Rrp6 kvasca S. cerevisiae s parametrom 

threshold (prag) postavljenim na all.  

3.2.1.2. Clustal Omega 

 

Clustal Omega je računalni alat za generiranje višestrukog poravnanja sekvenci koje se 

unose u obliku nukleotidne ili proteinske sekvence (EMBL-EBI, 2011). U ovome radu, 

višestrukim poravnanjem proteinskih sekvenci homologa proteina Rrp6 iz 12 različitih 

organizama, Clustal Omega korišten je za pronalaženje evolucijske očuvanosti D-box motiva 

APC/C kompleksa. Postavljeni su default parametri, pri čemu izlazni format poravnanja sadrži 

numerirane aminokiselinske ostatke. 

3.2.1.3. UCSF Chimera 1.16. 

 

UCSF Chimera je program za interaktivnu vizualizaciju i analizu molekularnih 

struktura uz proširenja za detaljne analize (RBVI, 2004). U ovome radu, UCSF Chimera 

korišten je u svrhu provjere utjecaja supstitucije aminokiselinskih ostataka D-box motiva 

(RHSL) u eksperimentalno identificiranim 3D strukturama proteina Rrp6. Trodimenzionalne 

strukture proteina Rrp6 kvasca S. cerevisiae (2HBJ, 5C0W, 5C0X, 5C0Y) preuzete su iz 

proteinske baze podataka (engl. protein data base, PDB). Odabranim strukturama u RHSL 

motiv opcijom Rotamers uvedena je R325A i L328A supstitucija. Zatim je uz default parametre 

opcijom Clashes/contacts provjerena pojava sudara atoma proteina Rrp6.  

3.2.1.4. Missense3D 

 

Missense3D je računalni alat koji predviđa strukturne promjene uvedene supstitucijom 

aminokiselina i primjenjiv je za analizu PDB koordinata i struktura predviđenih prema 

homologiji (Imperial College London, 2019). Missense3D strukturne promjene uvedene 

supstitucijom aminokiselina predviđa kao strukturno štetne ili neutralne na temelju 16 

strukturnih značajki. Program dopušta provjeru strukture sa supstitucijom isključivo jedne 

aminokiseline, zbog čega je u ovome radu napravljena zasebna analiza za R325A (AHSL) i 

L328A (RHSA) supstituciju u proteinskim strukturama Rrp6 kvasca S. cerevisiae preuzetih s 

PDB-a (2HBJ, 5C0W, 5C0X, 5C0Y). 

3.2.2. Lančana reakcija polimerazom (PCR) 

 

PCR (engl. polymerase chain reaction) reakcija provedena je u svrhu umnažanja hph 

kazete za blokiranje transkripcije nekodirajuće RNA MUT1312 i genotipizacije mutanata SK1 

pdr5 i MUT1312block. Reakcijska smjesa od 50 μL sadržavala je 5 μL pufera, 1 μL 10 mM 
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otopine sva 4 deoksiribonukleotida, 1 μl izolirane genomske DNA ili 1 μl plazmida kalupa 

(≈100 ng DNA), 1 μL Taq DNA polimeraze, 2,5 μL odgovarajućih 10 μM početnica (forward 

i reverse) i 37 μL sterilne vode. Za genotipizaciju genomske DNA korištena su dva seta 

početnica (Poglavlje 3.1.8.) u svrhu dodatne provjere ugradnje kazete. Reakcija umnažanja 

odvijala se prema programu: 4' 95 ºC/ 30x (30'' 95 ºC/ 30'' 59 ºC/ 1'/kb produkta 72 ºC)/ 7' 72 

ºC. Nakon provedenog PCR-a, produkti su analizirani gel elektroforezom. 

3.2.3. DNA gel elektroforeza  

 

Korišten je 0,8 % agarozni gel pripremljen otapanjem određene mase agaroze u TAE 

puferu. Uzorci za elektroforezu pripremaju se miješanjem uzorka DNA s odgovarajućim 

volumenom TAE pufera i  bojom za elektroforezu. Pripremljeni uzorci te DNA standardi 1 kb 

DNA Ladder nanose se u jažice gela. Elektroforeza se provodila pri 90 V, a gel je nakon 

elektroforeze bojan u otopini etidij bromida i vizualiziran transiluminatorom uz UV svjetlo 

(Uvidoc HD6). Horizontalna DNA elektroforeza provedena je u svrhu provjere PCR produkata 

(hph kazeta, genotipizacija) i izolacije pHO. 

3.2.4. Određivanje koncentracije DNA i RNA 

 

Koncentracija i čistoća DNA, odnosno izoliranog pHO te koncentracija i čistoća ukupne 

izolirane RNA te RNA nakon tretmana DNazom I određena je NanoDrop spektrofotometrom 

(Thermo Fisher Scientific, SAD) prema uputama proizvođača. Čistoća uzoraka provjerava se 

dobivenim A260/A230 i A260/A280 vrijednostima. 

3.2.5. Transformacija stanica kvasca LiAc metodom 

 

Stanice kvasca uzgajaju se do logaritamske faze rasta, nakon čega se centrifugiranjem 

5'/3000 okretaja po minuti (engl. rounds per minute, rpm) izdvaja 5 OD jedinica stanica. 

Supernatant se odbacuje, a talog stanica resuspendira u sterilnoj destiliranoj vodi te ponovno 

centrifugira 5'/3000 rpm. Supernatant se ponovo odbacuje, a talog se resuspendira u 0,7 mL 

0,1 M LiAc i prenosi u sterilnu Eppendorf epruvetu, nakon čega slijedi centrifugiranje 1'/8000 

rpm. Sav supernatant uklanja se pipetiranjem, a na dobiveni talog stanica navedenim 

redoslijedom dodaje se: 240 μL 50 %-tnog PEG, 36 μL 1 M LiAc, 25 μL jednolančane DNA 

koja je prethodno prokuhana te 50 μL smjese plazmida i sterilne destilirane vode. 

Transformacija s disrupcijskom kazetom hph provedena je s 50 μL PCR smjese, a 

transformacija s kružnim plazmidom pHO provedena je s 5 μL plazmida (41,1 ng DNA) i 45 

μL sterilne destilirane vode. Pripremljena transformacijska smjesa vorteksira se dok ne postane 
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homogena. Transformacijska smjesa zatim se inkubira u termobloku 30 min pri 30 ºC, nakon 

čega slijedi toplinski šok inkubacijom u termobloku 20 min pri 42 ºC. Smjesa se zatim 

centrifugira 15''/8000 rpm. Sav supernatant uklanja se pipetiranjem. Zbog visoke efikasnosti 

transformacije s kružnim plazmidom (pHO), talog stanica se resuspendira u 1 mL sterilne vode 

te se 100 μL suspenzija nacijepljuje na odgovarajuću krutu selektivnu YNB -Ura podlogu. 

Uzgoj se provodi na 30 ºC do porasta kolonija transformanata (2-5 dana). 

U slučaju transformacije kod koje se selekcija temelji na antibiotičkoj rezistenciji 

(disrupcijska kazeta hph), nakon toplinskog šoka i centrifugiranja 15''/8000 rpm, talog stanica 

resuspendira se u 3 mL neselektivne podloge. Zatim se inkubira na rotacijskoj tresilici pri 30 

ºC dva do pet sati. Nakon inkubacije, uzgojene stanice centrifugiraju se 5'/3000 rpm. Budući 

da se kod transformacije s integrativnim fragmentom očekuje niska efikasnost transformacije, 

stanice se resuspendiraju u 150 μL sterillne vode te se na selektivnu krutu podlogu (YPD + 300 

mg/mL higromicina B) nacijepljuje cijela smjesa. Uzgoj se provodi na 30 ºC do porasta 

kolonija transformanata (2-5 dana). 

3.2.6. Izolacija i taloženje genomske DNA 

 

Stanice kvasca uzgajaju se u 10 mL podloge do stacionarne faze rasta, nakon čega se 

cijeli volumen centrifugira 5'/3000 rpm. Supernatant se uklanja, a talog se resuspendira u 1 mL 

destilirane vode te prenosi u sterilnu Eppendorf epruvetu. Suspenzija se centrifugira 1'/13000 

rpm, te se nastali talog resuspendira u 200 μL pufera za razbijanje stanica. Zatim se dodaje 300 

μL staklenih kuglica. U digestoru se dodaje 200 μL otopine fenol/kloroform (1:1), te snažno 

vorteksira 4 minute, nakon čega se dodaje 200 μL TE pufera i centrifugira 5'/13000 rpm. U 

srednjoj fazi zaostaju denaturirani proteini, a u gornjoj se nalazi DNA, zbog čega se gornja faza 

zatim izdvaja u novu Eppendorf epruvetu i pretaloži dodatkom dva i pol volumena hladnog 

apsolutnog EtOH. Inkubacija traje najmanje 15 min na -20 ºC, nakon čega se DNA pretaloži 

prema protokolu za taloženje. Centrifugiranje se provodi u centrifugi s hlađenjem 10'/11000 

rpm na 4 ºC. Supernatant se odbacuje, a dobiveni talog ispire se s 0,5 mL 70 %-tnog hladnog 

EtOH, nakon čega slijedi centrifugiranje 2'/11000 rpm na 4 ºC. Sav supernatant uklanja se 

pipetiranjem te se dobiveni talog DNA zatim suši na zraku uz plamenik tijekom 15 minuta. 

Osušeni talog zatim se otapa u 400 μL TE pufera inkubacijom u termobloku na 45 ºC uz 

povremeno protresanje epruveta. Ukoliko se talog teško otapa, temperatura se povisuje za po 

5 ºC do maksimalno 60 ºC. Nakon otapanja taloga, potrebno je pričekati da se otopina ohladi 

prije dodatka RNaze A. Za uklanjanje RNA dodaje se 5 μL RNaze A (5 mg/mL) te se otopina 
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inkubira 15-30 minuta na 37 ºC. DNA se zatim pretaloži dodatkom 16 μL 5 M NaCl i 1 mL 

hladnog apsolutnog EtOH. DNA se dalje pretaloži prema protokolu za taloženje. Na kraju 

protokola osušeni talog otapa se u 500 μL TE pufera inkubacijom u termobloku pri istim 

temperaturama.  

3.2.7. Izolacija plazmidne DNA iz E.coli (miniprep) 

 

Izolacija plazmidne DNA iz uzgojene kulture E.coli napravljena je u svrhu izolacije 

plazmida pHO. Plazmidna DNA izolirana je komercijalno dostupnim kitom Plasmid DNA 

purification, protokolom NucleoSpin® Plasmid (NoLid), proizvođača Macherey-Nagel, 

Njemačka. Protokol za izolaciju te sve potrebne otopine priloženi su od proizvođača. 

3.2.8. Diploidizacija stanica kvasca  

 

Laboratorijski sojevi kvasca najčešće su haploidi koji ne mogu mijenjati tip parenja 

zbog mutacije u genu koji kodira za endonukleazu HO. U svrhu sporulacijskog uzgoja stanica 

kvasca, nužna je njihova diploidizacija, zbog čega je u ovom radu provedena transformacija s 

plazmidom s kojeg se eksprimira gen HO (pHO). Transformacijska smjesa nacijepljuje se na 

krutu selektivnu YNB -Ura podlogu, budući da je ishodni soj auksotrof za uracil, a na plazmidu 

se nalazi marker gen URA3. Porasle kolonije precjepljuju se na YNB podlogu u svrhu 

neselektivnog rasta kod kojeg se očekuje spontani gubitak plazmida budući da je za 

diploidizaciju sojeva bila poželjna samo kratkotrajna ekspresija endonukleaze HO. Porasle 

stanice zatim se tehnikom širenja razmaza (engl. plate streak technique) precjepljuju na krutu 

YNB podlogu u koju je dodana 1 mg/mL 5-FOA koji osigurava rast isključivo transformanata 

koji su izgubili plazmid. Kod transformanata koji nisu izgubili plazmid, a time i marker gen 

URA3, dolazi do sinteze orotidin-5′-fosfat dekarboksilaze koja katalizira reakciju pretvorbe 5-

FOA u toksični produkt. Kolonije koje su izgubile plazmid, a time i mogu rasti na 5-FOA 

podlozi, dalje se precjepljuju na krute YNB te YNB -Ura podloge. Podloga u kojoj nedostaje 

uracil služi kao negativna kontrola u kojoj ne očekujemo rast zbog prethodnog porasta na 5-

FOA. Stanice s YNB kompletne podloge zatim se precjepljuju na krutu YPD i SPO podlogu u 

svrhu provjere diploidizacije sojeva. Stanicama uzgojenim na YPD podlozi svjetlosnim 

mikroskopom promatra se morfologija uobičajena za diploidne stanice. Nakon pet dana uzgoja 

na SPO podlozi, promatra se morfologija karakteristična za askuse spora. U svakom koraku 

selekcije te provjere diploidizacije i sporulacije stanica, korištene su pozitivne i negativne 

kontrole. Navedeni protokol upotrebljen je za diploidizaciju SK1 wt a/α, SK1 pdr5 a/α te SK1 

MUT1312block a/α. 
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3.2.9. Test rasta  

 

Test rasta (engl. plate assay) je semikvantitativna metoda za ispitivanje vijabilnosti 

stanica. Podloge za provedbu testa rasta pripremljene su kao krute YNB hranjive podloge. 

