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1.UvOD



Kvasac Saccharomyces cerevisiae pripada carstvu Fungi s ostalim vi$estani¢nim organizmima
poput plijesni i visih gljiva. Njegov genom je prvi eukariotski sekvencionirani genom pa sluzi
kao modelni organizam te se koristi za konstrukciju razli¢itih mutanata koji se, osim u
tradicionalne upotrebe u pekarstvu, pivarstvu te vinarstvu, upotrebljavaju i u razne
biotehnoloske, medicinske 1 druge svrhe. Osim toga, ima visoku ucinkovitost fermentacije,
brzog rasta i koriStenja Secera, aktivan je u kiselom okruZenju te je tolerantan na visoke
koncentracije etanola i na niske koncentracije kisika. Saccharomyces cerevisiae ima stani¢nu
stijenku gradenu od dva funkcionalno i strukturno razli¢ita sloja. Stani¢na stijenka ¢ini gotovo
30% suhe tvari stanice te kvascima omogucuje prezivljavanje u stresnim uvjetima, daje mu
¢vrstocu i odreduje oblik. Unutarnji sloj graden je od polimera 3-1,3-glukana i -1,6-glukana
(polimeri glukoze) te hitina (polimer N-acetilglukozamina) koji osiguravaju osmotsku i
mehanicku stabilnost (Mrsa i sur.,1997). Vanjski je sloj uglavnom graden od manoproteina koji
zauzimaju 35% suhe tvari stanicne stijenke, a u stijenku se mogu vezati kovalentnim ili

nekovalentnim interakcijama.

Scw4 je protein stanine stijenke koji se u stijenku veze i kovalentnim i nekovalentnim
interakcijama, medutim, jo$ uvijek nije poznato koji dio gena SCW4 kodira za regiju koja mu
omogucuje kovalentno povezivanje. Da bi se to moglo ispitati, u prijaSnjem su radu, metodama
,megapocetnice* i ,,overlap extension, pomo¢u PCR-a uvedene mutacije. Deletiran je dio gena
SCW4 koji kodira za prvih 176 aminokiselinskih ostataka na N-terminalnom dijelu proteina
(tzv. 4176 SCW4) odnosno dio gena koji kodira za 16 aminokiselinskih ostataka u sredi$njem
dijelu proteina (tzv. 4V SCWA4) jer bi te regije, radi sli¢nosti s prouc¢enim Pir4 proteinom, mogle

biti zasluzne za kovalentno povezivanje.

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj prethodno unesenih mutacija na kovalentno povezivanje
Scw4 proteina u stani¢nu stijenku kao i utjecaj pH na vezanje i procesiranje mutiranih oblika

Scw4 proteina.
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2. TEORIJSKI DIO



2.1. Grada stani¢ne stijenke kvasca Saccharomyces cerevisiae

Stani¢na stijenka kvasca Saccharomyces cerevisiae je kompleksna dinami¢na struktura ¢ija je
uloga odredivanje oblika, osiguravanje ¢vrstoe stanice te prezivljavanje stanica u stresnim
uvjetima. Cine ju dva funkcionalno i strukturalno razli¢ita sloja od kojih je vanjski sloj graden
od manoproteina (35%) ¢ija uloga nije jo§ potpuno razjasnjena, ali se pretpostavlja da sudjeluju
u pregradnjama stijenke tijekom stani¢nog ciklusa, odreduju povrSinska svojstva stanice kvasca
te ogranicavaju propusnost stijenke za molekule iz okoline. Osim toga, neki od manoproteina
su i adhezini, proteini bitni za kontakt izmedu stanica tijekom formiranja biofilma (Reynolds i
Fink 2001.; Douglas i sur., 2007.).

Unutarnji je sloj stani¢ne stijenke graden od polisaharida -1,3-glukana (50%) i p-1,6-glukana
(5%) te hitina (1-2%) koji odreduju oblik stanice te pruzaju osmotsku i mehanicku stabilnost
(Mrsa i sur., 1997.).
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Slika 1. Komponente stani¢ne stijenke kvasca Saccharomyces cerevisiae

(http://www.nature.com, pristupljeno 12.05.2016.)
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2.1.1. Polisaharidi stani¢ne stijenke

Polisaharidi stani¢ne stijenke kvasca Saccharomyces cerevisiae su polimeri B-1,3-glukan,
B-1,6-glukan (polimeri glukoze) i hitin (polimer N-acetilglukozamina) koji odreduju oblik
stanice i osiguravaju njenu mehanicku ¢vrstocu i osmotsku stabilnost, te manan (polimer
manoze) koji ¢ini ugljikohidratni dio manoproteina stijenke te ogranic¢ava njenu propusnost za

molekule iz periplazmatskog prostora.

B-1,3-glukan

B-1,3-glukan je ravnolancani polimer glukoze koji nastaje povezivanjem oko 1500 glukoznih
jedinica u lance. Sintetizira se prvi prilikom sinteze stani¢ne stijenke nakon Cega se, na
formirani glukanski sloj, vezu B-1,6-glukan i hitin koji se (Cabib i sur., 2001; Roh i sur., 2002.).
Lanci B-1,3-glukana formiraju strukturu uzvojnice ¢ime se osigurava Cvrstoca i osmotska
stabilnost stani¢ne stijenke kvasca S. cerevisiae. Reakciju provodi multienzimski kompleks [3-
1,3-glukan sintaza smjeSten u stani¢noj membrani (Qadota, 1996.). Graden je od dvije
kataliticke (Fkslp i Fks2p) te jedne regulatorne podjedinice (Rholp GTPaza). 3-1,3-glukan
sintaza aktivira se pomoc¢u senzornog proteina Wsclp preko Rom2p proteina, a inhibira

djelovanjem Lrglp proteina iz grupe Rholp proteina. (Watanabe i sur., 2002.).

B-1,3-glukan se u stani¢noj stijenci kovalentno povezuje s $-1,6-glukanom i hitinom pri ¢emu
je 40-50% hitina reduciraju¢im krajem povezano B-1,4 glikozidnom vezom s nereduciraju¢im

krajem B-1,3-glukana (Lesage i Bussey, 2006.; Levin, 2011.).
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B-1,6-glukan

B-1,6-glukan je razgranati polimer glukoze s mjestima grananja na prosje¢no svakoj petoj
glukoznoj jedinici. Sintezu B-1,6-glukana provodi UDP-glukoza ovisni enzim -1,6-glukan
sintaza koja povezuje oko 130 monomernih jedinica glukoze (Orlean, 2012.). Poznato je da
B-1,6-glukan stabilizira stani¢nu stijenku jer ima ulogu u povezivanju ostalin komponenti
stijenke te da za biosintezu B-1,6-glukana kodira vise od 20 gena iz KRE grupe ukljucujuéi i

njihove homologe SKN1 i KNHL1.

Takoder je poznato i da na njegovu koli¢inu u stani¢noj stijenci utjecu brojni proteini koji su
smjesteni u endoplazmatskom retikulumu, Golgijevom tijelu 1 stani¢noj membrani
(Aimanianda i sur., 2009.), ali njegov biosintetski put, kao ni struktura, nisu jo§ potpuno

razjasnjeni.

