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1. UvVOD
Kvasac Saccharomyces cerevisiae je jednostanicni eukariotski organizam, a neki molekularni

mehanizmi koji se odvijaju u kvascu slicni su onima koji se deSavaju u visih eukariota.
Odlikuje ga kratko generacijsko vrijeme te se s njime lako rukuje u laboratoriju, a poznat mu
je i istrazen Citav genom zbog cega je idealan modelni organizam za primjenu metoda
genetickog inZenjerstva. Kvasceve stanice sadrze stani¢nu stijenku koja je ekstracelularna
organela i predstavlja prvi kontakt stanice kvasca s okolinom. Stanicna stijenka daje stanici
¢vrstocu, oblik i doprinosi osmotskoj stabilnosti. Gradena je od B-1,3-glukana, B-1,6-glukana,
hitina te proteina koji su uklopljeni u glukansku mrezu (Fleet, 1991). Prilikom prelaska
stanica kvasca iz jednog zivotnog ciklusa u drugi, primjerice iz mitoze u mejozu, dolazi do
znacajnih promjena u stanicnoj stijenci. Mitoza je jedan od nacina razmnozavanja kvascevih
stanica, to je nespolna dioba kojom nastaju pupovi iz kojih se razvijaju nove stanice kvasca.
Uslijed nepovoljnih uvjeta u kojima se kvasac moze zateéi (npr. nedostatak nekih nutrijenata)
on prelazi na drugi nacin razmnozavanja, mejozu. Mejoza je spolna dioba u kojoj kvasac
sporulira odnosno proizvodi spore u askusu i u tom obliku prezivljava nepovoljne uvijete.
Tijekom prelaska stanica kvasca iz mitoze u mejozu mijenja se struktura stijenke i sastav
glukanske mreze (Herskowitz, 1988). Zbog toga su neki proteini prisutni u stijenci i tijekom
mitoze, mejoze i sporulacije, a neki nisu. Protein Ncw2 sudjeluje u organizaciji B-1,6-glukana,
dio je glukanske mreze koja izgraduje stani¢nu stijenku (Elsztein i sur., 2016), a bududi da se
stijenka mijenja prelaskom stanice kvasca iz mitoze u mejozu postavlja se pitanje je li protein
Ncw?2 prisutan u stijenci te koja bi bila njegova uloga tijekom ovih procesa zivotnog ciklusa
kvasca. Cilj ovoga rada bio je ispitati ekspresiju proteina u mejozi i sporulaciji. Provedeno je
oznacavanje proteina umetanjem hemaglutininske sekvence iza gena koji kodira za taj
protein. Umetanje hemaglutininske sekvence jedna je od metoda za oznacavanje kvascevih
gena (Janke i sur, 2004). Svrha oznacavanja bilo je lakSe pracenje oznacenog proteina
tijekom izolacija kao i provjera njegove prisutnosti tijekom mejoze i sporulacije. Proteini
mogu biti vezani za stani¢nu stijenku nekovaletno i kovalentno. Nekovalentno vezani proteini
izoliraju se vru¢im SDS-om (Mrsa i sur,, 1997), a kovaletno vezani proteini se mogu izolirati
razliCitim glukanazama te ekstrakcijom pomocu 30mM NaOH (Valentin i sur, 1984; Mrsa i
Tanner, 1999; Montijn i sur,, 1994). Nije poznato je li protein Ncw2 vezan nekovalentno ili
kovalentno pa se izolacijom oznacenog proteina iz stijenke na 3 nacina, tretmanom s

glukanazom, vru¢im SDS-om i 30mM NaOH, ujedno ispitivao mogudi tip vezanija.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kvasac S. cerevisiae