Stanice kvasca uzgojene su na rotacijskoj tresilici u tekućoj YNB podlozi na 30 ºC do 

logaritamske faze rasta. Kulturi u log fazi spektrofotometrijski je određena gustoća kulture 

(OD600/mL), koja je zatim sterilnom vodom prilagođena na 1 OD600/mL. Slijedila je priprema 

4 decimalna razrjeđenja početne suspenzije miješanjem 100 μL suspenzije stanica s 900 μL 

sterilne vode. Zatim je 10 μL svakog decimalnog razrjeđenja nakapano na krutu YNB podlogu. 

Podloge su inkubirane pri 30, 34,5 ili 37 ºC tijekom 3 dana i fotografirane Uvidoc HD6 

kamerom. 

3.2.10. Uzgoj za mejozu i sporulaciju kvasca 

 

Diploidne stanice kvasca uzgajaju se na krutoj YPD podlozi 1-3 dana pri 30 ºC. Zatim 

se precjepljuju u 5 mL tekuće YPD podloge, nakon čega slijedi prekonoćni uzgoj stanica do 

stacionarne faze na rotacijskoj tresilici pri 30 ºC. Slijedi precjepljivanje 2,5 mL kulture u 37,5 

mL YPA podloge u Erlenmeyer tikvici te inkubacija na tresilici pri 30 ºC 6 do 8 sati. Zatim se 

6 mL YPA kulture precjepljuje u 44 mL svježe YPA podloge u Erlenmeyer tikvici te inkubira 

na tresilici pri 30 ºC do OD600/mL jedinica stanica između 4 i 6. Oko 40 mL uzgojene YPA 

kulture centrifugira se 5'/3000 rpm. Supernatant se odbacuje, a talog se ispire sterilnom vodom 

te ponovo centrifugira 5'/3000 rpm. Supernatant se ponovo odbacuje, a talog resuspendira u 40 

mL SPII podloge u Erlenmeyer tikvici. Iz preostale uzgojene YPA kulture (10 mL) izuzima se 

5 OD jedinica kvasca za izolaciju ukupnih proteina. Također, izuzima se i alikvot YPA kulture 

od 500 μL koji se nacijepljuje u 10 mL YPD podloge. Nakon što su stanice u YPD podlozi 

uzgojene do logaritamske faze, izuzima se 5 OD jedinica stanica te izoliraju ukupni proteini. 

Izolacije ukupnih proteina iz stanica uzgojenih u SPII podlozi napravljene su s po 5 OD jedinica 

stanica u 2., 4., 6., 8., i 24. satu uzgoja. Nulti sat uzgoja u SPII podlozi obilježava 

resuspendiranje stanica u SPII podlozi te početak inkubacije na tresilici pri 30 ºC. Izolacija 

proteina u YPD, YPA i SPII podlozi potrebna je za praćenje promjene razine proteina Rrp6 u 

fermentacijskim, respirativnim te sporulacijskim uvjetima.  

3.2.11. Izolacija ukupnih proteina iz stanica kvasca 

 

Izolacija ukupnih proteina iz stanica kvasca provedena je prema Kushnirov, 2000. Iz 

kulture se izdvaja 5 OD jedinica kvasca te centrifugira 5'/3000 rpm. Talog stanica resuspendira 

se u 200 μL destilirane vode i prenosi u Eppendorf epruvetu u koju se zatim dodaje 200 μL 0,2 
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M NaOH te se sve vorteksira. Nakon inkubacije 5 minuta pri sobnoj temperaturi, otopina se 

centrifugira 1'/110000 rpm. Supernatant se odbacuje, a talog se resuspendira u 100 μL Laemmli 

pufera. Slijedi inkubacija u termobloku 3 minute pri 100 ºC te centrifugiranje 1'/11000 rpm. 

Proteinski ekstrakti nalaze se u supernatantu te se izdvajaju u novu Eppendorf epruvetu. 

3.2.12. Kvantifikacija proteina 

 

Ukupni proteini stanica kvasca kvantificirani su komercijalnim setom kemikalija za 

određivanje koncentracije proteina PierceTM 660nm Protein Assay Kit. Kvantifikacija je 

omogućena kolorimetrijskom reakcijom u kojoj se boja mijenja iz crvenkasto-smeđe u zelenu 

i povećava proporcionalno u širokom rasponu povećanja koncentracije proteina. Uzorci se 

pripremaju u Eppendorf epruveti dodatkom 45 µL Laemmli pufera, 5 µL uzorka i 750 µL 

reagensa za određivanje koncentracije proteina. Slijepa proba pripremljena je s 50 µL Laemmli 

pufera i 750 µL reagensa za određivanje koncentracije proteina. Pripremljeni uzorci se 

vorteksiraju te inkubiraju na sobnoj temperaturi 5 minuta. Nakon inkubacije uzorci se 

premještaju u kivetu te se mjeri apsorbancija uzoraka i slijepe probe na 660 nm. Nepoznate 

koncentracije proteina izračunate su prema baždarnoj krivulji izrađenoj prema razrjeđenjima 

poznatih koncentracija albumina iz seruma goveda (engl. bovine serum albumine, BSA). 

3.2.13. SDS poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE) 

 

 Za razdvajanje ukupnih proteina izoliranih iz stanica kvasca korištena je 

diskontinuirana SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza. Zbog denaturirajućeg svojstva te 

maskiranja nativnog naboja proteina molekulama SDS-a, proteini se razdvajaju prema njihovoj 

molekulskoj masi. Pripremaju se dva gela, 4,5 % gel za sabijanje (poravnavanje uzoraka) i 10 

% gel za razdvajanje proteinskih uzoraka na osnovi molekulske mase. Oba gela pripremaju se 

u sustavu za izradu gela pri čemu su korištena stakla za gel elektroforezu s razmaknicom od 

0,5/1 mm. Gel za sabijanje (pH = 6,8) sadrži pufer za gornji gel, akrilamid te APS i TEMED 

koji pokreću polimerizaciju gela. Gel za razdvajanje (pH = 8,8) sadrži deioniziranu vodu, pufer 

za donji gel, akrilamid, APS i TEMED. Između stakla umetnuta na nosače prvo se nanosi gel 

za razdvajanje. Odmah nakon stavljanja gela, po njegovoj fronti nanosi se izopropanol. Nakon 

polimerizacije donjeg gela, izopropanol se uklanja filtar papirom te se dodaje gel za sabijanje 

i postavlja češljić za 10 jažica. Nakon što i gornji gel polimerizira, češljić se izvadi te se stakla 

s polimeriziranim gelom čuvaju na 4 ºC ili odmah stavljaju u kadicu za SDS-elektroforezu 

Mini-PROTEAN (Biorad) koja se puni puferom za elektroforezu. U jažice se nanosi smjesa 

proteinskih standarada Precision Plus Protein Standard poznate veličine te (ovisno o 
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eksperimentu) 10-40 µg ukupnih staničnih proteina koji su izolirani u Laemmli puferu. U 

ovome radu korištena su stakla s 1 mm razmaknicom te se u jažice nanosilo 40 µg ukupnih 

staničnih proteina. Elektroforeza se odvija pri naponu od 180 V i jakosti struje 380 mA.  

3.2.14. Imunoblot  

 

Imunoblot ili western blot je imunokemijska metoda za detekciju i karakterizaciju 

proteina prema specifičnosti prepoznavanja antigen-antitijelo. Nakon SDS-PAGE 

elektroforeze, u kojoj su proteini razdvojeni na osnovi molekulske mase, uklanja se gel za 

sabijanje te provodi mokri transfer proteina na nitroceluloznu membranu koja ima visoki 

kapacitet vezanja proteina. Mokri transfer označava način prijenosa proteina koji se odvija u 

kadici (Bio-Rad, SAD) koja je napunjena puferom za transfer. U puferu za transfer prethodno 

se priprema transfer sandwich koji se slaže između dva držača s rupama. Između držača 

uronjenih u pufer za transfer slažu se komponente navedenim redoslijedom: spužvica, tri filtar 

papira, membrana, gel, tri filtar papira te spužvica. Složeni transfer sandwich zatim se stavlja 

u nastavak za transfer u kadici koja je napunjena puferom za transfer. Prijenos proteina odvija 

se pri naponu od 90 V tijekom 1,5 h. Zatim se izuzima membrana, premješta u plastičnu kutijicu 

te tretira s 10 mL pufera za blokiranje (5 % obrano mlijeko u TBST puferu) sat vremena pri 

sobnoj temperaturi uz treskanje. Nakon blokiranja, membrane se ispiru s TBST puferom. U 

ovome radu, membrane su se zatim prerezale horizontalno u svrhu odvajanja dijela membrane 

na kojoj će se detektirati protein Rrp6 te Pgk1. Membrane se zatim tretiraju odgovarajućim 

razrijeđenim primarnim antitijelom (Poglavlje 3.1.7.). Primarna antitijela razrijeđena su u 

TBST puferu na željenu koncentraciju, odnosno na membranu s Rrp6 dodaje se 2 µL 

specifičnog primarnog antitijela u 6 mL TBST pufera, a za detekciju Pgk1 1 µL u 5 mL TBST 

pufera. Inkubacija se odvija pri sobnoj temperaturi sat vremena uz treskanje te potom preko 

noći pri 4 ºC bez treskanja. Slijedi ispiranje membrane tri puta u 5 mL TBST pufera pet minuta, 

a zatim dodavanje odgovarajućeg razrijeđenog sekundarnog antitijela (Poglavlje 3.1.7.) 5 mL 

po membrani. Membrane se treskaju na sobnoj temperaturi sat vremena, a nakon toga ispiru tri 

puta u 5 mL TBST pufera po pet minuta. Zatim se dodaje supstrat Clarity Western ECL Blotting 

Substrate (Biorad) koji će omogućiti vizualizaciju proteinskih vrpci, nakon čega slijedi 

detekcija. Standardi na membranama označeni su WesternSure olovkom, a membrana je 

vizualizirana pomoću uređaja C-Digit Blot Scanner (LI - COR). 
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3.2.15. Izolacija ukupne RNA stanica kvasca 

 

U svrhu sprječavanja kontaminacije RNazom, prije te tijekom izolacije RNA sve radne 

površine i pribor tretirani su otopinom RNaza Zap koja uništava enzim RNazu, a destilirana 

voda tretirana je dietilpirokarbonatom (DEPC) te autoklavirana. Uzorak kulture od 10 OD 

jedinica kvasca uzgojenih u sporulacijskim uvjetima (5 i 24 h) centrifugiran je 5'/3000 rpm, a 

zatim resuspendiran u 0,7 mL sterilne destilirane vode. Slijedi centrifugiranje 1'/11000 rpm 

nakon kojeg se talog resuspendira u 0,7 mL AE pufera. Nakon još jednog centrifugiranja 

1'/11000 rpm supernatant se ukloni, a talog stanica skladišti se na -80 ºC. Ukupna RNA iz 

smrznutih uzoraka ekstrahirana je metodom vrućeg fenola prema Schmitt i sur., 1990. Talog 

stanica resuspendira se u 400 µL AE pufera, prebaci u Eppendorf epruvetu koja sadrži staklene 

kuglice te se u suspenziju doda 40 µL 10 % SDS. Suspenzija se kratko vorteksira te se dodaje 

440 μL otopine fenola i kloroforma (5:1, pH 4,5) prethodno zagrijane na 65 ºC. Suspenzija se 

zatim snažno vorteksira u tri ciklusa po 1 minutu uz grijanje na 65 ºC u pauzama između 

vorteksiranja. Nakon inkubacije na -80 ºC tijekom 20 min, ponovljena su tri ciklusa 

vorteksiranja uz zagrijavanje. Potom su uzorci centrifugirani uz hlađenje 10'/10000 rpm pri 4 

ºC. Oko 400 μL gornje vodene faze prebacuje se u novu Eppendorf epruvetu, gdje se dodaje 

jednak volumen otopine fenol/kloroform/IAA (24:25:1, pH 6,7) i sve se promiješa okretanjem 

Eppendorf epruvete. Nakon centrifugiranja 10'/10000 rpm pri 4 ºC gornja vodena faza izdvoji 

se u novu Eppendorf epruvetu uz dodatak natrijevog acetata do finalne 0,3 M koncentracije i 3 

volumena 100 % etanola u svrhu taloženja RNA. Zatim se uzorci talože na -80 ºC minimalno 

20 minuta. Nakon toga slijedi centrifugiranje 10'/10000 rpm pri 4 ºC te se talog RNA ispire s 

80 % EtOH. Nakon centrifugiranja 2'/10000 rpm pri 4 ºC, EtOH uklanja se pipetiranjem, a 

talog se suši u termobloku pri 30 ºC. Izolirana RNA zatim se resuspendira u 100 µL DEPC 

vode te skladišti na -80 ºC. 