Hitin

Hitin je linearni polimer N-acetilglukozamina koji nastaje povezivanjem oko 190 monomernih
jedinica uz pomo¢ enzima hitin sintaze. U stanicama kvasca Saccharomyces cerevisiae prisutne
su tri hitin sintaze - hitin sintaza | (Chsl), hitin sintaza Il (Chs2) i hitin sintaza I11 (Chs3) koje

potjecu iz hrapavog endoplazmatskog retikuluma, ali se aktiviraju u stani¢noj membrani.

Chs1, Chs2 i Chs3 proteini pripadaju GT2 grupi invertiraju¢ih glikoziltransferaza koje kao
donore monomernih jedinica koriste UDP-N-acetilglukozamin. Chs3 protein sintetizira hitin
oko pupa, a nakon odvajanja stanica, ostaje na mati¢noj stanici kao komponenta oziljka. Chs2
i Chs3 proteini imaju vaznu ulogu u primarnom formiranju pupa i citokinezi jer mutacije u oba

gena na stanicu djeluju letalno (Shaw i sur. 1991).

Hitin ima strukturu sliénu a-celulozi i dolazi u obliku dva antiparalelna lanca povezana
vodikovim vezama koji se nereduciraju¢im krajevima vezu za f-1,3-glukan i p-1,6-glukan.
Amidne grupe su povezane vodikovim vezama $to dodatno stabilizira kristalnu strukturu, a
zajedno s hidrofobnim jezgrama formiranim od acetamidometilnih grupa sprjecavaju ulazak
vode i topljenje tih kristala (Lipke i Ovalle, 1998.). Sinteza hitina i ugradnja u stani¢nu stijenku
odvija se odmah nakon citokineze Sto rezultira razinom hitina od 2% u bo¢nim zidovima

stijenke i oziljcima stanice majke (Shaw i sur., 1991.).
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Manan

Manan je razgranati polisaharid manoze koji ¢ini ugljikohidratni dio manoproteina smjestenih
u vanjskom sloju stani¢ne stijenke kvasca Saccharomyces cerevisiae. Manoproteini se
medusobno razlikuju po tipu glikozilacije pa tako mogu imati N-glikozilirane asparaginske
ostatake ili O-glikozilirane serinske i/ili treoninske ostatake. Oba tipa glikozilacije su
neophodna za rast stanica kvasca jer poremecaji u procesima glikozilacije djeluju letalno na

stanicu.

2.1.2. Proteini stani¢ne stijenke

Manoproteini stani¢ne stijenke zauzimaju 35% suhe tvari stijenke, ali njihova uloga jo$ nije
potpuno razjasnjena. Do sada je otkriveno vise od 30 proteina za koje je pokazano da njihovo
pojedina¢no uklanjanje iz stani¢ne stijenke nema velik utjecaj na osmotsku stabilnost niti
promjenu oblika stanica. Poznato je da odreduju povrSinska svojstva stanice i ograniavaju
transport okolisSnih molekula iz periplazmatskog prostora u stanicu te da medu njima postoje

razlike u povezivanju s glukanskim slojem stani¢ne stijenke (De Nobel i sur., 1990.)

Analizom manoproteina ustanovljene su razlike u njihovom povezivanju na glukanski sloj
stani¢ne stijenke pa se prema tome dijele u dvije skupine. Prvu skupinu ¢ine nekovalentno
vezani proteini koji se iz stijenke izoliraju kuhanjem u otopini SDS-a uz dodatak
B-merkaptoetanola. Drugu skupinu, kovalentno vezane proteine, ¢ine proteini koji se preko
glikozilfosfatidilinozitolnog (GPI) ostatka vezu za B-1,6-glukan, a izoliraju se tretmanom
B-1,6-glukanazama ili B-1,3-glukanazama te proteini obitelji PIR (Proteins with Internal
Repeats) koji se izoliraju tretmanom s NaOH (Mrsa i sur., 1997.).
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2.1.2.1. Nekovalentno vezani proteini stanic¢ne stijenke

Nekovalentno vezani proteini pretezno su O-glikozilirani (Cappellaro i sur., 1998.) te ¢ine 80%
manoproteina stani¢ne stijenke. Ravnomjerno su rasporedeni u stani¢noj stijenci i sadrze veliki
udio homologije s enzimima transglikozidazama radi ¢ega se smatra da imaju ulogu u
pregradnji B-glukana u stani¢noj stijenci tijekom zivotnih procesa koji podrazumijevaju
promijene stanicne stijenke kao Sto su rast, pupanje, parenje i sporulacija (Tepari¢ i sur., 2010.).
Njihova fizioloska uloga nije u potpunosti razjasnjena iako je do sada izolirano i djelomi¢no

karakterizirano desetak nekovalentno vezanih proteina.

Prvi izolirani i okarakterizirani protein ove skupine je Bgl2p protein koji, ovisno o koncentraciji
supstrata, pokazuje i endoglukanaznu i transglikozidaznu aktivnost (Goldman i sur., 1995.).
Osim toga Bgl2p protein sadrZi i znac¢ajan udio homologije s nekovalentno vezanim proteinima
Scw4, Scw10 i Scwll radi Cega se pretpostavlja da i oni imaju glukan-remodelirajucu aktivnost

iako to nije dokazano in vitro (Tepari¢ i sur., 2010.).

Nekovalentno vezani proteini se iz stani¢ne stijenke mogu izolirati grijanjem na 95-110°C
tijekom 5-10 minuta u otopini SDS-a uz dodatak B-merkaptoctanola (Mr$a i sur., 1997.) ili
podvrgavanjem stanica tretmanu s 2 mM ditiotreitolom na 4°C tijekom no¢i (Cappellaro i sur.,
1998.) pri ¢emu dobiveni ekstrakt, osim nekovalentno vezanih proteina, sadrzi i proteine koji

su u stani¢nu stijenku vezani disulfidnim mostovima.

Tablica 1. Neki od nekovalentno vezanih proteina stani¢ne stijenke

Scw-protein Funkcija veli¢ina (kDa)
Scw2 Hitinaza 116

Scw3 Homolog glukanazama 95

Scw4 Homolog glukanazama 66

Scwo Egzoglukanaza 44

Scw8 Nepoznata 41

Scw9 Endoglukanaza/transglukanaza 29

Scw10 Homolog glukanazama 66

Scwll Homolog glukanazama 78
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2.1.2.2. Kovalentno vezani proteini stani¢ne stijenke

Kovalentno vezane proteine stijenke ¢ine proteini Koji se preko glikozilfosfatidilinozitolnog
ostatka vezu za B-1,6-glukan (GPI proteini) te PIR proteini (Proteins with Internal Repeats) koji
se s B-1,3-glukanom povezuju preko specifi¢nog glutaminskog ostatka unutar karakteristi¢ne
ponavljaju¢e sekvence (Ecker i sur., 2006.). GPI i PIR grupe proteina razlikuju se i po
metodama izolacije jer se proteini GPI grupe izoliraju tretmanom fB-1,6-glukanazama ili -1,3-

glukanazama, a proteini PIR grupe tretmanom stijenki uz pomo¢ NaOH (Mr3a i sur., 1997.).