Kvasac S. cerevisiae jednostaniCni je eukariotski organizam koji pripada carstvu fungi.
Njegova svestrana uporaba duga je nekoliko tisu¢a godina i tijekom tog perioda se znacajno
mijenjala. Danas se koristi u industriji hrane i pi¢a zbog moguénosti fermentacije Se¢era u
alkohol, farmaceutskoj industriji te u relativno mladoj inzenjerskoj znanosti, biotehnologiji
(Ostergaard i sur, 2000). Razlog primjenjivosti kvasca u biotehnologiji i genetickom
inzenjerstvu ocCituje se u njegovoj osjetljivosti na genetske modifikacije primjenom
tehnologije rekombinantne DNA. Dodatne prednosti su poznata genomska sekvenca kvasca,
visoka efikasnost transformacije, kratko generacijsko vrijeme i niska cijena uzgoja. Danas,
vecinu toga Sto je poznato o strukturi, organizaciji i funkciji eukariotske stanice omogucéeno
je istrazivanjem na kvascu S. cerevisiae koji predstavlja modelni organizam Siroko koriSten za
proucavanje starenja, regulacije ekspresije gena, prijenosa signala, stani¢nog ciklusa,
metabolizma, apoptoze i mnogih drugih bioloskih procesa koji se odvijaju u stanici (Karathia i
sur,, 2011). Provode se mnogobrojne usporedne studije slinosti mehanizama stanicnih
procesa kvasca s drugim organizmima na temelju ¢ega se validira u kojoj mjeri mehanizmi
odvijanja procesa u drugim organizmima odgovaraju onima u kvascu. Prva izvieséa o
povrSinskom sadrzaju stanica dobivena su istrazivanjima na filamentoznim fag proteinima
(Smith, 1985) te proteinima membrane Escherichia coli (Charbit i sur, 1986). Danas je
kvasac S. cerevisiae gotovo potpuno zamijenio ,neeukariotske™ organizme kao Sto je £. coliu
istrazivanjima povrsinskih slojeva stanica, ukljucujuéi proteine membrane i stijenke. Mnogi
stanini procesi kao Sto su proteoliza, procesiranje mRNA molekula, smatanje proteina,
glikozilacija te disulfidna izomerizacija prikladnije su za istrazivanje koriste¢i eukariotski

organizam kao Sto je kvasac nego prokariotske organizme.
2.2. Zivotni ciklus kvasca

Zivotni ciklus kvasca ¢ine dva razli¢ita procesa. Jedan je nespolno razmnoZavanje, mitoticka
dioba kojom iz jedne stanice majke nastaju dvije identicne stanice kéeri, koji se joS naziva i
pupanje jer su te stanice kceri zapravo pupovi iz kojih se razvijaju nove stanice kvasca. Ovom
tipu razmnozavanja podlijezu haploidne i diploidne stanice u povoljnim uvjetima koji
ukljucuju dovoljno kisika i nutrijenata te optimalnu temperaturu. Mehanizam je takav da se
broj kromosoma haploidne stanice u S fazi ciklusa udvostruci i raspodijeli izmedu dvije
stanice kceri (Pringle i Hartwell, 1981). Osim S faze stanicni ciklus ukljucuje G1, G2 i M fazu.

U G1 fazi kvasCeva stanica raste i povecava svoj volumen, u S fazi dolazi do replikacije DNA



molekule tj. udvostrucavanja broja kromosoma, G2 faza ukljuCuje daljnji rast i pripremu
stanice za mitozu i citokinezu, a M faza (mitoza) kao posljednja u nizu rezultira dvjema
zasebnim stanicama. Mitozu obiljezava kariokineza i citokineza odnosno dioba jezgre i
citoplazme (O’Connor, 2008). Stanice kvasca mogu biti a i alfa tipa parenja. Te su stanice
haploidne i njihovim parenjem nastaje stanica a/alfa tipa parenja koja je diploidna stanica te
tada moze uéi u proces spolnog razmnozavanja, mejozu (Herskowitz, 1988). Mejoza nastupa
kada je kvasac okolisShim stimuliranjem odnosno uklanjanjem nekih faktora kao Sto su izvor
ugljika ili dusika u stanju 'gladovanja'. Nedostatak nutrijenata rezultira proizvodnjom cetiriju
haploidnih spora koje su omotane u formu koja se naziva askus (Herskowitz, 1988). Na taj
nacin kvasac prezivljava nepovoljne uvjete, a kada ponovno nastupe povoljni, dolazi do
razgradnje askusa te iz spora koje su haploidnog tipa ponovno nastaju novi kvasci mitozom i
ciklus se ponavlja. Generacijsko vrijeme potrebno da se broj kvascevih stanica udvostruci
ovim nacinom razmnozavanja iznosi oko 100 minuta (Herskowitz, 1988). Mejoza je kljucan
dogadaj spolnog zivota eukariota, a studije upucuju na slicne mehanizme odvijanja mejoze u
kvascu i viSim eukariotima. Zbog te Cinjenice kao i drugih poznatih Cinjenica o kvascu kao sto
su kratko generacijsko vrijeme, jednostavnost repliciranja i izolacije mutanata te potpuno
istrazen genom, kvasac je idealan organizam za bioloske studije primjenjujuéi tehnike