Za uklanjanje genomske DNA, potrebno je tretiranje izolirane ukupne RNA enzimom 

DNazom I. Pripremaju se reakcijske smjese koje se sastoje od 10 µg nepročišćene RNA, 10 

µL 10x pufera za DNazu I i 1 µL DNaze I. Dodatkom DEPC vode konačni volumen reakcijske 

smjese iznosi 100 µL. Reakcijske smjese inkubiraju se 10 minuta na 37 ºC. Zatim se dodaje 

jednak volumen otopine fenol/kloroform/IAA (pH 6,7) te sve skupa promiješa okretanjem 

epruvete. Slijedi centrifugiranje 10'/10000 rpm pri 4 ºC. Gornja faza izdvaja se u novu 

Eppendorf epruvetu u koju se doda natrijev acetat do finalne 0,3 M koncentracije kao i 3 

volumena 100 % EtOH. Uzorci se talože na -80 ºC minimalno 20 minuta. Nakon taloženja 

slijedi centrifugiranje 10'/10000 rpm pri 4 ºC. Supernatant se uklanja pipetiranjem, a talog se 
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ispire s 700 µL 80 % EtOH. Slijedi centrifugiranje 2'/10000 rpm pri 4 ºC. Etanol se uklanja 

pipetiranjem, a Eppendorf epruveta ostavlja se otvorena u termobloku pri 30 ºC. Izolirana RNA 

resuspendira se u 15 µL DEPC vode i skladišti na -80 ºC.  

3.2.16. RNA gel elektroforeza 

 

Korišten je 1 %-tni agarozni gel pripremljen otapanjem određene mase agaroze u 

hladnom TAE puferu. U pripremljeni gel dodaje se StainINTM RED Nucleic Acid STAIN boja. 

Uzorci RNA nanesu se u jažice te se elektroforeza provodi pri naponu od 55 V uz hlađenje 

ohlađenim blokovima. Gel je vizualiziran s transiluminatorom uz UV svjetlo. Horizontalna 

RNA elektroforeza provedena je u svrhu provjere integriteta RNA te uspješnosti tretmana 

DNazom I. 

3.2.17. RT-qPCR  

 

RT-qPCR (engl. reverse transcription quantitative PCR) je metoda u kojoj je polazni 

genetski materijal molekula RNA. Reverznom transkripcijom prevodi se u cDNA pri čemu se 

segment od interesa amplificira i kvantificira. Za RT-qPCR je korišten High Capacity cDNA 

Reverse Transcription Kit proizvođača Thermo Fisher Scientific, SAD. Kako bi se osiguralo 

umnažanje transkripta specifičnog obzirom na transkribirani lanac DNA, korištena je 

ekvimolarna smjesa specifičnih početnica, pri čemu je finalna koncentracija svake u reakcijskoj 

smjesi bila 0,1 µM. Za umnažanje MUT1312 korištena je forward početnica koja umnaža samo 

antisense lanac cDNA, odnosno izbjegava se umnažanje sense RNA transkribirane s tog lokusa 

(mRNA RRP6), a za umnažanje housekeeping transkripta ACT1 korištena je odgovarajuća 

reverse početnica. Aktinomicin D dodaje se u reakcijsku smjesu kako bi se spriječila sinteza 

drugog lanca cDNA. Reakcijska smjesa za reverznu transkripciju prikazana je u tablici 4. 

Odgovarajući volumen pročišćene RNA (1 µg) računa se prema dobivenim masenim 

koncentracijama RNA nakon tretmana DNazom te je prema potrebi dodana DEPC voda tako 

da ukupan volumen iznosi 10 µL. Reakcija reverzne transkripcije provodi se u PCR termobloku 

s postavljenim programom: 10' 25 ºC/ 120' 37 ºC/ 5' 85 ºC/ 4 ºC. Produkti reverzne transkripcije 

čuvaju se pri -20 ºC. 
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Tablica 4. Komponente smjese za reverznu transkripciju 

 

Dobivena cDNA analizira se kvantitativnom PCR reakcijom koristeći qPCR set 

kemikalija Maxima SYBR Green. Reakcijske smjese pripremaju se u mikrotitarskoj pločici. 

Sastav jedne reakcije čini 5 µL Maxima SYBR Green Master Mix, 0,5 µL uzvodne i nizvodne 

početnice, 3 µL DEPC vode i 1 µL cDNA te se za svaki uzorak pripremaju dvije tehničke 

paralele. Mikrotitarska pločica stavlja se u uređaj za qPCR (Thermo Scientific™ PikoReal™ 

Real-Time PCR System) te se postavlja program: 7' 95 ºC/ 40x (15'' 95 ºC/ 45'' 60 ºC). Rezultati 

su analizirani u programu Excel metodom ΔΔCt. 

3.2.18. Mikroskopiranje fluorescentnim mikroskopom 

 

Za mikroskopiranje fluorescentnim mikroskopom koristila se DAPI boja koja se veže 

na AT regije DNA te zbog toga često koristi za bojanje DNA jezgre. Predmetnica je 

pripremljena dodatkom vode, suspenzije stanica kvasca te DAPI boje. Obzirom na izrazitu 

flokulaciju SK1 sojeva, stanice su prije mikroskopiranja resuspendirane žustrim pipetiranjem. 

Predmetnica je prekrivena pokrovnicom te je dodana kap imerzijskog ulja. Uzorak je 

vizualiziran fluorescentnim optičkim mikroskopom Carl Zeiss AxioObserver uz povećanje  

100x/1.4 N.A. Budući da su prikladne valne duljine za ekscitaciju boje 300-440 nm, korišten 

je DAPI filter. Mikroskopiranje fluorescentim mikroskopom korišteno je u svrhu određivanja 

faze mejoze odgovarajućeg soja. Prema broju jezgara obojenih DAPI bojom, stanice su 

pribrojene fazi mejoze I (MI) ili II (MII). Stanice s dvije, tri ili četiri jezgre pribrojene su MI,  

a stanice s tri ili četiri jezgre MII.  

 

 

 

Komponenta smjese za RT V [µL]

10x pufer za reverznu transkriptazu 2

25x smjesa dNTP-ova (100 mM) 0,8

Ekvimolarna smjesa specifičnih početnica (0,1 µM) 1,6

MultiScribe
TM

 reverzna transkriptaza 1

Aktinomicin D (50 µg/ml) 2

DEPC voda 2,6
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

 

RNA egzosom evolucijski je očuvani ribonukleazni proteinski kompleks koji sudjeluje 

u procesima razgradnje, sazrijevanja i kontroli kvalitete RNA u jezgri i citoplazmi eukariota. 

Sastoji se od devet strukturnih podjedinica koje čine jezgru kompleksa i dvije 3′→5′ katalitičke 

podjedinice, Rrp6 i Dis3 (Schneider i Tollervey, 2013). Katalitički inaktivna jezgra usmjerava 

RNA supstrate do Rrp6 i Dis3, čija je uloga obrada gotovo svih staničnih RNA poput mRNA, 

tRNA, rRNA, snRNA i snoRNA. Katalitička podjedinica Rrp6 specifična je za jezgrenu 

izoformu egzosoma, a zajedno s drugim egzosomskim podjedinicama omogućuje pravilno 

odvijanje staničnog ciklusa, mejoze i stanične diferencijacije. Naime, pokazano je da Rrp6 

sudjeluje u koordinaciji tranzicije iz mitoze u mejozu, odnosno mitotička i premejotička 

prisutnost Rrp6 potrebne su za normalnu mejotičku diobu i stvaranje spora kod kvasca (Frenk 

i sur., 2014; Lardenois i sur., 2011). Međutim, iako je prisutnost proteina Rrp6 potrebna za ulaz 

u mejozu, razina proteina Rrp6 u stanicama divljeg tipa tijekom mejoze se smanjuje (Lardenois 

i sur., 2011). Budući da se razina proteina Rrp6 smanjuje, a razina mRNA RRP6 ostaje 

relativno stabilna tijekom mejoze (slika 7), pretpostavka je da se regulacija ekspresije Rrp6 

tijekom mejoze odvija posttranskripcijskim mehanizmom.  
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Slika 7. Razina transkripata RRP6/MUT1312 i ALG6 na 15. kromosomu kvasca S. cerevisiae 

pri fermentacijskim (YPD), respirativnim (YPA) i sporulacijskim (SPII) uvjetima uzgoja 

prikazana na Log2 skali te izražena u centilima. Visoka razina transkripta označena je 

nijansama crvene boje, a niska nijansama plave boje (prilagođeno prema Lardenois i sur., 

2011).  

Uz ulogu procesiranja, kontrole kvalitete i degradacije stabilnih vrsta RNA, Rrp6 

sudjeluje i u degradaciji kriptičnih nestabilnih transkripata. Rrp6 tijekom mitoze degradira 

klasu nestabilnih transkripata koji su dobili ime prema njihovoj stabilizaciji za vrijeme mejoze 

- mejotički neanotirani transkripti (engl. meiotic unannotated transcripts, MUTs) (Lardenois i 

sur., 2011). Zanimljivo je da stabilizaciju nekodirajuće RNA MUT1312, koja nastaje antisense 

transkripcijom na lokusu RRP6 (slika 7), prati spomenuti pad razine proteina Rrp6 (Lardenois 

i sur., 2011). Međutim, mehanizam i fiziološki značaj regulacije razine Rrp6 u mejozi i 

sporulaciji nije razjašnjen. Mehanizam proteolitičke regulacije prethodno je povezan s 

pravilnim odvijanjem mejoze (Mallory i sur., 2007), a nekodirajuća RNA često djeluje kao 

negativan regulator ekspresije gena (Statello i sur., 2021). Dakle, moguće je da se regulacija 

ekspresije Rrp6 tijekom mejoze odvija posttranskripcijski, na proteinskoj razini i/ili antisense 

nekodirajućom RNA MUT1312. Sukladno tome, cilj ovog rada bio je istražiti mehanizam koji 

dovodi do smanjenja razine proteina Rrp6 tijekom mejoze i sporulacije te dobiti uvid u 

fiziološki značaj ove regulacije.  
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4.1. Proteolitičko procesiranje proteina Rrp6 tijekom mejoze i sporulacije 

 

Smanjena razina proteina Rrp6 u mejozi stanica kvasca S. cerevisiae može biti 

posljedica proteolitičkog procesiranja. Jedan od primjera takvog mehanizma regulacije je 

regulacija razine Ume6, DNA-vezujućeg proteina koji reprimira transkripciju ranih mejotičkih 

gena tijekom mitotičke diobe. Degradacija Ume6, potrebna za normalnu indukciju mejotičkih 

gena te progresiju mejoze, odvija se kompleksom koji promovira anafazu/ciklosom (engl. 

anaphase promoting complex/cyclosome, APC/C) (Mallory i sur., 2007). APC/C je E3 

ubikvitin ligaza koja sudjeluje u ubikvitin-proteasom sustavu (UPS). APC/C prepoznaje i ulazi 

u interakciju sa specifičnim supstratima, čime regulira mitozu i mejozu njihovim označavanjem 

za proteasomsku razgradnju. Specifično, APC/C omogućuje prijelaz iz metafaze u anafazu, 

ulaz u sljedeći stanični ciklus te inducira premejotičku S fazu i izlaz iz mejoze II (Pesin i Orr-

Weaver, 2008; Harper i sur., 2002). Budući da se razina proteina Rrp6 počinje smanjivati u 

ranim fazama mejoze, Rrp6 je također potencijalni supstrat APC/C kompleksa.  

APC/C prepoznaje dvije vrste motiva preko kojih se veže na supstratni protein, 

destrukcijsku kutiju (D-box) te KEN-kutiju (KEN-box). Budući da je APC/C esencijalan te 

utječe na velik broj proteina u stanici, inaktivacija ovog kompleksa mogla bi narušiti regulaciju 

različitih staničnih procesa ili onemogućiti prolaz kroz sve faze stanične diobe, odnosno mejoze 

i sporulacije. Sukladno tome, kako bi se ispitalo je li Rrp6 supstrat APC/C kompleksa, odabran 

je pristup u kojemu se u genomski lokus RRP6 uvodi mutacija koja će rezultirati inaktivacijom 

odgovarajućeg motiva u proteinu Rrp6 koji predstavlja potencijalno mjesto prepoznavanja 

APC/C. Ukoliko je Rrp6 supstrat APC/C kompleksa, pretpostavka je da bi takva mutacija 

stabilizirala Rrp6 tijekom mejoze. U svrhu uvida u potencijalne APC/C motive u sekvenci 

proteina Rrp6 te odabira mjesta mutacije, napravljena je bioinformatička analiza proteinske 

sekvence Rrp6 kvasca Saccharomyces cerevisiae.  