Tablica 2. Kovalentno vezani proteini

Protein Veli¢ina (kDa) FUNKCIJA
Ccw7/Pir2/Hsp150 115 "Heat - shock” protein
Ccw5/Pir4/Ccwll 41 Nepoznata
Ccw6/Pirl 250 Nepoznata
Ccw8/Pir3 57 Nepoznata

GPI proteini

GPI proteini su O- i/ili N-glikozilirani proteini koji su ukljuceni u biosintezu i remodeliranje
stani¢ne stijenke te odreduju povrsinsku hidrofobnost i antigenost stanice (Klis i sur., 2002.).
Na N-terminalnom dijelu sadrze hidrofobnu signalnu sekvencu koja ih upucuje u
endoplazmatski retikulum, a na C-terminalnom dijelu sadrze sekvencu koja se proteoliticki
uklanja te se na njeno mjesto, transamidacijom, veze GPI sidro. Vezanje GPI sidra se odvija na
endoplazmatskom retikulumu nakon ¢ega se proteini prenose u Golgijevo tijelo pa u stani¢nu
membranu odakle se, reakcijom transglikozilacije, translociraju i vezu na [-1,6-glukan

(Orlean, 2012.).

Proteine GPI skupine €ine 5 proteina GAS obitelji koji imaju glukan-remodelirajucu aktivnost,
egzoglukanaza Exg2 i transglikozidaze Crhl i Utr2/Crh2 ¢ija je funkcija stvaranje veze izmedu
B-1,3-glukana i hitina. U grupu GPI proteina se ubrajaju i aglutinini koji su najvise istraZeni i

sudjeluju u interakciji stanica u razli¢itim uvjetima te proteini FLO obitelji odnosno flokulini

.....
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PIR proteini

PIR proteini su intenzivno su O-manozilirani kovalentno vezani proteini koji se iz stani¢ne
stijenke izoliraju B-eliminacijom pomo¢u NaOH. Imaju visok stupanj homologije, bogati su
aminokiselinama serinom i treoninom te sadrze N-terminalnu signalnu sekvencu duljine 11
aminokiselina koja PIR proteine upucuje u sekretorni put. U genima koji kodiraju za PIR
proteine nalazi se specifi¢no restrikcijsko mjesto za procesiranje endoproteazom Kex2 (Mrsa i
sur., 1997.) te karakteristicne ponavljajuce regije koje su odgovorne za kovalentno vezanje PIR

proteina u stani¢nu stijenku (Slika 2.).

MQFKNVALAASVAALSATASAEGYTPGEPWSTLTPTGSISCGAAEYTTTFGIAVQAITSS

KAKRDVISQIGDGQVQATSAATAQATDSQAQATTTATPTSSEKISSSASKTSTNATSSSC
ATPSLKDSSCKNSGTLELTLKDGVLTDAKG RIGSIVANRQFQFDGPPPQAGAIYAAGWSI
TEDGYLALGDSDVFYQCLSGNFYNLYDQNVAEQCSAIHLEAVSLVDC

Slika 2. Sekvenca Pir4 proteina. Istaknuta je karakteristi¢na regija koja osigurava kovalentno

povezivanje proteina u stani¢noj stijenci kvasca

Ispitivanja ekspresije i svojstava PIR proteina (Pirl/Ccw6, Hsp150/Pir2/Ccw7, Pir3/Ccw8 i
Cis3/Pir/Ccw) u razli¢itim mutantima upucuju da je uloga PIR proteina odrzavanje integriteta
stanice 1 stani¢ne stijenke jer inaktivacijom gena za sva 4 PIR proteina dolazi do izmjene
morfoloskih svojstava stani¢ne stijenke, nepravilnog oblika, rasta u nakupinama te povecanja
osjetljivosti prema inhibitorima sinteze stani¢ne stijenke (Mr$a i sur., 1997.). Medutim, takav

rezultat joS nije potvrden.
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2.2.  Uloga Scw4 proteina u stanicama kvasca

Scw4 protein jedan je od najzastupljenijih proteina stani¢ne stijenke. Iako pokazuje visoku
razinu homologije s glukanazama i nekovalentno vezanim proteinom Bgl2, jo§ uvijek nije
poznata njegova fizioloska uloga. U pocetku je bio identificiran i okarakteriziran kao
nekovalentno vezani protein, ali se daljnjim analizama utvrdilo da se u stani¢nu stijenku veze i
kovalentnim i nekovalentnim interakcijama. To je potvrdeno izolacijom proteina te SDS
elektroforezom po Laemmli-u i Western blot metodom koja je pokazala da se Scw4 protein,
osim otopinom SDS-a uz dodatak -merkaptoetanola, iz stani¢ne stijenke moze ekstrahirati kao
I PIR proteini, tretmanom s NaOH (Tepari¢ i sur., 2007.). Za razliku od PIR proteina, Scw4
protein ne sadrzi specificnu ponavljajucu sekvencu preko koje se PIR proteini kovalentno
povezuju u stijenku pa jo$ nije poznato koja regija proteina omogucuje njegovo kovalentno

povezivanje u stani¢nu stijenku.

Scw4 protein u stanicama kvasca ima homologa, Scw10 protein, s kojim dijeli 63% identi¢nih
aminokiselina te sekvencu za translociranje u endoplazmatski retikulum i mjesto za
procesiranje Kex2 proteolitickim enzimom. | Scw4 i Scwl0 pokazuju sli¢nosti s enzimima
glukanazama i transglikozidazama §to je dokazano konstrukcijom mutanata. Kod mutanata kod
kojih je deletiran ili scw4 ili scwl0 nije doslo do znaéajnih promjena fenotipa u usporedbi s
divljim tipom dok je kod dvostrukih scw4scwl0 mutanata uocen usporen rast, morfoloske
abnormalnosti te hiperosjetljivost na Calcoflour White (CFW), Congo Red (CR) i kofein u
koncentracijama koje nisu imale znacajan utjecaj na stanice kvasca divljeg tipa (Cappellaro i
sur., 1998.). Osim toga, analize su pokazale i promjene prilikom parenja te da je udio glukana

i hitina u stanicama dvostrukih mutanata (Sestak i sur., 2004.).

2.3.  Proteaze koje sudjeluju u procesiranju Scw4 proteina stani¢ne stijenke

Ekstrakcijom Scw4 proteina iz stani¢ne stijenke divljeg tipa kvasca, dobivene se tri proteinske
vrpce razli€itih veli¢ina $to upucuje na postojanje viSe mjesta za procesiranje proteolitickim
enzimima (neobjavljeni rezultati). Proteini koji sudjeluju u procesiranju Scw4 proteina su Kex2

I japsinske proteaze.
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2.3.1. Uloga Kex2 proteaza u stanicama

Kex2 je specifina Ca?* ovisna serinska endoproteaza molekulske mase 68 kDa. Integralni je
membranski protein koji pripada obitelji prohormonskih i proproteinskih konvertaza
sekretornog puta (Fuller i sur., 1989.). Biokemijski put Kex2 proteaze u stanicama kvasca
Saccharomyces cerevisiae dobro je istrazen, ali je poznato vrlo malo supstrata (Germain i sur.,
1992.; Bader i sur., 2008.). Neki od poznatih supstrata Kex2 proteaze su prekursori killer
toksina K1 i K2, prekursori feromona a-faktora kod MATa stanica koji je neophodan kod
parenja kvasca te proproteini i proteini koji imaju ulogu u odrZavanju i remodeliranju stani¢ne
stijenke. Te proproteine i proteine Kex2 proteaza aktivira tako $to ih cijepa iza sekvenci
Arg-Arg/X ili Lys-Arg/X. To je potvrdeno delecijom KEX2 gena §to je uzrokovalo razvijanje
tzv. pleiotropnog fenotipa stanica mutanata (viSestruki fenotipski ucinci izazvani mutacijom
jednog gena), a tako mutirane stanice ne mogu proteolizom aktivirati supstrate (Bader i sur.,
2008.).