genetickog inzenjerstva (Sherman, 1991).
2.3. Stanicna stijenka

Stanicna stijenka kvasca kompleksna je izvanstani¢na struktura i podrucje je interesa brojnih
znanstvenika jer joS mnogo toga o njoj nije razjasnjeno (Fleet, 1991; Klis, 1994; Stratford,
1994). Stijenka odreduje morfoloske karakteristike kvasca kao Sto su oblik i ¢vrstoca te
doprinosi integritetu stanice tijekom stani¢nog rasta, dijeljenja i stresnih okoliSnih uvijeta
(Lesage i Bussey, 2006). Kvasceve stanice mogu podnijeti visoke osmotske tlakove
zahvaljujuéi Cvrstoéi stijenke (Tepari¢ i MrSa, 1997). Sinteza, odrZavanje i pregradnja ove
sloZene strukture zahtijevaju set razliCitih sintaza, hidrolaza i transglikozidaza Cije uskladene
aktivnosti osiguravaju potrebnu cvrstocu, ali u isto vrijeme fleksibilnost stani¢ne stijenke.
Stanicna stijenka se u pravilu sastoji od oko 85% polisaharida i 15% proteina (Nguyen i sur.
1998), a njihova relativna koli¢ina moze varirati ovisno o uvjetima i fazi rasta, soju kvasca i
okolisnim uvjetima. 20% suhe mase kvasca S. cereivisiae Cini staniCna stijenka koja se sastoji
od oko 50% B-1,3-glukana, 5% B-1,6-glukana, 35% manana i 1-2% hitina, a preostali dio
suhe mase cine manoproteini (Fleet, 1991). Manoproteini su ugradeni s vanjske, a glukan s
unutarnje strane plazmatske membrane (Osumi 1998, 2012; Yamaguchi i sur, 2011).

Navedene komponente stijenke slikovito su prikazane na slici 1. Najzastupljeniji polisaharid



stijenke je glukan koji sluzi kao sidrena skupina za proteine stani¢ne stijenke i doprinosi
osmotskoj stabilnosti. Glukanska mreza sastoji se od B-1,3-glukan i B-1,6-glukana. B-1,3-
glukan razgranati je polimer koji se sastoji od 1500 glukoznih jedinica s B-1,6-medulancanim
vezama na kojima se nalazi 50 glukoznih jedinica. Vezan je kovalentno na druge komponente
stijenke. Svojim je nereducirajuéim krajem vezan na reducirajuéi kraj hitina i slabom
alkalnom vezom za O-glikozilirane manoproteine. Takav nacin vezanja smanjuje propusnost
B-1,3-glukana i ucvrscuje stijenku u stresnim uvjetima (Popolo i sur. 1997, Osmond i sur.
1999). Amorfne strukture molekula B-1,6-glukana nesto su manje zastupljene u stijenci od B-
1,3-glukana, djeluju kao ljepilo vezanjem na B-1,3-glukan, hitin te manoproteine kovalentnim
kriznim vezama. B-1,6-glukan se sastoji od 130 glukoznih ostataka s razgranatom okosnicom
koja je B-1,6 glikozidnom vezom bocnim ograncima povezana s glukoznim ostacima (Orlean i
sur.,, 2012) sto je katalizirano UDP ovisnim enzimom B-1,6-glukan sintaze. Hitin je linearni
polimer graden od oko 110 N-acetilglukozamina povezanih B-1,4-glikozidnom vezom i
njegova koli¢ina varira ovisno o uvjetima rasta. Formira mikrofibrile koje se stabiliziraju
vodikovim vezama. Hitina u usporedbi s drugim polisaharidima u stani¢noj stijenci ima
najmanje, a koncentriran je u pupovima i septumu. Duljina linearnih lanaca hitina u stijenci i
pupovima je procijenjena izmedu 100 i 190 N-acetilglukozaminskih ostataka (Kang i sur.,
1984). Reducirajudi krajevi hitina vezani su za nereducirajuce krajeve B-1,3-glukana i 8-1,6-
glukana (Kollar i sur,, 1995). Hitin je kristalne strukture i time pridonosi otpornosti istezanju
stanicne stijenke. Hitin tijekom pupanja ucvrS¢uje vrat pupa i kreira primarnu pregradu
izmedu stanice majke i stanice kéeri (Roncero i Sanchez 2010; Bi i Park 2012). Manan je
polimer koji se sastoji od jedinica manoze, a vezuje se za proteine u procesima O- i N
glikozilacije stvarajuci kemijski inertni vanjski Stit koji osigurava poroznost stanicne stijenke.
Vezanje manana na proteine je postsintetska modifikacija koja odreduje krajnju ulogu i