 

4.1.1. Određivanje potencijalnih APC/C motiva u proteinskoj sekvenci Rrp6 

 

Supstrati APC/C kompleksa sadrže sekvence aminokiselina, odnosno motive koji su 

potrebni za njihovu ubikvitinaciju. Najčešći motiv je D-box, koji uključuje inačicu sekvence 

RXXLXXXXN (u kojem je R arginin, X je bilo koja aminokiselina, L je leucin, a N asparagin). 

Drugi važan motiv je KEN-box (KENXXXN, u kojem je K lizin, a E glutamat). Većina APC/C 

supstrata sadrži jednu ili obje ove sekvence. Korištenjem GPS-ARM 1.0 (group-based 

prediction system - APC/C recognition motif) računalnog programa za predviđanje 
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potencijalno funkcionalnih D-box i KEN-box motiva APC/C-a u zadanim sekvencama, 

pretraženi su potencijalni motivi unutar sekvence proteina Rrp6 kvasca S. cerevisiae. 

Algoritam programa bazira se na postojećoj bazi podataka koja sadrži eksperimentalno 

identificirane D-box i KEN-box motive u proteinima različitih organizama (Liu i sur., 2012). 

Za ulaznu informaciju, u program je unesena proteinska sekvenca Rrp6 u FASTA formatu s 

parametrom threshold (prag) postavljenim na all. Pronađeno je šest D-box motiva i niti jedan 

KEN-box motiv. Dobiveni D-box motivi nalaze se u različitim domenama proteina Rrp6. Četiri 

motiva (RDYL, RENL, RHSL, RNKL) nalaze se u egzoribonukleaznoj katalitičkoj domeni, a 

dva motiva u HRDC domeni (REVL, RDAL), koja zajedno s egzoribonukleaznom domenom 

čini katalitički (CAT) modul Rrp6 (slika 8). 

 

Slika 8. Motivi APC/C kompleksa u sekvenci Rrp6 kvasca S. cerevisiae. Kod kvasca S. 

cerevisiae, 733 aminokiselinska ostatka Rrp6 čine četiri domene: PMC2NT, EXO, HRDC i 

CTD. Unutar CTD domene, nalaze se EAR i lasso (tzv. omča) regija koja sadrži NLS slijed za 

lokalizaciju Rrp6 u jezgri. EXO i HRDC domena zajedno čine katalitički modul Rrp6 (CAT). 

Pozicije i score šest D-box motiva (RDYL, RENL, RHSL, RNKL, REVL, RDAL) pronađeni 

pomoću alata GPS-ARM, vizualizirani su u domenama sekvence Rrp6. Prikaz domena Rrp6 

prilagođen je prema Wasmuth i Lima, 2017. 

U kontekstu GPS-ARM alata, što je dobivena score vrijednost veća, veća je vjerojatnost 

da pronađeni motiv bude prepoznat od strane APC/C-a. Budući da se score temelji na algoritmu 

koji je prilagođen prema bazi podataka koja sadrži eksperimentalno identificirane motive iz 

različitih organizama, a ne samo kvasca S. cerevisiae, biranje motiva za mutaciju prema 

vrijednosti score nije bio jedini parametar. Napravljena je i analiza evolucijske očuvanosti 

pronađenih motiva višestrukim poravnanjem sekvenci proteina Rrp6 različitih eukariotskih 

organizama. Višestruko poravnanje daje uvid u homologiju i evolucijske odnose zadanih 

sekvenci. Za pronalaženje evolucijske očuvanosti D-box motiva, korišten je Clustal Omega, 

bioinformatički alat s visokom točnosti poravnanja. Odabrane su sekvence homologa Rrp6 iz 
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12 različitih organizama, a postavljeni su default parametri. Rezultati su pokazali kako je RHSL 

motiv evolucijski najočuvaniji motiv, budući da je identičan motiv pronađen na odgovarajućem 

položaju unutar sekvence homologa Rrp6 kod organizama poput ljudi, majmuna i miša (tablica 

5). Obzirom na score vrijednost te evolucijsku očuvanost, motiv RHSL odabran je za 

konstrukciju soja s mutacijom u APC/C motivu Rrp6 (∆db). U svrhu konstrukcije mutanta ∆db, 

uvedene su dvije ciljane točkaste mutacije u genomskom lokusu RRP6 koje uzrokuju 

supstituciju aminokiselinskih ostataka proteina Rrp6 R325A i L328A, čime je motiv RHSL 

(Arg-His-Ser-Leu) mutiran u AHSA (Ala-His-Ser-Ala). Diploidne stanice kvasca S. cerevisiae 

s mutacijom za D-box motiv RHSL proteina Rrp6 (SK1 rrp6∆db) korištene u eksperimentima 

u ovom radu konstruirala je istraživačka grupa J. Horeckea (Stanford Genome Technology 

Center, USA).  

Tablica 5. Višestruko poravnanje 12 sekvenci homologa Rrp6 u programu Clustal Omega. 

Najveća evolucijska očuvanost pronađena je kod D-box motiva RHSL, koji je zatim odabran 

za izradu konstrukta SK1 rrp6∆db. Motiv RHSL (Arg-His-Ser-Leu) mutiran je u AHSA (Ala-

His-Ser-Ala). 

 

4.1.2. Mutacija ∆db ne narušava stabilnost proteina Rrp6 

 

Budući da je RHSL evolucijski očuvani motiv koji se nalazi u katalitičkoj domeni, 

mutacija takvog motiva može narušiti strukturu i time aktivnost proteina. Naime, protein 

postaje nestabilan jer se supstituirani ostatak ne može uklopiti u postojeću strukturu proteina. 

Kada se supstitucijski ostatak ne uklapa u strukturu, kao posljedica dolazi do manje ili veće 

promjene konformacije, a strukturne promjene pojavljuju se zbog pojave novih ili nedostatka 

starih interakcija aminokiselinskih ostataka. Promjene u interakciji mogu narušiti ionske i 
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disulfidne veze, promijeniti specifičnost vezanja liganda, modificirati alosteričko mjesto te 

uzrokovati sudare ili druge nestabilnosti (Vihinen, 2015). Kako bi se provjerilo bi li mutacija 

∆db mogla narušiti stabilnost proteina Rrp6, napravljene su bioinformatička i eksperimentalna 

analiza. Iz digitalne baze podataka koji sadrži 3D strukture proteina (engl. protein data bank, 

PDB), preuzete su četiri eksperimentalne proteinske strukture Rrp6 proteina Saccharomyces 

cerevisiae dobivene difrakcijom X-zraka: 2HBJ, 5C0W, 5C0X, 5C0Y (Makino i sur., 2015; 

Midtgaard i sur., 2006). Svaka struktura zatim je analizirana u UCSF Chimera 1.16., programu 

za interaktivnu vizualizaciju i analizu molekularnih struktura. Za svaku od navedenih struktura 

napravljena je R325A i L328A supstitucija aminokiselinskih ostataka (RHSL→AHSA) alatom 

Rotamers. Stabilnost Rrp6 s mutacijom ∆db zatim je ispitana opcijom pronalaska mogućnosti 

sudara (engl. clashes) atoma zadanog proteina za određivanje uklapanja supstituiranog ostatka 

u raspoloživi prostor. Sudari su nepovoljne interakcije ostataka u kojima se njihovi atomi 

nalaze preblizu, a česta su pojava kod uvođenja mutacija koje rezultiraju promjenom 

aminokiselinskih ostataka u proteinu (Čalyševa i Vihinen, 2017). Rezultati analize pokazali su 

kako mutacija D-box motiva nije uzrokovala pojavu sudara u odabranim strukturama Rrp6 

(slika 9, tablica 6). Provjera stabilnosti proteina Rrp6 s mutacijom ∆db provedena je i s 

Missense3D. Missense3D je bioinformatički alat koji predviđa strukturne promjene uvedene 

supstitucijom aminokiselina kao strukturno štetne ili neutralne na temelju 16 strukturnih 

značajki kao što su pucanje ionskih i disulfidnih veza, promjene u šupljinama u unutrašnjosti 

proteina (engl. cavity), pojava sudara itd. Program dopušta provjeru strukture sa supstitucijom 

isključivo jedne aminokiseline, zbog čega je napravljena zasebna analiza za supstitucije R325A 

(AHSL) i L328A (RHSA) u proteinskoj strukturi Rrp6 kvasca preuzetoj s PDB-a. Detaljna 

analiza 2HBJ, 5C0W, 5C0X i 5C0Y struktura Rrp6 Missense3D alatom pokazala je kako 

supstitucije ne uzrokuju promjene u stabilnosti, izuzev mogućnosti promjene u dimenzijama 

određenih šupljina u unutrašnjosti proteina supstitucijom leucina u alanin u modelima 5C0W i 

5C0Y (tablica 6)  
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Slika 9. Ispitivanje stabilnosti strukture Rrp6 s R325A i L328A supstitucijom. Motiv u strukturi 

nativnog Rrp6 (RHSL) i Rrp6 s mutacijom ∆db (AHSA) vizualizirani su u programu UCSF 

Chimera 1.16.  

Tablica 6. Rezultati analize ispitivanja stabilnosti Rrp6 sa supstitucijama R325A i L328A u 

programu UCSF Chimera 1.16. te stabilnosti Rrp6 sa zasebnim supstitucijama R325A (AHSL) 

i L328A (RHSA) u alatu Missense3D 

 

Kako bi se dodatno potvrdilo dolazi li do promjene stabilnosti Rrp6 uvođenjem 

mutacije ∆db, provedena je i eksperimentalna analiza. Poznato je da stanice kojima nedostaje 

Rrp6 (rrp6∆) pri povišenoj temperaturi pokazuju fenotip slabijeg rasta (Briggs i sur., 1998). 

Sukladno tome, slabiji rast stanica rrp6∆db u usporedbi s rastom divljeg tipa ukazao bi na 

nestabilnost proteina Rrp6. U svrhu ispitivanja stabilnosti rrp6∆db, provedena je metoda testa 

rasta (engl. plate assay). Test rasta je semi-kvantitativna metoda za ispitivanje vijabilnosti 

stanica te usporedbu rasta određenih mutanata u odnosu na rast stanica divljeg tipa. Stanice 
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JHY222 divljeg tipa (engl. wild type, wt) i rrp6∆ korištene su kao kontrolne diploidne stanice 

za učinak mutacije rrp6∆ (budući da ista nije vijabilna u liniji sojeva SK1) te su uz sojeve SK1 

wt i rrp6∆db uzgojene u YNB tekućoj podlozi pri 30 ºC do logaritamske faze. Njihov rast 

potom je ispitan na istovjetnim krutim podlogama pri fiziološkoj temperaturi od 30 ºC i 

restriktivnim temperaturama od 34,5 i 37 ºC tijekom tri dana. Za razliku od rasta stanica divljeg 

tipa (JHY222 wt), rast JHY222 rrp6∆ pri povišenoj temperaturi karakterizira letalan fenotip, 

što je u skladu s prethodno pokazanom temperaturnom osjetljivosti rrp6∆ (Briggs i sur., 1998). 

Fenotip slabijeg rasta uočljiv je na obje povišene temperaturi, ali je značajniji pri 37 ºC. 

Nadalje, test rasta SK1 rrp6∆db pokazao je podjednaku temperaturnu osjetljivost kao i SK1 

stanice divljeg tipa (SK1 wt), koje su osjetljivije od onih linije sojeva JHY222 (slika 10). Sličan 

fenotip rasta sojeva SK1 wt i rrp6∆db na svim ispitanim temperaturama ukazuje na 

nepromijenjenu stabilnost proteina Rrp6. Dakle, rezultati bioinformatičke i eksperimentalne 

analize stabilnosti proteina Rrp6 s mutacijom ∆db potvrđuju da mutacija ∆db nema negativan 

učinak na stabilnost proteina Rrp6.  

 

Slika 10. Test rasta JHY222 wt i rrp6∆ te SK1 wt i rrp6∆db pri fiziološkoj temperaturi od 30 

ºC te restriktivnim temperaturama od 34,5 i 37 ºC. Stanice su uzgojene pri 30 ºC do 

logaritamske faze rasta u tekućoj YNB podlozi. Zatim su decimalna razrjeđenja takvih kultura 

nakapana na krutu podlogu na kojoj su stanice rasle tri dana pri navedenim temperaturama.  

 

4.1.3. Mutacija ∆db rezultira održanom razinom proteina Rrp6 tijekom cijele mejoze i 

sporulacije 

 

Nakon što je pokazano kako se stabilnost proteina Rrp6 ne narušava uvođenjem 

mutacije ∆db, sljedeći korak bio je ispitati utjecaj ove mutacije na stabilnost proteina Rrp6 

tijekom mejoze i sporulacije. Pretpostavka je da se, ukoliko je Rrp6 supstrat APC/C kompleksa 
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tijekom mejoze, APC/C neće moći vezati na inačicu proteina Rrp6 ∆db i označiti Rrp6 za 

degradaciju proteasomom. Dakle, ukoliko je Rrp6 supstrat APC/C kompleksa, kod soja 

rrp6∆db očekuje se održana razina Rrp6 tijekom mejoze.  