Istrazivanja su pokazala da Kex2 sudjeluje i u fuzioniranju stanica prilikom parenja jer
proteolizom aktivira protein ili stvara kompleks s feromonom reguliranim membranskim

proteinom Prm1p (Heiman i sur., 2007.)

Kex2 proteaza se sintetizira u zimogenom obliku koji sadrzi N-terminalnu sekvencu koja ga
usmjerava u endoplazmatski retikulum i visokonabijenu C-terminalnu citoplazmatsku regiju.
Takoder sadrzi i pro-domenu duljine 89 aminokiselina neophodnu za aktivnost enzima jer
omogucuje smatanje proteoliticke domene u aktivnu formu. Zimogeni oblik sadrzi i kataliti¢ku
domenu, konzerviranu P-domenu neophodnu za kataliticko djelovanje, O-glikoziliranu Ser-Thr
bogatu transmembransku domenu te citosolni rep s ,,Trans Golgi Network” (TGN)
lokalizacijskim signalom (Wilcox i Fuller, 1991.; Germain i sur., 1992.).

Zimogena forma Kex2 proteina aktivira se autoproteoliticki odnosno cijepanjem N-terminalne
sekvence nakon ¢ega slijedi O- i N-glikozilacija te autoproteoliticko otcjepljenje pro-domene.
Tako aktivirani protein se iz endoplazmatskog retikuluma potom translocira u Golgijevo tijelo
gdje se progresivno glikozilira vezanjem molekula manoze o-1,3-glikozidnim vezama na

postojece O- 1 N-oligosaharidne lance (Wilcox i Fuller, 1991.).

Obzirom da u Scw4 proteinu postoje sekvence Arg-Arg/X ili Lys-Arg/X, pretpostavlja se da

Kex2 proteaza sudjeluje i u njegovom procesiranju.
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2.3.2. Uloga japsinskih proteaza u stanicama

Japsinske proteaze su proteini iz skupine glikozilfosfatidilinozitol (GPI)-aspartatnih proteaza
koji na C-terminalnom dijelu sekvence imaju signal za vezanje GPI-sidra koje im omogucuje
lokalizaciju u stani¢noj membrani ili stani¢noj stijenci. U pocetku su poznate bile samo proteaze
Ypsl i Yps2 proteine izolirane iz kvasca Saccharomyces cerevisiae te pro-opiomelanokortin
konvertiraju¢i (PCE) enzim izoliran iz sekretornih granula srednjeg i straznjeg reznja hipofize
goveda. PCE je kasnije preimenovan u japsin A kao prva japsinska proteaza sisavaca sa
specificnim afinitetom za cijepanje bazi¢nih ostataka prohormona §to ga Cini strukturalno i
funkcionalno sli¢nim s ostalim japsinima (Olsen i sur., 1998.). Danas je poznato 5 homolognih
japsinskih proteaza u stanicama Saccharomyces cerevisiae: Ypsl, Yps2, Yps3, Yps6 i Yps7
(Olsen i sur., 1999.).

Ypsl, Yps2 i Yps3 proteini cijepaju proteine i peptide iza bazi¢nih aminokiselinskih ogranaka
kao i Kex2 proteaza, ali japsini cijepaju proteine i na dibazi¢nim i na monobazi¢nim mjestima

za razliku od Kex2. Radi toga, japsini prepoznaju i pojedinacne Arg i Lys ogranke.

Ypsli Yps2 proteini identificirani su kao supresori nul-mutacija KEX2 gena dok su Yps3 otkrili
su Egel-Mitani i suradnici 1990. godine kada su trazili alternativu Kex2 proteinu koji nije bio

efikasan u cijepanju proteina fuzioniranog za prekursor feromona a-faktora.

Japsini se, kao 1 ostali proteoliticki enzimi, sintetiziraju kao projapsini odnosno u zimogenoj
formi, koja se aktivira proteolizom karakteristiéne pro-regije na N-terminalnom dijelu sekvence
u kiselom mediju pri pH<4. U tim uvjetima dolazi do odbijanja pozitivnih naboja u pro-regiji,
protoniranja klju¢nih aspartatnih ostataka u aktivnom mjestu pa time i pucanja ionskih
interakcija i destabilizacije projapsina $to u konacnici rezultira autoprotolizom te aktivacijom

japsina.

Neki japsini ne provode autoproteolizu ve¢ se proteoliticki cijepaju u prisustvu drugih
proteoliti¢kih enzima, kao npr. B-sekretaza koja se aktivira djelovanjem furina (Bennett i sur.,

2000.), medutim, aktivacija se provodi u istim uvjetima, pri pH<4.

Pro-regija osigurava pravilno in vivo smatanje proteina te inhibira kataliticCku domenu
japsinskih proteaza ¢ime je osigurana kataliticka aktivnost tek nakon lokalizacije u stani¢noj
membrani ili stijenci (Van den Hazel i sur., 1993.). Osim pro-regije, japsinske proteaze sadrze

kataliticku domenu koja moze biti sastavljena od jednog ili dva dijela peptidnog lanca.
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Ypsl protein izmedu dijelova peptidnog lanca sadrzi regiju u obliku petlje, tzv. ,,loop insertion®,
koja podlijeze proteolizi te time nastaju dva peptidna lanca medusobno povezana disulfidnim

mostovima. Za razliku od Ypsl, Yps3 ne sadrzi petlju.

U aktivnom mjestu kataliticke domene svih japsinskih proteaza nalazi se konzervirana
sekvenca, Xaa-Xaa-Asp-Xbb-Gly-Xbb, u kojoj se, izmedu hidrofobnih ostataka (Xaa) i
treonina te serina (Xbb), nalazi po jedan aspartatni animokiselinski ostatak klju¢an za njihovu
aktivnost (Rawlings i Barrett, 2004.). U sekvenci japsina kvasca Saccharomyces cerevisiae
takoder se nalazi i Ser/Thr bogata sekvenca koja je intenzivno O-glikozilirana, ali ¢ija funkcija

jo$ uvijek nije poznata (Gagnon-Arsenault i sur., 2006.).

Njihova uloga jo$ nije u potpunosti razjasnjena, ali je dosadasnjim ispitivanjima uoceno da
sudjeluju u odgovoru stanice na stres uzrokovan promjenom temperature jer se ekspresija
japsina povecala 12 puta prilikom povecanja temperature s 24°C na 37°C. Osim toga, otkriveno
je i da ypsiAyps24 mutanti imaju izmijenjen udio polisaharida stani¢ne stijenke $to znaci da

japsini sudjeluju i u odrzavanju integriteta stani¢ne stijenke.
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3.MATERIJALI | METODE



3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

— kvas€ev ekstrakt i kvas¢eva dusSi¢na baza bez aminokiselina (YNB) — Biolife (Milano,
Italija)

— histidin, uracil, leucin, triptofan, lizin — Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

— ECL-otopine za razvijanje blota — Santa Cruz Biotechnology Inc. (Dallas,USA)

— standardi za proteinsku elektroforezu — Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Svedska)

— amonijev persulfat, N,N’-metilenbisakrilamid, Triton X-100, B-merkaptoetanol i Na-
dodecilsulfat (SDS) — Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

— N, N, N’, N'-tetrametil etilendiamin (TEMED) — LKB Produkter AB (Bromma, Sweden)

— Ponceau S i polietilenglikol 4000 (PEG 4000) — Serva (Heidelberg, Njemacka)

— anti-HA-peroksidaza antitijela — Roche Diagnostics DmbH (Mannheim, Njemacka)

Sve ostale kemikalije koriStene pri eksperimentalnom radu nabavljene su od standardnih

dobavljaca i analiticke su Cistoce.