lokalizaciju proteina.



Glikoproteini ..‘ Hitin

B-1,3-glukan

f.. B-1,6-glukan f. Manan

Slika 1. Shematski prikaz grade stani¢ne stijenke kvasca S.cerevisiae (Geoghegan i sur.,
2017)

2.3.1. Proteini stanicne stijenke

Vedina proteina stani¢ne stijenke nalazi se u formi manoproteina kojih je u stijenci
identificirano 20ak, a vecini je uloga jo$ uvijek nepoznata (Mrsa i sur, 1999). Vecina ovih
proteina sudjeluju u izgradnji, odrZzavanju i reorganizaciji polisaharidne mreze, najvise
glukana, doprinose hidrofobnosti stijenke te sudjeluju u procesima flokulacije i aglutinacije
(Verstrepen i sur,, 2003). Manoproteini podlijezu O- i N glikozilaciji. N-glikozilacija ukljucuje
vezanje oligosaharida N-glikozidnom vezom, izmedu N-acetil glukozamina i asparaginskog
ostatka proteina (Dean, 1999). Proces N-glikozilacije odvija se u endoplazmatskom
retikulumu dok se O-glikozilacija odvija u Golgijevom tijelu (Dempski i Imperiali, 2002). O-
glikozilirani proteini sadrze manozu vezanu a-manozil vezom na hidroksilirane bo¢ne ogranke
serinskih i treoninskih ostataka (Sentandreu i Northcote, 1968). Uloga O-manoziliranih
proteina je jacanje strukture stijenke (Strahl-Bolsinger i sur., 1999). Glikozilacija kovalentno
vezanih manoproteina doprinosi njihovoj ulozi u procesima zadrzavanja vode, adheziji te

virulenciji (De Groot i sur., 2005). Mutacije u procesima glikozilacije rezultiraju fenotipom koji



se odrazava preosjetljivos¢u na stres i okoliSne uvjete. Prema nacinu kojim su proteini
usidreni u stijenci postoje tri grupe proteina. Prva grupa obuhvaca proteine koji su za
komponente stanicne stijenke vezani nekovalentno. To su Scw (Solubile Cell Wall Protein)
proteini i vezani su za B-1,3-glukan. Druga grupa obuhvaca kovalentno vezane proteine
preko B-1,6-glukana na B-1,3-glukan, a nazivaju se GPI proteini prema glikozil-
fosfatidilinozitolnom sidru na C terminusu preko kojega se vezu za glukansku mrezu (Montijn
i sur.,, 1994; MrsSa i sur., 1997). Tre¢u grupu cine proteini vezani esterskom vezom za B-1,3-
glukan i nazivaju se Pir proteinima koji su dobili naziv prema ponavljajuéim regijama na N
terminalnom kraju (Pir - Protein with internal repeats) (Mrsa i sur., 1997; Toh-E i sur., 1993).
Sekvencioniranjem N terminalnog kraja tih proteina pokazalo se da pocinju sa homolognom

sekvencom Sto je ukazivalo da bi mogli pripadati istoj porodici proteina.