Stanice SK1 wt i rrp6∆db prvo su uzgojene u bogatoj YPD podlozi. Zatim su 

precjepljene u pretsporulacijsku YPA podlogu te na kraju u SPII podlogu koja sadrži samo 

kalijev acetat. Uvjeti uzgoja u kojima stanice kvasca kao izvor ugljika koriste isključivo acetat, 

a istovremeno nije prisutan izvor dušika, nazivaju se sporulacijskim jer potiču mejozu i 

sporulaciju stanica. Inkubacija stanica u sporulacijskim uvjetima trajala je 24 h, nakon čega su 

stanice vizualizirane svjetlosnim mikroskopom. Usporedbom stanica sojeva SK1 wt i rrp6∆db 

na početku i kraju uzgoja u SPII podlozi (0 i 24 h) može se uočiti kako nema razlike u rastu, 

morfologiji te sporulaciji, budući da je kod oba soja uočljiva prisutnost velikog broja 

karakterističnih askusa spora nakon 24 h (slika 11A).  

Kako bi se dobio uvid u razinu proteina Rrp6, izuzimani su uzorci kulture u određenim 

točkama uzgoja (YPD, YPA, SPII: 2, 4, 6, 8, 24 h) s kojima je zatim provedena izolacija 

ukupnih proteina. Izolirani proteinski ekstrakti podvrgnuti su imunoblot analizi za semi-

kvantitativno određivanje razine proteina Rrp6. U tu svrhu, korišteno je poliklonalno antitijelo 

α-Rrp6 koje prepoznaje C-terminus proteina Rrp6 kvasca S. cerevisiae. U svim ekstraktima, 

dodatno je analizirana razina proteina fosfoglicerat kinaze 1 (engl. phosphoglycerate kinase 1, 

Pgk1), enzima glikolize. Pgk1 je konstitutivno eksprimirani protein koji se često koristi za 

normalizaciju ekspresije proteina od interesa, u ovom slučaju Rrp6. Za detekciju Pgk1 u 

proteinskim ekstraktima upotrijebljeno je komercijalno monoklonalno antitijelo α-Pgk1. 

Rezultati imunoblot analize s ekstraktima soja SK1 wt pokazali su kako je tijekom uzgoja u 

YPD podlozi prisutna značajna količina proteina Rrp6, a njegova razina smanjuje se već 

prilikom inkubacije u pretsporulacijskoj YPA podlozi (slika 11B). Značajniji pad razine Rrp6 

vidljiv je tijekom ranih faza mejoze, a tijekom kasnijih se više ne može detektirati, što je u 

skladu s prethodno pokazanim rezultatima (Lardenois i sur., 2011). U stanicama soja SK1 

rrp6∆db također dolazi do smanjenja razine proteina Rrp6 prilikom prijelaza s YPD na YPA 

podlogu. Međutim, razina proteina Rrp6 tijekom mejoze značajno je očuvana, odnosno protein 

se može detektirati u svim fazama mejoze. Sukladno tome, može se zaključiti da pad razine 

proteina Rrp6 tijekom mejoze zahtijeva njegovo prepoznavanje od strane APC/C kompleksa, 

što upućuje na proteolitički mehanizam regulacije razine proteina Rrp6 tijekom mejoze i 

sporulacije. 
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Slika 11. Analiza fenotipa sporulacije i razine proteina Rrp6 tijekom mejoze kod sojeva SK1 

wt i rrp6∆db. A) Fenotip stanica SK1 wt i rrp6∆db u nultom satu te nakon 24 sata uzgoja u 

SPII podlozi vizualiziran je svjetlosnim mikroskopom. B) Imunoblot analiza proteina Rrp6 i 

Pgk1 u ekstraktima sojeva SK1 wt i rrp6∆db prilikom uzgoja u podlogama YPD, YPA te SPII 

(2, 4, 6, 8, 24 h).  

 

4.1.4. Mutacija ∆db ne utječe na razinu proteina Rrp6 prilikom prijelaza s fermentabilnih na 

respirativne uvjete uzgoja  

 

Prethodno je pokazano kako razina proteina Rrp6, osim tijekom mejoze, pada i tijekom 

prijelaza s fermentabilnih na respirativne uvjete uzgoja (Poglavlje 4.1.3.). U bogatoj YPD 

podlozi stanice kao izvor ugljika koriste glukozu koja izostaje u pretsporulacijskoj YPA 

podlozi. Uobičajeni protokol za indukciju učinkovite sporulacije provodi se u bogatom YPA 

mediju koji sadrži acetat te na taj način predstavlja pretposporulacijsku podlogu za prilagodbu 

stanica na slijedeće sporulacijske uvjete. Cilj ovog eksperimenta bio je provjeriti utječe li 

mutacija ∆db, osim na razinu Rrp6 tijekom mejoze, i na razinu Rrp6 tijekom prijelaza s 

fermentabilnih na respirativne uvjete uzgoja. U svrhu toga, imunoblot metodom su analizirani 

proteinski ekstrakti SK1 wt i rrp6∆db stanica uzgojenih u YPD i YPA podlozi. Rezultati takve 

analize neovisno su ponovljeni tri puta te je intenzitet proteinskih vrpci kvantificiran u 
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programu Gel Analyzer. Obzirom na jednaki pad u razini proteina Rrp6 kod stanica divljeg 

tipa i rrp6∆db mutanta vidljiv na rezultatima imunoblot analize (slika 12A) i kvantifikacije 

(slika 12B), pokazano je kako se pad u razini Rrp6 prijelazom s fermentacijskih na respirativne 

uvjete događa neovisno o mutaciji ∆db. Ovaj rezultat upućuje na zaključak da prepoznavanje 

od strane APC/C kompleksa nije ključno za pad razine proteina Rrp6 tijekom prijelaza s 

fermentacijskih na respirativne uvjete uzgoja. Međutim, budući da je razina Rrp6 u ovom 

eksperimentu ispitana s mutacijom samo jednog od mogućih šest D-box motiva proteina Rrp6, 

moguće je da bi inaktivacija drugih APC/C motiva ili istovremena inaktivacija većeg broja 

motiva pokazala drugačiji učinak. 

Slika 12. Ispitivanje razine proteina Rrp6 prilikom prijelaza s fermentacijskih (YPD) na 

respirativne uvjete uzgoja (YPA) imunoblot analizom (A) i kvantifikacijom imunoblot  

rezultata u programu Gel Analyzer (B) 

 

4.2. Utjecaj inhibicije proteasoma na razinu proteina Rrp6 tijekom mejoze i sporulacije 

 

Proteasom je multiproteinski kompleks odgovoran za razgradnju proteina Archea te 

eukariotskih i nekih prokariotskih stanica. Supstrati proteasoma su kratkoživući, oštećeni, 

pogrešno smotani ili na neki drugi način nestabilni te nepotrebni proteini koje proteasom 

prepoznaje prema kovalentno vezanom ubikvitinu. Proteasom ima ključnu ulogu u kontroli 

staničnog ciklusa, mejoze i apoptoze degradacijom širokog raspona supstrata (Hilt i Wolf, 

1995). Aktivnosti E1, E2 i E3 enzima ubikvitin-proteasom sustava potrebni su za ubikvitinaciju 

proteina. U ovome radu pokazano je kako je Rrp6 jedan od supstrata E3 APC/C kompleksa 

tijekom mejoze (Poglavlje 4.1.3.), a budući da protein obilježen ubikvitinom prepoznaje i 

degradira proteasom, može se pretpostaviti da i Rrp6 podliježe takvoj proteolitičkoj 
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degradaciji. U tom bi slučaju inhibicija proteasoma tijekom mejoze stabilizirala razinu Rrp6. 

Inhibicija proteasoma može se provesti različitim inhibitorima, a u ovome radu upotrebljen je 

MG132, kratki sintetički peptidni aldehid koji blokira aktivna mjesta proteasoma i posljedično 

inhibira razgradnju proteina konjugiranih ubikvitinom (Gaczynska i Osmulski, 2005). 

Međutim, uporabu inhibitora proteasoma kod kvasca S. cerevisiae onemogućuje nepropusnost 

stanične stijenke i membrane jer kvasac posjeduje proteine koji dovode do otpornosti na širok 

raspon citotoksičnih spojeva (Lee i Goldberg, 1996). Ovi proteini kodirani su genima koji su 

zajednički poznati kao geni za pleiotropnu rezistenciju na lijekove (engl. pleiotropic drug 

resistance, PDR) (Balzi i Goffeau, 1991). Budući da stanice kvasca nisu nativno permeabilne 

za inhibitor proteasoma MG132, prvo su konstruirane stanice diploidnog mutanta pdr5 koje su 

propusne za ovaj inhibitor.  

4.2.1. Konstrukcija soja SK1 pdr5 a/α  

 

Za konstrukciju diploidnog mutanta pdr5 (SK1 pdr5 a/α), mutacija pdr5 prvo se uvodi 

u haploidne stanice divljeg tipa (SK1 wt), a konstruirani mutant zatim se diploidizira. Za 

konstrukciju haploidnog mutanta korištena je prethodno umnožena disrupcijska kazeta 

pdr5::hph koja se homolognom rekombinacijom ugrađuje u genom kvasca tako da deletira gen 

PDR5 na čije se mjesto ugrađuje marker gen hph (slika 13A). Stanice s uspješnom ugradnjom 

selekcioniraju se na podlozi s antibiotikom higromicinom, a uspješnost ugradnje na 

odgovarajuće mjesto u genomu provjerava se genotipizacijom. Genotipizaciji prethodi 

izolacija genomske DNA iz četiri različite kolonije mutanata pdr5 i jedne kolonije ishodnog 

soja (divlji tip, wt). Izolirana genomska DNA genotipizira se PCR metodom uz odgovarajuće 

parove početnica. Uspješnost umnažanja PCR produkata, čija veličina ovisi o genotipu stanice, 

analizira se gel elektroforezom. Prvi set početnica korišten za genotipizaciju hibridizira se 

unutar lokusa PDR5, čime se s genomskom DNA ishodnog soja umnaža PCR produkt veličine 

1711 pb (slika 13B, C). Kod genotipizacije uspješno konstruiranog mutanta pdr5 ne očekujemo 

umnažanje produkta budući da se početnice ne mogu hibridizirati unutar PDR5 jer je isti 

zamijenjen hph. Drugi set početnica hibridizira se unutar lokusa hph te uzvodno od lokusa 

PDR5 (slika 13B). U tom slučaju, genotipizacijom genomske DNA ishodnog soja ne 

očekujemo umnažanje produkta budući da se reverse početnica veže unutar gena hph kojeg 

kvasac nativno nema u genomu (slika 13C). S druge strane, uspješno konstruirani mutant pdr5 

sadrži gen hph na lokusu PDR5 te u tom slučaju očekujemo umnažanje fragmenta veličine 894 
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pb. Na temelju rezultata genotipizacije s oba seta početnica, potvrđena je uspješna konstrukcija 

mutanta SK1 pdr5.  

 

Slika 13. Delecija gena PDR5 te genotipizacija genomske DNA ishodnog soja (SK1 divlji tip, 

wt) i mutanata pdr5 (SK1 pdr5, 1-4) uz odgovarajuće setove početnica (mjesta hibridizacije 

označena su ljubičastim i žutim strelicama). A) Shematski prikaz zamjene gena PDR5 s 

disrupcijskom kazetom pdr5::hph homolognom rekombinacijom. B) Shematski prikaz 

hibridizacije početnica. Prvi set početnica (ljubičaste strelice) hibridizira se unutar gena PDR5. 

Drugi set početnica (žute strelice) hibridizira se uzvodno od gena PDR5, u genomskoj DNA, 

te unutar gena hph. C) Gel elektroforeza umnoženih PCR produkata odgovarajuće veličine. 

Uzorci: DNA standardi (st) i PCR produkti genotipizacije genomske DNA divljeg tipa i 

mutanata pdr5 (1-4). 

Budući da su laboratorijski sojevi kvasca najčešće haploidi koji ne mogu mijenjati tip 

parenja zbog mutacije u genu koji kodira za endonukleazu HO (engl. homothallic switching 

endonuclease, HO), za diploidizaciju takvih sojeva potrebna je transformacija s plazmidom s 

kojeg se eksprimira gen HO (pHO). Takav plazmid prethodno je transformiran u E.coli te 

pohranjen u obliku trajne kulture. U svrhu izolacije pHO, bakterijske stanice su nacijepljene u 

LB hranjiviji medij s dodatkom ampicilina. Iz uzorka E. coli kulture plazmid je zatim izoliran 

miniprep metodom (Poglavlje 3.2.7.), a uspješnost izolacije plazmida provjerena je 

elektroforezom u 0,8 % gelu (slika 14A). Sljedeći protokol diploidizacije i selekcije opisan je 

na  primjeru konstrukcije diploidnih stanica divljeg tipa, međutim, ekvivalentno je proveden 

za diploidizaciju i selekciju mutanta pdr5. Detaljniji opis diploidizacije i selekcije nalazi se u 
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poglavlju 3.2.8. Ukratko, izolirani plazmid pHO koji sadrži marker gen URA3 transformiran je 

u haploidne stanice ishodnog soja divljeg tipa, nakon čega je provedena selekcija 

transformiranih stanica na hranjivoj podlozi bez uracila. Slijedilo je precjepljivanje stanica na 

podlogu koja sadrži 5-FOA kako bi se provela selekcija stanica koje su izbacile plazmid, budući 

da je za diploidizaciju sojeva bila poželjna samo kratkotrajna ekspresija endonukleaze HO. 