3.1.2. Sojevi kvasaca
U radu su koristeni laboratorijski sojevi kvasca prikazani u Tablici 3.

Tablica 3. Pregled koristenih laboratorijskih sojeva kvasca

Soj kvasca Genotip
YOOO wt Mat a, his3A, leu2A, metlSA, ura3A
YOOO + SCw4 Mat a, his3A, leu2A, metl5A, ura3A + pBG1805 SCW4-HA

YOOO + A4V SCW4 Mat a, his3A, leu2A, metlSA, ura3A +A4V pBG1805 SCW4-HA

YOOO + 47176 SCW4  Mat a, his3A, leu2A, metlSA, ura3A + A176 pBG1805 SCW4-HA
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3.1.3. Hranjiva podloga za uzgoj kvasca

Za submerzni uzgoj stanica kvasca koriStena je selektivna YNB podloga. YNB podloga sastoji
se od 6,7 g/L YNB (Yeast Nitrogen Base, bez aminokiselina), 2 g/L smjese aminokiselina,
nukleotidnih baza i vitamina ("drop out”) koja sadrzi sve aminokiseline potrebne za rast kvasca
osim onih preko kojih se vrsi selekcija auksotrofnih sojeva te Secera (¢ = 0,02) glukoze,
rafinoze ili galaktoze (Sambrook i Russel, 2001.). Ovisno o auksotrofnosti soja u podlogu se
dodaju histidin (80 mg/L), uracil (80 mg/L), triptofan (80 mg/L) i leucin (160 mg/L) sterilizirani

autoklaviranjem.

Tablica 4. Smjesa aminokiselina, nukleotidnih baza i vitamina ("drop out”):

komponenta masa [g] komponenta masa [g]
adenin 3,0 L-metionin 2,0
L-arginin 2,0 L-fenilalanin 2,0
L-asparagin 2,0 L-prolin 2,0
L-asparaginska Kiselina 6,0 L-serin 6,0
L-cistein 2,0 L-treonin 2,0
L-glutamin 2,0 L-tirozin 2,0
L-glutaminska kiselina 2,0 L-valin 2,0
L-glicin 2,0 p-aminobenzojeva kiselina 0,2
L-izoleucin 2,0 inozitol 2,0

Krute hranjive podloge jednakog su sastava kao i tekuce, uz dodatak 15 g/L agara.

Hranjive podloge i otopine Secera steriliziraju se u autoklavu pri temperaturi od 121°C i tlaku

od 1 atm.
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3.2. METODE

3.2.1. Izolacija stani¢nih stijenki kvasca

Za izolaciju je bilo potrebno uzgojiti kvasac u 50 mL YNB Leu teku¢e podloge do gustoce
suspenzije od 2 ODeoo jedinice/mL.

Stanice kvasca se odvoje od podloge centrifugiranjem na 3000 rpm tijekom 5 minuta nakon
Cega se talog ispere na nacin da se resuspendira u 20 mL destilirane vode te ponovno
centrifugira. Ispiranje taloga ponovi se jo§ jednom u destiliranoj vodi i jednom u 50 mM K-
fosfatnom puferu pH 8. Talog se zatim resuspendira u 50 mM K-fosfatnom puferu pH 8 koji je
zaostao u Falcon kiveti nakon odjeljivanja supernatanta. Resuspendirane stanice se prebace u
Eppendorf kivetu, doda im se 2/3 volumena staklenih kuglica i stanice se razbijaju
vortexiranjem tijekom 5 minuta. Nakon toga suspenzija se hladi 1 minutu na ledu pa ponovno
razbija vortexiranjem kroz 5 minuta. Staklene kuglice se odvoje od stanica na nacin da se
vruc¢om iglom probije dno Eppendorf kivete koja se zatim postavi u novu kivete i centrifugira
1 minutu na 8000 rpm. Stijenke se odvoje od intracelularnog sadrZaja centrifugiranjem na 8000
rpm tijekom 1 minute nakon ¢ega se supernatant baci, a talog stijenki se 4 puta ispere u 50 mM

K-fosfatnom puferu pH 8.

3.2.2. Izolacija nekovalentno vezanih proteina stanicne stijenke

Talog izoliranih stijenki se resuspendira u 1 ml Laemmli pufera (50 mM Tris-HCI pufera pH
6.8, 2 mM EDTA Ill, 2% SDS-a, 0,001% boje bromfenol plavo i 5% B-merkaptoetanola.) i
kuha 10 minuta u vriju¢oj vodenoj kupelji. Nakon toga se stijenke odvajaju od SDS ekstrakta
centrifugiranjem na 8000 rpm tijekom 1 minute. SDS ekstrakt se odvoji u novu Eppendorf
kivetu jer sadrzi nekovalentno vezane proteine, a talog stijenki se ponovno resuspendirau 1 mL
Laemmli pufera i kuha 10 minuta u vrijuoj kupelji. Stijenke se odvoje centrifugiranjem, a talog

se ispere 4 puta u 50 mM K-fosfatnom puferu te jednom u destiliranoj vodi.
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3.2.3. lzolacija kovalentno vezanih proteina stani¢ne stijenke

Kovalentno vezani proteini stani¢ne stijenke izoliraju se tretmanom s NaOH koji kida esterske
veze izmedu vy-karboksilne skupine specificnog ostatka glutaminske kiseline unutar

karakteristi¢ne ponavljajuce sekvence te hidroksilne grupe glukoze p-1,3-glukana.

Nakon tretmana SDS-om i ispiranja u puferu, stijenke se isperu u destiliranoj vodi te
resuspendiraju u odredenom volumenu 30 mM NaOH tako da u 100 puL suspenzije opticka
gustoca stijenki bude oko 75 ODego jedinica/mL, a zatim se inkubiraju na +4°C preko noéi.

Suspenzija se zatim centrifugira, a supernatant koji sadrzi ekstrahirane proteine se odvoji.

3.2.4. SDS-elektroforeza po Laemmli-u

Gel za razdvajanje proteina SDS elektroforezom po Laemmli-u sastoji se od dva dijela, gela za
sabijanje (gornji gel) i gela za separaciju (donji gel). 10%-tni gel za separaciju sadrzi 10%
akrilamida, 0,3% N, N' - metilenbisakrilamida, 0.1% SDS-a, 0.05% TEMED (katalizator
polimerizacije) i 5% amonij-persulfata (APS, inicijator polimerizacije) u 5 M Tris-HCI puferu
pH 8,8. Na pripremljenu otopinu se u tankom sloju nanese izopropanol koji sprje¢ava oksidaciju
pa ima vaznu ulogu u polimerizaciji gelova za SDS elektroforezu jer je kisik prirodni inhibitor
polimerizacije gela. Nakon §to donji gel polimerizira, sav se izopropanol ukloni pomocu filter
papira kako bi proteini mogli putovati iz gela za sabijanje u gel za separaciju.
Zatim se na gel za razdvajanje nanosi gel za sabijanje koji se sastoji od 5% akrilamida,
0,12% N, N' - metilenbisakrilamida, 0,1% SDS-a, 0,075% N, N, N', N'- tetrametiletilendiamina
(TEMED) i 7.5% amonij-persulfata u 0,5 M Tris-HCI puferu pH 6.8.