2.3.2. Nekovaletno vezani proteini

Dva su nacina izolacije nekovalentno vezanih proteina iz stanicne stijenke. Jedan nacin je
izolacija zagrijavanjem na temperaturi izmedu 95-110°C tijekom 5-10 minuta u otopini SDS-a
uz dodatak B-merkaptoetanola (Mrsa i sur, 1997.), a drugi podvrgavanje stanica tretmanu s
2 mM ditiotreitolom tijekom nekoliko sati. Na ove nacine se izoliraju i proteini vezani
disulfidnim vezama, Sto je potvrdeno analizom ekstrakata (Cappellaro i sur, 1998).
Nekovalentno vezani proteini su u pravilu ravhomjerno rasporedeni u stanicnoj stijenci i
vecinom O-glikozilirani (Cappellaro i sur., 1998) te Cine 80% svih manoproteina. Jedan od
proteina ove skupine kojemu je prvom razjasnjena primarna struktura jest Bgl2 (Klebl i
Tanner, 1989) koji pokazuje endoglukanaznu i transglukanaznu aktivnost (Goldman i sur,
1995.) te homologiju s tri Scw proteina, Scw4p, ScwlOp i Scwllp. Zbog toga se
pretpostavlja da Scw proteini imaju ulogu u remodeliranju glukana, iako to jos nije dokazano
in vitro (Tepari¢ i sur., 2010). Bgl2 katalizira reakciju vezanja nereducirajuceg kraja B-1,3-
glukana na reducirajuci kraj B-1,6-glukana. To pokazuje da bi mogao imati ulogu u uvodenju
B-1,6-veza koje uzrokuju grananja B-1,3-glukana. Kod mutanata bg/2 je uoena povecana
sinteza hitina i preosjetljivost na tretman zimolijazom, Congo Red-om, Calcofluor White-om
te smanjenja stopa prezivljenja u odnosu na divlji tip (Lagorce i sur, 2003; Teparic i sur.,
2004). Scw proteini su akumulirani u stani¢noj stijenci i izvanstanicnom prostoru (Kalebina i
sur., 2003). Scw4 i Scw10 prvi su detektirani od svih nekovalentno vezanih proteina izoliranih
SDS-om (Cappellaro i sur,, 1998). Ovi proteini mogu biti i kovaletno vezani za stijenku te se
izolirati iz stijenke 30mM NaOH, postupkom koji je inaCe karakteristiCan za Pir proteine
(Tepari¢, i sur., 2010; Yin i sur., 2005). Dijele 63% identicnih aminokiselina i sadrZze mjesto za

procesiranje proteazom Kex2, te su vjerojatni funkcionalni homolozi (R. Tepari¢ i Mrsa,
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2013). Mutanti scw4 i scw10 nisu pokazivali znacajne promjene u fenotipu (Cappellaro i sur,,
1998; Sestak i sur., 2004). Kod dvostrukog mutanta (scw4scwi10) uoCena je smanjena stopa
rasta, efikasnost parenja te sposobnost prezivljenja (Cappellaro i sur., 1998; Renata Teparic i
sur.,, 2004). Nadalje, u dvostrukom mutantu je doslo do povecanja koncentracije hitina i
glukana te hiperosjetljivosti na spojeve Congo Red i Calcoflour White u odnosu na divlji tip
(Cappellaro i sur., 1998; Sestak i sur., 2004). To je jos jedna potvrda o slicnosti proteina Scw4
i Scw10 s glukanazama i transglukanazama (éestak i sur, 2004). U tablici 1. su popisani
nekovalentno vezani Scw proteini s pripadajuéim funkcijama i njihovoj veli¢ini u stani¢noj
stijenci.