Naime, stanice koje nisu izbacile plazmid ne mogu rasti na podlozi s 5-FOA jer sadrže i marker 

gen plazmida URA3 koji kodira za orotidin-5′-fosfat dekarboksilazu, enzim koji katalizira 

pretvorbu 5-FOA u toksični produkt fluorouracil (Boeke i sur., 1987). Uspješnost diploidizacije 

potvrđena je inkubacijom na krutoj YPD podlozi, na kojoj su, u skladu s očekivanim, diploidne 

stanice većeg volumena i izduženije morfologije od haploidnih (slika 14B). Također, 

sposobnost sporulacije provjerena je inkubacijom konstruiranih diploida na krutoj SPO podlozi 

(engl. sporulation media). Nakon pet dana inkubacije, diploidne stanice divljeg tipa 

vizualizirane su svjetlosnim mikroskopom, pri čemu je vidljivo kako diploidni soj, za razliku 

od haploidnog, uspješno sporulira (slika 14B). Jednaki rezultati dobiveni su i za konstruirani 

soj pdr5 a/α. 

 

Slika 14. Diploidizacija SK1 wt a/α. A) Gel elektroforeza izoliranog plazmida pHO. Uzorci: 

DNA standardi (st) te plazmid pHO. B) Fenotip haploidnih i diploidnih stanica divljeg tipa na 

YPD i SPO podlozi vizualiziran je svjetlosnim mikroskopom. Spore su označene strelicama. 
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4.2.2. Inhibicija proteasoma rezultira održanom razinom Rrp6 tijekom mejoze i sporulacije 

 

Kako bi se provjerio utjecaj proteasoma na razinu Rrp6 tijekom mejoze, uspješno 

konstruirani a/α soj pdr5, permeabilan za inhibitor proteasoma (MG132), uzgojen je u uvjetima 

mejoze i sporulacije kao što je opisano u poglavlju 4.1.3. Stanice se uzgajaju u YPD, YPA te 

potom SPII podlozi sa ili bez dodanog MG132. U svrhu provjere fenotipa stanica nakon 24 

sata uzgoja u SPII sa ili bez MG132, stanice su vizualizirane svjetlosnim mikroskopom. U oba 

uvjeta uzgoja, prisutan je velik broja karakterističnih askusa spora (slika 15A). Kako bi se 

dobio uvid u razinu proteina Rrp6, izuzimani su uzorci kulture u određenim točkama uzgoja 

(YPD, YPA, SPII: 2, 4, 6, 8, 24 h) s kojima je zatim provedena izolacija ukupnih proteina. 

Izolirani proteinski ekstrakti podvrgnuti su imunoblot analizi za određivanje razine proteina 

Rrp6. Rezultati, dobiveni usporedbom sa stanicama koje su sporulirale bez prisutnosti MG132, 

su pokazali kako se Rrp6 kod stanica uzgojenih s MG132 mogao detektirati i u kasnijim satima 

mejoze (slika 15B). Moguće je da se nešto slabiji učinak stabilizacije u odnosu na onaj 

postignut mutacijom ∆db može pripisati slabijoj permeabilnosti stanica za MG132 u 

sporulacijskim uvjetima uzgoja. Budući da u uvjetima u kojima je proteasom inhibiran dolazi 

do stabilizacije Rrp6, može se zaključiti kako je Rrp6 supstrat proteasoma tijekom mejoze. 

Sumarno, degradacija proteina Rrp6 tijekom mejoze i sporulacije odvija se putem ubikvitin-

proteasom puta, odnosno ubikvitinacijom APC/C kompleksom te finalno degradacijom 

proteasomom.  
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Slika 15. Analiza fenotipa sporulacije te razine proteina Rrp6 tijekom mejoze SK1 pdr5 a/α  

stanica uzgojenih u SPII podlozi bez ili sa inhibitora MG132. A) Fenotip stanica SK1 pdr5 a/α 

nakon 24 sata uzgoja u SPII podlozi sa ili bez MG132 vizualiziran je svjetlosnim mikroskopom. 

B) Imunoblot analiza proteina Rrp6 i Pgk1 soja SK1 pdr5 a/α prilikom uzgoja u YPD, YPA te 

SPII (2, 4, 6, 8, 24 h) podlozi bez ili sa inhibitora MG132.  

 

4.3. Uloga nekodirajuće RNA MUT1312 u regulaciji razine proteina Rrp6 tijekom 

mejoze i sporulacije  

 

Duge nekodirajuće RNA (engl. long non-coding RNAs, lncRNAs) su transkripti duljine 

veće od 200 parova baza koji ne kodiraju za proteine. Međutim, njihova uloga očituje se u nizu 

različitih regulatornih procesa na transkripcijskoj i posttranskripcijskoj razini. Regulatorne 

lncRNA eksprimiraju se u određenim razvojnim fazama ili kao odgovor na nutritivne ili 

okolišne promjene (Hung i Chang, 2010). Jedan od primjera mehanizama posttranskripcijske 

regulacije dugom nekodirajućom RNA je komplementarno sparivanje antisense RNA s 

mRNA. Sense-antisense hibridizacijom stvara se dvolančana RNA (dsRNA) koja može 

ometati modifikaciju i translaciju mRNA, te njen transport ili zadržavanje u jezgri (Faghihi i 

Wahlestedt, 2009). Iako je za kvasac Saccharomyces cerevisiae poznato da se nekodirajuće 

RNA transkribiraju tijekom mitoze, pri čemu imaju različite regulatorne uloge, ekspresija 

lncRNA u mejozi te njihova mejotička regulatorna uloga nisu dovoljno istražene. U Lardenois 

i sur., pokazano je da postoje nekodirajuće RNA koje se stabiliziraju tijekom mejoze (MUT), 

a inače su degradirane tijekom mitoze egzoribonukleazom Rrp6. Obzirom na stabilizaciju 

MUT transkripata u mejozi, pretpostavka je da sudjeluju u njenoj regulaciji. Analiza 

transkriptoma kvasca S. cerevisiae u sporulacijskim uvjetima ukazala je na moguću regulaciju 

razine ekspresije Rrp6 s nekodirajućom RNA MUT1312, koja nastaje antisense transkripcijom 

na lokusu RRP6 (slika 7). U sporulacijskim uvjetima uzgoja dolazi do pojačane stabilizacije 

MUT1312, koju prati stabilna transkripcija sense/mRNA RRP6. Istovremeni pad razine 

proteina Rrp6 i pojačana ekspresija nekodirajuće RNA MUT1312 sugeriraju da bi antisense 

transkripcija mogla imati ulogu u regulaciji ekspresije Rrp6. U skladu s ovom pretpostavkom, 

preliminarni rezultati sekvenciranja RNA istraživačke grupe M. Primiga (IRSET Inserm, 

Rennes, Francuska) pokazuju formiranje dvolančane RNA RRP6/MUT1312 u stanicama 

kvasca tijekom mejoze. Iako su stanice kvasca evolucijski izgubile mehanizam RNA 

interferencije (RNAi) (Drinnenberg i sur., 2011), u svrhu detekcije dsRNA za ovu analizu je 
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sustav RNAi rekonstruiran u kvascu ekspresijom proteina Dicer i Argonaute (Ago) 

(Drinnenberg i sur., 2009). Endonukleaza Dicer cijepa dvolančanu RNA (dsRNA) u male 

interferirajuće RNA (siRNA) veličine oko 20 nukleotida (Zhang i sur., 2004). Zatim se svaka 

siRNA odmotava u dvije jednolančane RNA, sense i antisense. Protein Argonaute degradira 

sense lanac, a veže antisense lanac kako bi omogućio cijepanje ciljnih transkripata (Liu, 2012; 

Kim i Rossi, 2008). Lanci razgrađeni sustavom RNAi su vrlo kratki te u pravilu nisu prisutni 

u stanicama kvasca S. cerevisiae divljeg tipa koji ne sadrži ovaj sustav. Sukladno tome, 

provođenje metode sekvenciranja kratkih molekula RNA preferencijalno omogućuje detekciju 

ovih transkripata kod soja u kojem je rekonstituiran sustav RNAi te, posljedično, daje 

informaciju o sekvencama molekula RNA koje su se nalazile u strukturi dvolančane RNA. 

Dakle, pojava signala potvrđuje formiranje dsRNA te degradaciju istog RNAi mehanizmom, a 

sekvenciranje takvih RNA daje informaciju o specifičnoj regiji transkripta koji je bio dio 

dsRNA strukture. Rezultati ove analize objedinjeni su u obliku baze podataka koja sadrži 

transkripte kvasca kod kojih dolazi do formiranja dsRNA prilikom uzgoja u YPD i SPII 

(istraživačka grupa M. Primiga, neobjavljeni rezultati). Kod stanica divljeg tipa u YPD i SPII 

podlozi očekivano nije detektiran signal (slika 16, wt YPD, SPII 8 h). Međutim, kod stanica s 

eksprimiranim proteinima Dicer i Argonaute (DA) pojavljuje se signal na regiji na kojoj se 

RRP6 preklapa s MUT1312 (slika 16, DA YPD, SPII 8 h). Signal detekcije dsRNA još jače je 

izražen kod uzgoja u SPII podlozi, što je u skladu s očekivanjima budući da se MUT transkripti 

akumuliraju u mejozi i sporulaciji (Lardenois i sur., 2011). Rezultati analize na slici 16 

pokazuju formiranje dsRNA u regiji RRP6-MUT1312, a time sugeriraju i potencijalni 

mehanizam inhibicije sinteze proteina Rrp6 pomoću antisense RNA.  
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Slika 16. Analiza formiranja dsRNA u stanicama divljeg tipa kvasca Saccharomyces cerevisiae 

i istovjetnim stanicama s eksprimiranim proteinima Dicer i Argonaute (DA) prilikom uzgoja u 

YPD i SPII (8 h) podlozi (prilagođeno prema Primig, 2019) 

U svrhu ispitivanja utjecaja antisense transkripta MUT1312 na ekspresiju Rrp6 tijekom 

mejoze, odabran je pristup inaktivacije njegove transkripcije, kako bi se ispitalo hoće li u tim 

uvjetima doći do pojačane razine ekspresije Rrp6 tijekom mejoze. Budući da se MUT1312 

velikim dijelom preklapa s kodirajućom regijom gena RRP6, nije bilo moguće deletirati cijelu 

regiju MUT1312 bez da se izravno utječe na ekspresiju RRP6. Nizvodno od gena RRP6 se 

nalazi gen ALG6 (slika 7). Budući da su bidirekcionalni promotori česti kod kvasca (Xu i sur., 

2009), postoji mogućnost da ALG6 i MUT1312 dijele bidirekcionalnu promotorsku regiju. Gen 

ALG6 kodira za protein ključan za pravilno odvijanje početnih koraka glikozilacije, 

esencijalnog procesa stanica, zbog čega bi delecija ili mutacija promotorske regije ALG6 mogla 

rezultirati štetnim promjenama i utjecati na fenotip mutanta. Sukladno tome, odabrana je 

strategija za blokiranje transkripcije MUT1312 u kojoj se nakon STOP kodona ORF-a RRP6 

ugrađuje marker gen hph, koji bi kao razmaknica imao ulogu sprječavanja transkripcije 

MUT1312 preko ORF-a RRP6 (slika 17A).  

 

Slika 17. Konstrukcija soja SK1 MUT1312block. A) Shematski prikaz ugradnje hph kazete 

homolognom rekombinacijom u svrhu konstrukcije soja s blokiranom transkripcijom 

nekodirajuće RNA MUT1312. Kazeta se homolognom rekombinacijom ugrađuje u regiju gena 

RRP6 nakon STOP kodona. Nizvodno od RRP6 i MUT1312 nalazi se gen ALG6. B) Gel 

elektroforeza PCR reakcijom umnožene kazete hph veličine 2042 pb. Uzorci: DNA standardi 

(st) te PCR produkt (kazeta hph).  
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4.3.1. Konstrukcija soja SK1 MUT1312 a/α 

 

Za konstrukciju diploidnog mutanta MUT1312block (SK1 MUT1312block a/α), 

MUT1312block mutacija prvo se uvodi u haploidne stanice divljeg tipa (SK1 wt), a konstruirani 

mutant zatim se diploidizira. Za konstrukciju haploidnog mutanta korištena je kazeta koja nosi 

marker gen hph. Kazeta se homolognom rekombinacijom ugrađuje u genom kvasca nakon 

STOP kodona u ORF-u RRP6 tako da blokira transkripciju MUT1312 (slika 17A). Također, 

kazeta je prethodno umnožena PCR reakcijom, a dobiveni produkt reakcije provjeren gel 

elektroforezom, pri čemu je veličina produkta u skladu s očekivanom (2042 pb) (slika 17B). 