Uzorci za SDS-elektroforezu proteina pripremljeni su dodatkom 5 pL pufera za uzorke za
elektroforezu po Laemmli-u u 20 uL SDS odnosno NaOH ekstakta. Pufer za uzorke sastoji se
od 50 mM Tris-HCI pufera pH 6.8, 2 mM EDTA Ill, 2% SDS-a, 10% glicerola, 0,001% boje
bromfenol plavo i 5% p-merkaptoetanola.

Elektroforeza je provedena u 25 mM Tris-glicin puferu pH 6.8 s 0,1% SDS-a pri naponu od
180 V.
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3.2.5. Prijenos proteina na nitroceluloznu membranu i njihovo specifi¢no obiljezavanje

Nakon provedene SDS-elektroforeze po Laemmli-u, proteini se iz poliakrilamidnog gela
prenose na nitroceluloznu membranu metodom Western blot koja obuhvaca elektroforetski

prijenos razdvojenih proteina na membranu te detekciju obiljezenih proteina HA-antitijelima.

Po zavrsetku elektroforeze, gel se stavi u ,,sendvic* za blot koji se slaze pod vodom da izmedu
slojeva ne ude zrak na nacin da se redom stave plasticni okvir, spuzva, filter papir, gel,
nitrocelulozna membrana, filter papir, spuzva, plasti¢ni okvir. Tako pripremljeni ,,sendvic* se
postavi u za to namijenjen uredaj (Sigma Aldrich) tako da je tijekom prijenosa gel okrenut
prema negativnoj, a membrana prema pozitivnoj elektrodi kako bi negativno nabijeni proteini

putovali iz gela i1 zadrzavali se na membrani.

Prijenos na membranu provodi se u natrij karbonatnom puferu koji se sastoji od 10 mM
NaHCOs3, 3 mM Na>COz i 20% metanola pri stalnoj jakosti struje od 400 mA tijekom 90 minuta.
Nakon 90 minuta se nitroceluloza boja Ponceau S bojom koja sadrzi 0,1% Ponceau S u 5%-
tnoj octenoj kiselini. To bojanje dovodi do pojave vrpci standarda koji se oznace tupom
grafitnom olovkom te se nitrocelulozna membrana potpuno odboja ispiranjem destiliranom
vodom. Nitrocelulozna membrana se inkubira na tresilici 60 minuta na sobnoj temperaturi u 10
mL tzv. pufera za blokiranje (50 mM TRIS-HCI pufer pH 7.5, 150 mM NacCl, 0,1% Triton X-
100) sa 1% obranog mlijeka. Nakon blokiranja membrane, pufer za blokiranje se odlije, a
nitroceluloza se ispire puferom za blokiranje 3 puta po 5-10 minuta na tresilici. Na tako
pripremljenu nitroceluloznu membranu nanosi se 0,5 mL Western Blotting Luminol Reagent
sistema za razvijanje koji se priprema na nacin da se otopine A i B pomijesaju u omjeru 1:1.
Kemiluminiscencija proteina zabiljezena je na RTG-filmu pri ¢emu je ekspozicija filma trajala

tijekom noci.
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4. REZULTATI



Dosadas$njim proucavanjem sekvence Scw4 proteina kao i ispitivanjem njegove uloge i na¢ina

vezanja, otkrivena su mjesta za procesiranje Kex2 proteazom te japsinskim proteazama u
proteinu Scw4 (Slika 3.)
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Slika 3. Sekvenca Scw4 proteina. Plavom bojom prikazana je signalna sekvenca koja Scw4
protein upucuje u sekretorni put. Crvenom bojom prikazano je mjesto procesiranja Kex2
proteazom, a naranc¢astom bojom mjesto procesiranja . Podcrtani dio
sekvencije deletiran je u A176Scw4 proteinu dok je u deletiran dio koji je oznacen
zelenom bojom.

Osim toga, izolacijom Scw4 proteina iz stani¢ne stijenke utvrdeno je da se u stijenku veZe i
kovalentnim i nekovalentnim interakcijama jer je proteinska vrpca, koja molekulskom masom
od 67 kDa odgovara Scw4 proteinu, bila vidljiva i nakon kuhanja stijenki u otopini SDS-a uz
dodatak B-merkaptoetanola i nakon tretmana stijenki s NaOH (Tepari¢ i sur., 2010.). Iako je
poznato da se moze vezati kovalentno, jo$ uvijek se postavljaju pitanja koji dio sekvence gena
SCWi4 kodira za regiju koja Scw4 proteinu omogucuje kovalentno povezivanje, kakvom vrstom
veze se veze te koji je mehanizam nastajanja te veze. ProuCavanjem njegove proteinske
sekvence, uocena je regija koja je po broju i rasporedu glutaminskih ostataka slicna repetitivnoj
sekvenci PIR proteina preko koje se PIR proteini u stani¢nu stijenku vezu kovalentno. Radi
ispitivanja nacina vezanja Scw4 proteina su u prijasnjem istrazivanju konstruirani sljedeci
mutanti: genu SCW4 je PCR metodama ,,megapocetnice” i ,,overlap extension“ deletiran dio
koji kodira za prvih 176 aminokiselina na N-terminalnom dijelu proteina odnosno dio koji
kodira za 16 aminokiselina u srediSnjem dijelu proteina koje su sli¢ne repetitivnoj sekvenci PIR
proteina (Slika 3. i Slika 4.). U ovom radu ¢e se, prvotno dobivenim mutantima, ispitati nacin

vezanja Scw4 proteina u stani¢nu stijenku kvasca Saccharomyces cerevisiae.
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Slika 4. Usporedba dijelova proteinskih sekvenci Pir4 i Scw4 proteina.
Plavim pravokutnicima oznaceni su glutaminski ostaci koji PIR proteinima osiguravaju

kovalentno povezivanje u stani¢nu stijenku, a ¢iji je raspored slican u Scw4 proteinu. Crvenom
bojom oznacen je klju¢ni glutaminski ostatak za kovalentno povezivanje PIR proteina.