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

Scw-protein Funkcija Velicina (kDa)
Scw2p Hitinaza 116

Scw3p Homolog glukanazama 95

Scw4p Homolog glukanazama 66

Scw6p Egzoglukanaza 44

Scw8p Nepoznata 41

Scw9p Endoglukanaza 29

Scw10p Homolog glukanazama 66

Scwllp Homolog glukanazama 78

2.3.3. Kovalentno vezani proteini

Proteini koji zaostanu nakon tretmana vrué¢im SDS-om i ditiotreitolom u pravilu su kovalentno
vezani. Mogu se izolirati liziranjem stanica primjenom razliCitih glukanaza kao Sto je
zimolijaza ili laminarinaza (Valentin i sur., 1984; Montijn i sur., 1994). Na taj nacin se izoliraju
GPI proteini vezani sidrom za B-1,6-glukan koje je zaostalo uslijed prijenosa proteina iz
plazmatske membrane u stani¢nu stijenku (Lu i sur., 1994; Kapteyn i sur., 1996; Kollar i sur,,
1997). Druga grupa kovalentno vezanih proteina jesu Pir proteini koji se izoliraju iz stijenke
uz pomo¢ 30mM NaOH (MrsSa i Tanner, 1999), a to su: Ccw6, Cccw?, Ccw8 i Ccw5/Ccwill
(Ccw - Covalently bound cell wall proteins). Fizioloska uloga ovih proteina stanicne stijenke
joS nije u potpunosti razjasnjena, no primjerice delecija gena koji kodiraju za Pir proteine Cini
stanicu osmotski nestabilnom, osjetljivom na toplinu (Toh-E i sur., 1993) i agense kao Sto su
osmotin (Yun i sur., 1997) te Calcofluor White i Congo Red (Mrsa i Tanner, 1999). S druge
strane GPI proteini su manje viSe konzervirani u stanicama kvasca u usporedbi s drugim Pir i
Scw proteinima pa se smatra da je njihova izloZzenost na povrsini stanice esencijalna te bi iz

toga mogla proizlaziti i njihova uloga u procesima flokulacije i aglutinacije (Latgé, 2007).



2.3.4. GPI proteini

Na temelju brojnih studija 20-og stoljeca vezanje proteina preko glikozil-fosfatidilinozitolnog
sidra utvrdeno je kao jedinstveni nacin vezanja proteina na plazmatsku membranu (Ovalle R i
sur., 1998; De Sampaio i sur.,, 1999; Ikezawa, 2001). Neki GPI proteini ostaju stalno vezani za
plazmatsku membranu dok se vecina njih podvrgava daljnjem procesiranju i kovalentnom
vezanju na glukan stanicne stijenke (Gonzalez i sur., 2009). Procjenjuje se da se u stanicnoj
stijenci nalazi oko 60 GPI proteina od kojih neki imaju ulogu u odrZavanju cjelovitosti
strukture i oblika stijenke dok pospjesuju stani¢nu adheziju (Lesage i Bussey, 2006). Jezgru
sidra strukturalno ¢ini kompleks glikofosfolipida. Sidro se sastoji se od etanolamin fosfata,
trimanozida, glukozamina i inozitol fosfolipida, a posttranslacijski se veze za C terminalnu
karboksilnu skupinu proteina (Ikezawa, 2002). U eukariotskim stanicama biosinteza
prekursora sidra i vezanje sidra na C terminalnu karboksilnu skupinu odvijaju se u
endoplazmatskom retikulumu uz komples GPI transamidaza (Ohishi i sur,, 2001). Reakcija
sinteze GPI proteina u endoplazmatskom retikulumu obuhvaca 12 koraka i simultano
djelovanje 23 gena. Posljedica vezanja proteina putem sidra je moguénost njihove izolacije
nizom razli¢itih endoglukanaza, kao Sto su laminarinaza ili zimolijaza (Gonzalez i sur., 2009).
Dokazano je da delecija vise GPI proteina (Ccw12p,Ccw13p, Ccwi14p, Tiplp i Cwplp) dovodi
do smanjenja osmotske stabilnosti. Nekoliko GPI proteina ima enzimsku ulogu, djeluju kao
fosfolipaze PIb1-PIb3 ili aspartil proteaze Yps1-Yps3 i Yps6, dok ostali posjeduju strukturnu
ulogu (Yun i sur.,, 1997). GPI proteini imaju enzimsku ulogu u stvaranju i cijepanju glikozidnih
veza tijekom Zivotnog ciklusa stanice kvasca Sto utjeCe na procese formiranja pupova,
diferencijacije stanica i parenja. Takva glukan remodeliraju¢a aktivnost je utvrdena za Gas1p
koji pokazuje transglukozidaznu aktivnost. Gas1p protein vazan je manoprotein koji sudjeluje
u izgradnji i morfogenezi stanicne stijenke (Conzelmann i sur, 1988; Nuoffer i sur, 1991).
Osim njega za sve proteine GAS porodice kao i za Egt2p, Crhlp, Crh2 se pretpostavlja da
imaju glukan remodelirajucu ulogu. Mnogi GPI proteini su izlozeni na povrsini stanic¢ne
stijenke i svojim domenama doprinose stanicnoj adheziji stvaranjem biofilma. To su flokulini
Flol, Flo5, Flo9 i Flo1l1, seksualni aglutinini Sagl i Agal te proteini semipauperin obitelji
(Tirl-Tir4, Tip1, Dan1, Dan4) i svi oni imaju ulogu u flokulaciji (Verstrepen i sur., 2003). Sirok
raspon GPI-usidrenih proteina u stani¢noj stijenci naznacuje da su funkcionalno raznoliki,
ponasaju se kao hidroliticki enzimi, adhezijske molekule, regulatori komplementarnih