Umnožena kazeta hph transformirana je u haploidne stanice kvasca divljeg tipa koje su zatim 

selekcionirane na krutoj hranjivoj podlozi u kojoj je dodan antibiotik higromicin, a uspješnost 

ugradnje na odgovarajuće mjesto u genomu provjerava se genotipizacijom. Genotipizaciji 

prethodi izolacija genomske DNA iz šest različitih kolonija mutanta MUT1312block i jedne 

kolonije ishodnog soja (divlji tip, wt). Uspješnost umnažanja PCR produkata, čija veličina ovisi 

o genotipu stanice, analizira se gel elektroforezom. Prvi set početnica (ljubičaste strelice) 

hibridizira se unutar lokusa RRP6 te unutar lokusa hph, čime se s genomskom DNA uspješno 

konstruiranog mutanta MUT1312 očekuje veličina produkta 1789 pb (slika 18A, B). 

Genotipizacijom genomske DNA ishodnog soja ne očekuje se umnažanje produkta budući da 

se reverse početnica hibridizira unutar lokusa hph kojeg kvasac nativno nema u genomu (slika 

18A, B). Drugi set početnica (žute strelice) hibridizira se unutar ORF-a RRP6 te u regiji 

nizvodno od ORF-a RRP6, zbog čega se genotipizacijom genomske DNA mutanta 

MUT1312block očekuje umnažanje produkta veličine 2373 pb. Dobiveni PCR produkt sadrži 

dio lokusa RRP6, lokus hph te dio genomske DNA (slika 18A, B). Genotipizacijom genomske 

DNA ishodnog soja također očekujemo umnažanje produkta, međutim, nastali produkt znatno 

je manje veličine (423 pb), budući da ishodnom soju nedostaje gen hph (slika 18B).  

Genotipizacijom genomske DNA mutanta MUT1312block (broj 2) drugim setom početnica 

pojavljuje se i produkt ekvivalentan veličini produkta divljeg tipa, najvjerojatnije jer je u 

stanicama tog mutanta došlo do duplikacije kromosoma. Na temelju ostalih rezultata 

genotipizacije s oba seta početnica, može se zaključiti da je konstrukcija mutanta 

MUT1312block uspješna. Haploidni divlji tip i mutant MUT1312block zatim su diploidizirani 

kao što je opisano u poglavlju 4.2.1.   
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Slika 18. Genotipizacija genomske DNA ishodnog soja (wt) te stanica s blokiranom 

transkripcijom MUT1312 (SK1 MUT1312block) uz odgovarajuće setove početnica (mjesta 

hibridizacije označena su ljubičastim i žutim strelicama). A) Shematski prikaz mjesta 

hibridizacije dva seta početnica. Prvi set početnica (ljubičaste strelice) hibridizira se unutar 

gena RRP6 te unutar gena hph. Drugi set početnica (žute strelice) hibridizira se u regijama 

uzvodno i nizvodno od STOP kodona RRP6. B) Gel elektroforeza umnoženih PCR produkata 

odgovarajuće veličine. Uzorci: DNA standardi (st) i PCR produkti (wt, MUT1312block 1-6). 

 

4.3.2. U soju SK1 MUT1312 a/α ne dolazi do uspješnog blokiranja transkripcije MUT1312  

 

U svrhu provjere uspješnosti konstrukcije diploidnog soja koji ima blokiranu 

transkripciju MUT1312, napravljen je RT-qPCR. Diploidne stanice divljeg tipa te diploidni 

mutanti MUT1312block uzgojeni su u sporulacijskim uvjetima kao što je opisano u poglavlju 

4.1.3. Stanice se uzgajaju u YPD, YPA te SPII podlozi. U 5. i 24. satu uzgoja u SPII, iz stanica 

je izolirana ukupna RNA metodom s vrućim fenolom (Poglavlje 3.2.15.). Izolacija se radila u 

biološkim triplikatima. Izolirana RNA zatim je obrađena DNazom u svrhu uklanjanja zaostale 

genomske DNA. Uspješnost tretmana DNazom i integritet izolirane RNA provjereni su gel 

elektroforezom u 1 % agaroznom gelu. Za razliku od uzoraka prije tretmana DNazom (-

DNaza), uzorci nakon tretmana (+DNaza) nemaju zaostalu genomsku DNA. Nadalje, 

razlučivost različitih vrsta staničnih RNA (28S rRNA, 18S rRNA, 5,8S i 5S rRNA te mRNA) 

na gelu te nedostatak degradacije RNA, potvrđuju uspješno pročišćavanje uzoraka (slika 19A). 
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S pročišćenom RNA zatim je napravljena reverzna transkripcija (RT) sa specifičnim 

početnicama za transkribirani lanac. U takvim uzorcima dolazi do sinteze samo cDNA koja je 

kao kalup koristila transkript MUT1312. Korištene su i specifične početnice za mRNA ACT1 

(engl. actin) koja je konstitutivno eksprimirana jer kodira za strukturni protein aktin koji 

sudjeluje u izgradnji citoskeleta stanice te se zbog toga koristi za normalizaciju razine 

transkripta MUT1312. Produkti reverzne transkripcije kvantificirani su kvantitativnim PCR-

om (qPCR) uz odgovarajuće početnice. Rezultati kvantifikacije pokazali su kako je prisutna 

razina cDNA MUT1312 kod mutanta SK1 MUT1312block a/α slična detektiranoj razini cDNA 

MUT1312 kod SK1 wt stanica (slika 19B). Dakle, kod mutanta MUT1312block i dalje dolazi 

do transkripcije MUT1312, odnosno blokiranje transkripcije ovom strategijom nije bilo 

uspješno. Unatoč tome što je u transkriptomskim analizama mjesto početka transkripcije 

MUT1312 mapirano nizvodno od ORF-a RRP6 (slika 7), regije iz kojih inicira transkripcija 

nekodirajućih RNA često su slabo definirane i ovise o permisivnoj strukturi kromatina na 

određenoj regiji više nego o definiranim promotorskim sekvencama. Sukladno rezultatima 

ovog rada, moguće je da transkripcija MUT1312 može inicirati i unutar 3′ kraja ORF-a RRP6, 

zbog čega bi bilo nužno primijeniti drugačiju strategiju da se blokira njena transkripcija.  
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Slika 19. Provjera uspješnosti izolacije ukupne RNA te blokiranja transkripcije MUT1312. A) 

Agarozna gel elektroforeza ukupne RNA sojeva SK1 wt i SK1 MUT1312block a/α iz petog 

sata uzgoja u SPII podlozi. Uzorci: RNA ekstrakti prije i poslije tretmana DNAazom (- 

DNAaza, + DNAaza). Označeni su položaji genomske DNA i stanične RNA (28S rRNA, 18S 

rRNA, 5,8S i 5S rRNA te mRNA). B) Razina transkripta MUT1312 u 5. i 24. satu mejoze 

kvantificirana RT-qPCR metodom te normalizirana prema ACT1. 

U svrhu ispitivanja razine proteina Rrp6, mutant MUT1312block a/α uzgojen je u 

uvjetima mejoze i sporulacije kao što je opisano u poglavlju 4.1.3. Stanice se uzgajaju u YPD, 

YPA te potom SPII podlozi. Provjerom fenotipa spora nakon prekonoćne inkubacije u SPII (24 

h) vidljivo je da dolazi do formiranja velikog broja askusa karakteristične morfologije (slika 

20A). Također, u određenim točkama uzgoja (YPD, YPA, SPII: 2, 4, 6, 8, 24 h) izuzimani su 

uzorci kulture s kojima je zatim provedena izolacija ukupnih proteina. Izolirani proteinski 

ekstrakti podvrgnuti su imunoblot analizi za određivanje razine proteina Rrp6. U skladu s 

očekivanim, razina proteina Rrp6 smanjuje se te nestaje ulaskom u mejozu (slika 20B). Analiza 

razine proteina Rrp6 te mogućnosti sporulacije napravljene su u svrhu dodatne provjere 

stabilizacije Rrp6 kod mutanta MUT1312block a/α. Budući da blokiranje transkripcije 

MUT1312 nije bilo uspješno, na temelju ovih eksperimenata nije moguće zaključiti potencijalni 

utjecaj nekodirajuće RNA MUT1312 na razinu proteina Rrp6 tijekom mejoze.  
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Slika 20. Analiza fenotipa sporulacije te razine proteina Rrp6 tijekom mejoze soja SK1 

MUT1312block a/α. A) Fenotip stanica SK1 MUT1312block a/α vizualiziran je svjetlosnim 

mikroskopom na početku i kraju uzgoja u SPII podlozi (0 i 24 h). B) Imunoblot analiza razine 

proteina Rrp6 i Pgk1 soja SK1 MUT1312block a/α prilikom uzgoja u YPD, YPA te SPII (2, 4, 

6, 8, 24 h) podlozi. 

 

4.4. Utjecaj prekomjerne ekspresije Rrp6 na tijek mejoze i sporulacije 

 

Protein Rrp6 esencijalan je za mejozu i sporulaciju kvasca S. cerevisiae (Lardenois i 

sur., 2011). Međutim, utvrđeno je da se razina proteina Rrp6 stanica kvasca divljeg tipa 

smanjuje tijekom mejoze te da takve stanice uspješno prolaze kroz mejozu i sporulaciju. U 

svrhu ispitivanja fiziološke važnosti mejotičkog pada razine Rrp6, odabran je pristup u kojemu 

se postiže konstitutivna ekspresija Rrp6 u mejozi. U tu je svrhu korišten prethodno konstruirani 

soj u kojemu dolazi do konstitutivne ekspresije RRP6 budući da je nativni promotor gena RRP6 

zamijenjen jakim konstitutivnim promotorom TEF1 (SK1 TEF1-RRP6). U svrhu provjere 

razine proteina Rrp6 kod mutanta TEF1-RRP6, stanice divljeg tipa i stanice s prekomjernom 

ekspresijom RRP6 uzgajaju se u uvjetima mejoze i sporulacije kao što je opisano u poglavlju 

4.1.3. Stanice se uzgajaju u YPD, YPA te potom SPII podlozi. U svrhu provjere fenotipa spora 

nakon 24 sata uzgoja u SPII, stanice su vizualizirane svjetlosnim mikroskopom. Usporedbom 

sa stanicama divljeg tipa, vidljivo je da mutanti TEF1-RRP6 također formiraju veliki broj 

askusa karakteristične morfologije (slika 21A). Također, u određenim točkama uzgoja (YPD, 

YPA, SPII: 2, 4, 6, 8, 24 h) izuzimani su uzorci kulture s kojima je zatim provedena izolacija 

ukupnih proteina. Izolirani proteinski ekstrakti podvrgnuti su imunoblot analizi za određivanje 

razine proteina Rrp6. Rezultati su pokazali kako prekomjerna ekspresija Rrp6 održava razinu 

Rrp6 stalnom i visokom u svim satima mejoze, odnosno da je ostvarena potpuna stabilizacija 

proteina Rrp6 (slika 21B).  
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Slika 21. Analiza fenotipa sporulacije te razine proteina Rrp6 tijekom mejoze stanica divljeg 

tipa i stanica s prekomjernom ekspresijom gena RRP6. A) Fenotip stanica SK1 wt te SK1 

TEF1-RRP6 a/α vizualiziran je svjetlosnim mikroskopom na početku i kraju uzgoja u SPII 

podlozi (0 i 24 h). B) Imunoblot analiza razine proteina Rrp6 i Pgk1 soja SK1 wt i SK1 TEF1-

RRP6 a/α prilikom uzgoja u YPD, YPA te SPII (2, 4, 6, 8, 24 h) podlogama. 

Nakon što je potvrđena prekomjerna ekspresija RRP6, te je pokazano da je protein Rrp6 

prisutan tijekom cijele mejoze, sljedeći korak bio je ispitati kako stalna prisutnost Rrp6 u 

mejozi utječe na kinetiku prolaska kroz njene faze. U svrhu uvida u tijek i efikasnost 

sporulacije, stanice divljeg tipa te mutanta TEF1-RRP6 uzgojene su pri sporulacijskim 

uvjetima kao što je opisano u poglavlju 4.1.3. Uzorci kulture izuzimani su iz SPII podloge u 

5., 6., 7., 8., 9., 10. i 24. satu te fiksirani i čuvani u 70 % etanolu. Kako bi se odredila faza 

mejoze u kojoj se stanice nalaze, stanice su bojane DAPI bojilom. DAPI bojilo (4'-6-diamidino-

2-fenilindol) često se koristi u fluorescentnoj mikroskopiji za bojenje kromosoma i jezgre zbog 

svoje visoke specifičnosti za vezanje na AT regije DNA (Karg i Golic, 2017). Obojane jezgre 

promatrane su fluorescentnim optičkim mikroskopom s DAPI filterom. Faza mejoze određena 

je prema broju obojanih jezgara: stanice s dvije, tri ili četiri jezgre pribrojene su stanicama koje 

su prošle kroz MI fazu mejoze, a s tri ili četiri onima koje su prošle kroz MII fazu mejoze. 