U prethodnom istrazivanju konstruirani su plazmidi koji su sadrzavali prethodno navedene
mutirane oblike gena SCW4. Tim plazmidima su transformirani kvasci koji su uzgajani prvo na
krutoj, a zatim i u YNB selektivnim teku¢im podlogama pri pH4 i pri pH7 do gusto¢e ~2 ODsoo
jedinice/ml. Stijenke i proteini stani¢nih stijenki su izolirani kuhanjem u SDS-u uz dodatak -
merkaptoetanola te tretmanom s NaOH nakon ¢ega je provedena SDS gel elektroforeza.
Izolirani su proteini zatim detektirani Western blot metodom kako je opisano u poglavlju
,,Materijali i metode*.
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4.1. Provjera nacdina vezanja mutiranih oblika Scw4 proteina u stani¢noj stijenci kvasca

uzgajanog pri pH4
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Slika 5. Provjera nekovalentnog vezanja nativnog i mutiranih oblika Scw4 proteina u
stani¢noj stijenci kvasca uzgajanog na pH4. Proteini u SDS ekstraktu su nakon izolacije iz
stani¢ne stijenke analizirani Western blot metodom pomocu antitijela na —HA o0znaku.
Linija: 1. standardi; 2. nativni Scw4; 3. mutirani oblik AVScw4; 4. mutirani oblik A176Scw4.
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Slika 6. Provjera kovalentnog vezanja nativnog i mutiranih oblika Scw4 proteina u
stani¢noj stijenci kvasca uzgajanog na pH4. Proteini u NaOH ekstraktu su nakon izolacije
iz stani¢ne stijenke analizirani Western blot metodom pomocu antitijela na —HA oznaku.
Linija: 1. standardi; 2. nativni Scw4; 3. mutirani oblik AVScw4; 4. mutirani oblik A176Scw4;
5. kontrola - nativni Scw4 iz SDS ekstrakta.
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4.2. Provjera nacdina vezanja mutiranih oblika Scw4 proteina u stani¢noj stijenci kvasca

uzgajanog pri pH7
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Slika 7. Provjera nekovalentnog vezanja mutiranih oblika Scw4 proteina u stani¢noj
stijenci kvasca uzgajanog na pH?7. Proteini u SDS-ekstraktu su nakon izolacije iz stani¢ne
stijenke analizirani Western blot metodom pomocu antitijela na -HA oznaku.
Linija: 1. mutirani oblik A176Scw4; 2. nativni Scw4; 3. standardi; 4. mutirani oblik AVScw4.
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Slika 8. Provjera kovalentnog vezanja mutiranih oblika Scw4 proteina u stani¢noj
stijenci kvasca uzgajanog na pH7. Proteini u NaOH ekstraktu su nakon izolacije iz stani¢ne
stijenke analiziran Western blot metodom pomocu antitijela na —HA oznaku.

Linija: 1. kontrola - nativni Scw4 iz SDS ekstrakta; 2. standardi; 3. nativni Scw4;
4. mutirani oblik AVScw4; 5. mutirani oblik A176Scw4.
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5.RASPRAVA



Saccharomyces cerevisiae je kvasac iz carstva Fungi kojem pripadaju i viSestani¢ni organizmi
poput visih gljiva te plijesni. To je robustan kvasac koji ima visoku u¢inkovitost fermentacije,
brzog rasta i koristenja Secera. Osim toga, tolerantan je na visoke koncentracije etanola i niske
razine kisika te je aktivan u kiselom okruzenju. Radi navedenih obiljezja, kvasac
Saccharomyces cerevisiae predstavlja idealan organizam za proucavanje razli¢itih
biokemijskih puteva unutar eukariotskih stanica. Kvasac Saccharomyces cerevisiae sadrzi
dvoslojnu stani¢nu stijenku koja ¢ini gotovo 30% suhe tvari stanice, a omogucuje mu
prezivljavanje u stresnim uvjetima te mu daje ¢vrstocu i odreduje oblik. Unutarnji je sloj graden
od polisaharida B-1,3-glukana i -1,6-glukana te hitina koji odreduju osmotsku i mehanic¢ku
stabilnost stanice (MrSa i sur., 1997.). Vanjski sloj stani¢ne stijenke graden je od manoproteina
Cija uloga nije jo$S U potpunosti razjasnjena, ali se niti jedan od dosad analiziranih i
identificiranih proteina pojedina¢no nije pokazao esencijalnim za rast stanica. Pretpostavlja se
da manoproteini sudjeluju u pregradnjama stijenke tijekom stani¢nog ciklusa, odreduju
povrSinska svojstva stanice kvasca te utjecu na poroznost i transport molekula iz
periplazmatskog prostora u stanicu (De Nobel i sur., 1990.). Poznato je i da se proteini stijenke
s glukanskim slojem stani¢ne stijenke vezu kovalentnim i nekovalentnim interakcijama pa se
prema tome iz stijenke izoliraju razli¢itim metodama. Grupu kovalentno vezanih proteina ¢ine
tzv. PIR (Proteins with Internal Repeats) proteini koji se iz stani¢ne stijenke izoliraju
inkubacijom stijenki u 30 mM NaOH na +4°C (Mrsa i sur., 1997.) te tzv. GPI proteini koji se
izoliraju djelovanjem enzima B-1,3- i p-1,6-glukanaza (Roy i sur., 1991.). PIR proteini se u
stani¢noj stijenci kvasca povezuju esterskom vezom izmedu y-karboksilne grupe glutaminske
kiseline u ponavljaju¢em motivu proteina i hidroksilne skupine glukoze 3-1,3-glukana (Ecker i
sur., 2006). Ponavljajuée sekvence PIR proteina su locirane u N-terminalnom dijelu proteina, a
kod razli¢itih ¢lanova obitelji se ponavljaju od 1 do 10 puta. GPI grupu proteina ¢ini dvanaest
proteina koji se s [-1,6-glukanom stani¢ne stijenke povezuju preko ostatka GPI

(glikozilfosfatidil-inozitolnog) sidra.

Nekovalentno vezani proteini izoliraju se kuhanjem stijenki u otopini SDS-a uz dodatak
B-merkaptoetanola (MrSa 1 sur., 1997.) ili podvrgavanjem stanica tretmanu s 2 mM
ditiotreitolom na 4°C tijekom no¢i (Cappellaro i sur., 1998.) pri ¢emu dobiveni ekstrakt, osim
nekovalentno vezanih proteina, sadrZi 1 proteine koji su u stani¢noj stijenci vezani disulfidnim
mostovima. Ti proteini pretezito imaju glikozidaznu ili transglikozidaznu aktivnost (Goldman