Analiza broja jezgara stanica napravljena je s dvije paralele za svaki navedeni sat mejoze. 

Rezultati su pokazali kako je zadržavanje razine proteina Rrp6 tijekom cijele mejoze imalo 

negativan učinak na tijek sporulacije, odnosno TEF1-RRP6 mutant sporije prolazi kroz faze 

mejoze (slika 22A). Međutim, zakašnjeli efekt prolaza kroz faze mejoze nije značajno utjecao 

na finalnu, odnosno prekonoćnu razinu sporulacije (slika 22A, 24 h). Reprezentativni prikaz 
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razlike u broju jezgara divljeg tipa i mutanta TEF1-RRP6 pokazan je na slici 22B, gdje je 

vidljivo kako stanice divljeg tipa u osmom satu SPII uzgoja pretežito sadrže tri do četiri jezgre, 

a stanice mutanta TEF1-RRP6 sadrže jednu do dvije jezgre. Budući da prisutnost proteina Rrp6 

tijekom cijele mejoze uzrokuje negativne promjene u efikasnosti odvijanja faza, može se 

zaključiti kako je kontrolirano smanjenje razine proteina Rrp6 u stanicama divljeg tipa u mejozi 

fiziološki bitno.  

 

Slika 22.  Ispitivanje efikasnosti sporulacije divljeg tipa te stanica kvasca s prekomjernom 

ekspresijom gena RRP6. A) Tijek mejoze divljeg tipa (SK1 wt) i mutanta TEF1-RRP6 (SK1 

TEF1-RRP6) prati se u 5., 6., 7., 8., 9., 10. i 24. satu prema prolasku stanica kroz mejozu I (MI) 

i mejozu II (MII). Kriterij određivanja faze mejoze je broj jezgara koje stanica ima u određenom 

satu: stanice s dvije, tri ili četiri jezgre pribrojene su MI, a s tri ili četiri MII fazi mejoze. Na x-

osi prikazano je vrijeme uzgoja u SPII, a na y-osi prikazan je postotak stanica unutar populacije 

koje su završile određenu fazu mejoze. B) Reprezentativni primjer razlike u broju jezgara 

stanica divljeg tipa te mutanta TEF1-RRP6 vizualiziranih fluorescentnim optičkim 

mikroskopom u osmom satu uzgoja u SPII.   
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Eksperimentima u ovom radu potvrđeno je kako razina proteina Rrp6 tijekom mejoze 

pada, a po prvi put je pokazano kako u toj regulaciji sudjeluju APC/C kompleks te proteasom. 

Relevantan primjer za regulaciju sličnim proteolitičkim mehanizmom tijekom mejoze kvasca 

je protein Ume6. Ume6 je transkripcijski faktor koji u vegetativnim uvjetima reprimira 

transkripciju ranih gena mejoze. Njegovom degradacijom, odnosno dvostrukom regulacijom 

APC/C kompleksom te proteinom Ime1, sprječava se represija ranih mejotičkih gena te time 

omogućuje ulaz u mejozu (Mallory i sur., 2007). Sličnost u regulaciji Ume6 i Rrp6 očituje se 

u važnosti njihove prisutnosti prije ulaska u mejozu, budući da stanice mutanata ume6∆ i rrp6∆ 

ne sporuliraju, te degradaciji ovih proteina APC/C kompleksom i proteasomom ulaskom u 

mejozu. Također, razine oba proteina regulirane su prijelazom s fermentacijskih (YPD) na 

respirativne uvjete (YPA) uzgoja, pri čemu se već drastično smanjuju. Mutacijom jednog od 

tri potencijalna D-box motiva Ume6, koje APC/C prepoznaje i označuje ubikvitinom, 

postignuta je stabilizacija Ume6 u respiracijskim uvjetima (Mallory i sur., 2007). Suprotno 

tome, mutacija jednog od šest potencijalnih D-box motiva (RHSL→AHSA) ne stabilizira Rrp6 

u respiracijskim uvjetima. Moguće je da APC/C u respiracijskim uvjetima odabire jedan ili 

više D-box motiva Rrp6, odnosno da RHSL motiv možda nije meta APC/C kompleksa u 

respiracijskim uvjetima. Sukladno tome, prepoznavanje Rrp6 od strane APC/C pri 

respirativnim uvjetima konkluzivno bi se moglo ispitati mutacijom svih APC/C motiva. U 

uvjetima snižene temperature je nedavno mutacijom tri motiva za sumoilaciju EXOSC10 

(homolog Rrp6 sisavaca) pokazana značajna stabilizacija EXOSC10, čime je pokazana uloga 

ove modifikacije u regulaciji njegove ekspresije (Knight i sur., 2016). Također, obzirom na 

razlike u specifičnim ulogama Ume6 i Rrp6 (transkripcijski faktor i ribonukleaza), moguće je 

da Ume6 i Rrp6 ne dijele u potpunosti isti mehanizam regulacije. Iako su uloge Ume6 u mejozi 

većinom jasne, nije poznato zašto se nakon 24 sata uzgoja u SPII razina Ume6 ponovo 

stabilizira (Mallory i sur., 2007). Za razliku od toga, Rrp6 se ne stabilizira niti u kasnim fazama 

mejoze. Nadalje, kod Ume6 je pokazana dvostruka regulacija, odnosno osim APC/C 

kompleksom, za potpunu degradaciju tijekom mejoze potreban je i protein Ime1, za koji se 

pretpostavlja da stimulira dodatnu degradaciju APC/C kompleksom (Cooper i Strich, 2011). 

Sukladno tome, moguća je dodatna regulacija Rrp6 nekim drugim mehanizmom, kako tijekom 

mejoze, tako i u respirativnim uvjetima rasta.  

Mogući dodatni mejotički mehanizam regulacije ekspresije Rrp6 je regulacija 

nekodirajućom RNA. Rrp6 je egzoribonukleaza koja za vrijeme vegetativnih uvjeta razgrađuje 

MUT transkripte (Lardenois i sur., 2011). Tijekom mejoze, kada se smanjuje razina proteina 
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Rrp6, antisense transkript MUT1312 se stabilizira (slika 7). Istovremeni pad razine proteina 

Rrp6, a održana razina mRNA RRP6 i stabilizacija MUT1312, sugeriraju potencijalni 

antisense-sense mehanizam regulacije. Međutim, iako ovakvi antisense-sense primjeri nisu 

temeljito istraženi u kvascu, inhibicija translacije antisense transkriptom pokazana je na 

primjeru transkripta antigena za sazrijevanja humanih B stanica (BCMA). U tom je radu 

pokazano kako prekomjerna ekspresija antisense RNA smanjuje razinu proteina, ali ne i razinu 

odgovarajuće mRNA (Hatzoglou i sur., 2002). U prilog takve regulacije Rrp6 u kvascu 

Saccharomyces cerevisiae govori i analiza formiranja dvolančane RNA (dsRNA) tijekom 

mejoze kvasca. Naime, formiranje dsRNA moglo biti ometati modifikacije, translaciju i 

transport mRNA, a navedena analiza pokazala je prisutnost dsRNA u regiji genoma kvasca s 

koje su transkribirani RRP6-MUT1312. Iz tog razloga, u ovome radu odabrana je strategija 

blokiranja transkripcije MUT1312. Međutim, blokiranje transkripcije nije bilo uspješno te zbog 

toga nije mogla biti ispitana mejotička uloga MUT1312. Nekodirajuće RNA, za razliku od gena 

koji kodiraju za proteine, nemaju precizno definirane promotorske regije, zbog čega je 

inaktivacija istih izazovna te često neuspješna, pogotovo u slučaju antisense RNA koje se 

transkribiraju kroz kodirajuću regiju gena. Za inaktivaciju transkripcije MUT1312 možda bi 

bila primjenjiva metoda CRISPR interferencije (CRISPRi), u kojoj se katalitički-inaktivna 

Cas9 putem guide RNA usmjerava na određenu regiju genoma, pri čemu ometa transkripciju s 

jednog lanca DNA (Qi i sur., 2013). 

Poznato je da stanice kojima u potpunosti nedostaje Rrp6 (rrp6∆) ne mogu započeti 

premejotičku replikaciju DNA, a dio stanica koji uspijeva, s jako niskom efikasnosti prolazi 

kroz sve faze mejoze (Lardenois i sur., 2011). Međutim, zanimljivo je da se, unatoč tome što 

je Rrp6 esencijalan za mejozu i sporulaciju, pad u razini proteina Rrp6 tijekom mejoze pokazao 

fiziološki bitnim. U rezultatima ovog rada pokazano je da prekomjerna ekspresija Rrp6 te 

njegova prisutnost tijekom cijele mejoze usporavaju sam tijek te efikasnost prolaska kroz 

mejotičke faze. Iz toga proizlazi da je prisutnost Rrp6 iznimno bitna prilikom ulaza u mejozu, 

ali je isto tako važna i njegova postepena degradacija nakon ulaza u mejozu. Budući da je 

utvrđeno da je nedostatak Rrp6 uzrok akumulacije MUT transkripata, moguće je da stalna 

ekspresija Rrp6 na ulazu u mejozu sprječava njihovu akumulaciju, a time i narušava ispravnu 

regulaciju mejoze, što se manifestira kroz narušen tijek i kinetiku prolaska kroz mejotičke faze. 

Međutim, moguće je da degradacija Rrp6 pri ulasku u mejozu ima i još neotkrivene, MUT-

neovisne uloge.  Prema Frenk i sur. 2014, prekomjena ekspresija proteina Rrp6 tijekom mejoze 

ne utječe na akumulaciju dva ispitana MUT transkripta. Međutim, nije nužno da prekomjerna 



60  

ekspresija Rrp6 daje funkcionalan Rrp6, odnosno moguće je da Rrp6 jedino u kompleksu s 

egzosomom sudjeluje u degradaciji MUT transkripata. Sukladno tome, potrebna su daljnja 

istraživanja kojima će se dobiti detaljniji uvid u ulogu Rrp6, ali i ostatka RNA egzosoma te 

njihovih RNA supstrata, u mejozi i sporulaciji. Sumarno, na temelju opisane važnosti 

prisutnosti proteina Rrp6 prije mejoze te degradaciji Rrp6 ulazom u mejozu, može se zaključiti 

kako ekspresiju Rrp6 karakterizira ekstenzivna regulacija tijekom mejoze kvasca. Također, 

Rrp6 sisavaca intenzivno se istražuje posljednjih godina te se, u skladu s rezultatima ovog rada, 

naglašava važnost njegove mejotičke uloge. Pokazano je da aktivnost te regulacija Rrp6, 

odnosno EXOSC10 kod sisavaca, nužna za pravilno odvijanje spermatogeneze, oogeneze i rane 

embriogeneze (Petit i sur., 2022; Wu i Dean, 2020; Jamin i sur., 2017). 
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5. ZAKLJUČCI 

 

1. Razina proteina Rrp6 smanjuje se tijekom mejoze i sporulacije stanica kvasca S. cerevisiae. 

2. Proteinska sekvenca Rrp6 sadrži šest potencijalnih D-box motiva APC/C kompleksa. Četiri 

motiva (RDYL, RENL, RHSL, RNKL) nalaze se u egzoribonukleaznoj katalitičkoj domeni, a 

dva motiva u HRDC domeni (REVL, RDAL), pri čemu je RHSL motiv evolucijski 

najočuvaniji.  

3. Pad razine proteina Rrp6 tijekom mejoze zahtijeva prepoznavanje RHSL motiva APC/C 

kompleksom, što upućuje na proteolitički mehanizam regulacije razine proteina Rrp6 tijekom 

mejoze i sporulacije.  

4. Prepoznavanje RHSL motiva APC/C kompleksom nije ključno za pad razine proteina Rrp6 

tijekom prijelaza s fermentacijskih na respirativne uvjete uzgoja. 

5. Inhibicija proteasoma stabilizira razinu proteina Rrp6 tijekom mejoze, što potvrđuje 

proteolitičku regulaciju APC/C kompleksom i proteasomom.  

6. Prekomjerna ekspresija Rrp6 održava razinu Rrp6 stalnom i visokom u svim satima mejoze. 

Kontrolirano smanjenje razine Rrp6 tijekom mejoze fiziološki je važno te esencijalno za 

pravilno odvijanje mejotičkih faza budući da potpuna stabilizacija Rrp6 ima negativan učinak 

na tijek mejoze i sporulacije. 
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