isur., 1995.).
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Scw4 protein je protein koji je u pocetku bio detektiran te okarakteriziran kao nekovalentno
vezani protein stanicne stijenke, ali je, daljnjim istrazivanjima, uo¢eno da nakon disrupcije sva
4 PIR gena, te izolacije proteina iz stijenki tako dobivenih mutanata, u NaOH ekstraktu zaostaje
proteinska vrpca veli¢ine 67 kDa koja odgovara veli¢ini Scw4 proteina. Dobiveni je rezultat
potaknuo daljnja ispitivanja vezanja Scw4 proteina u stani¢nu stijenku. U daljnjim je
istrazivanjima disruptiran SCW4 gen u cCetverostrukom pir mutantu nakon c¢ega u NaOH
ekstraktu vise nije bilo proteinske vrpce velic¢ine 67 kDa. Time je potvrdeno da se Scw4 u
stani¢nu stijenku veze na dva nacina, i kovalentnim i nekovalentnim interakcijama (Tepari¢ i
sur., 2010.), ali jo$ nije poznato kojom vrstom veze, kojim mehanizmom niti koji je dio
sekvence proteina odgovoran za njegovo kovalentno povezivanje. Obzirom da je nacin kojim
se kovalentno vezana frakcija Scw4 iz stijenke moze izolirati jednak nacinu izolacije PIR
proteina, pretpostavlja se da je i nain povezivanja slican. Usporedbom sekvenci Scw4 i vec¢
karakteriziranog Pir4 proteina, pronaden je dio Scw4 proteina slican karakteristi¢noj
ponavljajucoj sekvenci koja omogucuje kovalentno povezivanje PIR proteina (Slika 4.) zbog
¢ega smo pretpostavili da bi ta sekvenca mogla biti odgovorna za kovalentno povezivanje Scw4
proteina. Radi te su pretpostavke, u prethodnom istrazivanju, konstruirani mutirani oblici gena
SCW4 u kojima je deletirana regija koja kodira za tu sekvencu (konstrukt AVScw4) odnosno za
176 N-terminalnih aminokiselina (konstrukt A176Scw4). Dobivenim su konstruktima zatim
transformirane stanice kvasca kako bi se, u ovom radu, detaljno ispitao utjecaj unesenih
mutacija na kovalentno vezanje proteina Scw4 u stani¢nu stijenku kao i utjecaj pH na vezanje
i procesiranje mutiranih oblika Scw4 proteina. U tu je svrhu transformirani kvasac uzgajan na
selektivnim YNB podlogama, pri pH 4 i pri pH7, a nakon uzgoja transformiranog kvasca
uslijedilo je razbijanje stanica te izolacija stijenki i proteina stani¢nih stijenki. Nekovalentno
vezani proteini su izolirani kuhanjem stijenki u otopini SDS-a uz dodatak -merkaptoetanola
pri ¢emu je provedena visestruka izolacija kuhanjem u velikom volumenu pufera te visestruko
ispiranje stijenki u 50 mM K-fosfatnom puferu izmedu kuhanja kao §to je opisano u poglavlju
,Materijali i metode. Time je osigurano da su proteini koji su detektirani u NaOH ekstraktu
zaista kovalentno vezani proteini, a ne zaostali nekovalentno vezani proteini. Nakon kuhanja
su stijenke isprane u 50 mM K-fosfatnom puferu te u destiliranoj vodi, a zatim su preko no¢i
bile tretirane 30 mM NaOH kako bi se izolirali i kovalentno vezani proteini kao §to je opisano
u poglavlju ,,Materijali i metode. Izolirani proteini razdvojeni su SDS elektroforezom po
Laemmli-u nakon ¢ega su preneseni na nitroceluloznu membranu metodom Western blot te

detektirani antitijelima na —-HA oznaku.
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Rezultati Western blot analize proteina u NaOH ekstraktu, izoliranih iz kvasaca uzgajanih pri
pH4 (Slika 6.), pokazali su da proteinska vrpca postoji jedino u stijenci kvasca u kojem se
eksprimira tzv. A176Scw4 dok vrpci nativnog Scw4 proteina i AVScw4 nema. Poznato je da se
nativni Scw4 protein veze kovalentnim interakcijama te da sadrzi mjesta za djelovanje
proteolitiCkog enzima Kex2 i japsinskih proteaza koji se aktiviraju pri pH4. Kako su proteaze
aktivne, dolazi do procesiranja Scw4 proteina te u stijenci prevladava manja, procesirana forma
proteina, koja se ne veze kovalentno. Stoga su rezultati dobiveni s nativnim oblikom Scw4 u
skladu s prethodno dobivenim rezultatima te ih potvrduju. Nadalje, i u SDS i u NaOH
ekstraktima su vidljive i odgovarajuce razlike u molekulskoj masi nativnog i mutiranih oblika
proteina. Molekulska masa proteina AVScw4 proteina je nesto manja od nativnog Scw4 §to je
oc¢ekivano jer je AVScw4 od nativnog oblika Scw4 proteina krac¢i za samo 16 aminokiselinskih
ostataka. S druge strane, molekulska masa proteina A176Scw4 znatno je razlicita Sto je takoder

u skladu s o¢ekivanjima jer je A176Scw4 manji za 176 aminokiselina.

Rezultati Western blot analize proteina izoliranih iz kvasaca uzgajanih pri pH7 (Slika 7. i
Slika 8.) razlikuju se od onih izoliranih iz kvasaca uzgajanih na pH4. U NaOH ekstraktu pri
pH?7 je vidljiva vrpca nativnog Scw4 proteina dok mutiranih oblika A176Scw4 i AVScw4 nema.
Rezultati dobiveni za nativni oblik Scw4 proteina su u skladu s o¢ekivanjima buduci da pri pH7
Kex2 i japsinske proteaze nisu potpuno aktivne te zbog toga ne dolazi do potpunog procesiranja
nativnog oblika Scw4 proteina pa je u NaOH ekstraktu vidljiva veca, neprocesirana forma.
Analiza molekulskih masa nekovalentno vezanih proteina izoliranih iz kvasaca uzgajanih pri

pH7 pokazala je rezultate jednake onima dobivenim pri pH4.

Usporedbom SDS ekstrakata nativnog oblika Scw4 proteina i mutiranog oblika AVScw4
proteina izoliranih iz kvasaca uzgajanih na razli¢itim pH vrijednostima, vidljivo je da je
intenzitet procesirane i neprocesirane vrpce na pH7 podjednak, dok na pH4 prevladava
procesirana forma Sto je u skladu s ocekivanjima radi djelovanja proteolitickih enzima.
Medutim, u ekstraktima proteina A176Scw4 prisutna je samo jedna vrpca kao rezultat delecije
dijela gena koji kodira za N-terminalni dio proteina u kojem se nalaze mjesta za procesiranje

proteolitickim enzimima Kex2 i japsinskim protazama.
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Prema dobivenim se rezultatima moze pretpostaviti da je za kovalentno povezivanje Scw4
proteina u stani¢nu stijenku kvasca Saccharomyces cerevisiae odgovorna regija koja je po broju
i rasporedu glutaminskih ostataka sli¢na regiji pronadenoj u Pir4 proteinu koja je zasluzna za
njegovo kovalentno povezivanje. Nadalje, moze se zakljuciti da kovalentno vezanje ovisi o pH
vrijednosti buduci da su rezultati dobiveni za nativni oblik Scw4 i A176Scw4 mutant razliciti
ovisno o pH pri kojem je uzgajan kvasac. U daljnjim istrazivanjima potrebno je istraziti koja je
aminokiselina iz AV dijela sekvence odgovorna za kovalentno vezanje te dodatno ispitati

utjecaj pH na mehanizam vezanja.
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6.ZAKLJUCCI



Oblici proteina Scw4 u kojima je deletirano prvih 176 aminokiselina na N-terminalnom kraju
te 16 aminokiselina u sredi$njem dijelu proteina se uspjesno eksprimiraju, transportiraju i vezu

u stani¢nu stijenku kvasca Saccharomyces cerevisiae.

Mutirani oblici proteina Scw4 pokazuju oc¢ekivane razlike u molekulskoj masi u odnosu na

nativni Scw4 protein.

Vrpca AVScw4 proteina nije vidljiva u NaOH ekstraktu proteina stijenki, bez obzira na pH pri
kojem je uzgajan kvasac, $to znaci da deletirana regija osigurava kovalentno povezivanje Scw4

proteina u stani¢nu stijenku kvasca Saccharomyces cerevisiae.

Vrpca A176Scw4 proteina je vidljiva u NaOH ekstraktu proteina stijenki kvasca uzgajanog pri
pH4, dok je nakon uzgoja kvasca pri pH7 nije moguce detektirati. Na osnovu ovog rezultata se
moze pretpostaviti da pH osim na procesiranje Scw4 proteina na neki nacin utjece i na sam

mehanizam kovalentnog vezanja ovog proteina u stijenku.
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