proteina, receptori, itd.



2.3.5. Pir proteini

Pir proteini su druga grupa kovaletno vezanih proteina stanicne stijeke. Nacin na koji su Pir
proteini kovalentno vezani u stani¢nu stijenku obuhvadajuci dva mjesta vezanja razlikuje se
od nacina vezanja drugih usidrenih proteina. Jedno mijesto vezanja je ponavljaju¢om
sekvencom na N terminusu stvarajuci estersku vezu s B-1,3-glukozom (Yang i sur, 2014).
Drugo mjesto vezanja je disulfidnim mostovima preko cisteinskih ostataka na C terminusu. C
terminus karakteriziraju Cetiri cisteinska ostatka na fiksnim pozicijama Cys-66aaCys-16aa-
Cys-12aa-Cys-COOH (Abe 2003; Toh-E i sur, 1993). Pretpostavlja se da je barem jedno
mjesto vezanja potrebno za ugradivanje Pir proteina u stijenku (Castillo i sur., 2003). Pir
proteine karakterizira sekvenca od 19 ponavljajuéih aminokiselina s osam konzerviranih
ostataka (S, Q, D, G, Q, Q, A, i T) na N terminusu po kojoj su dobili ime. Nakon izolacije
proteina i usporedbe njihovih N-terminalnih sekvenci u bazi podataka kvascevih proteina
pokazalo se da se Pir obitelj sastoji od Cetiri proteina kodiranih pripadajuéim genima:
Pirlp/CCW6p, Pir2p/HSP150p/CCW7p, Pir3p/CCW8p, i Pirdp/CCW5p/ CCW11p/Cis3p (Mrsa i
sur.,, 1997; Yin i sur,, 2005; van der Vaart i sur.,, 1995; Russo i sur,, 1992; Castillo i sur., 2003;
De Groot i sur., 2005; Toh-E i sur, 1993). Ti proteini dijele zajednicku homologiju i posjeduju
signalni peptid, propeptid koji se procesira s proteazom Kex2 (Mrsa i sur,, 1999) u Golgijevom
aparatu. Pir proteini sadrze hidroksilirane aminokiseline od kojih je vecina O-glikozilirana
(Mrsa i sur., 1997). Uloga ovih proteina nije sasvim nepoznata, primjerice delecijom gena koji
kodiraju za proteine Ccw5/Ccwl1l, Ccw6, Ccw7 i Ccw8 dolazi do promjena morfoloskih
karakteristika stijenke, nepravilnog rasta i oblika te povecane osjetljivosti na inhibitore koji

utjeCu na sintezu stanicne stijenke (Mrsa i sur., 1997).

2.4. Ncw2 protein

U kvascu S. cerevisiae zabiljezeno je visSe od 20 gena koji kodiraju za proteine stanicne
stijenke (CWPs tj. Cell Wall Proteins), a njihova koordinirana ekspresija predstavlja temeljni
korak izgradnje funkcionalne stanicne stijenke (Boorsma i sur,, 2004; Lagorce i sur., 2003;
Nobel i sur, 2000). Ukoliko dode do narusavanja integriteta stijenke dolazi do pojacane
ekspresije gena koji kodiraju za proteine stani¢ne stijenke (CWP) Sto pokazuje da bi ti geni
mogli imati regulatorni utjecaj na odrzavanje njenog integriteta (Boorsma i sur, 2004).
Regulacija tih gena kontrolirana je PKC-SLT2 mehanizmom stani¢nog integriteta (CWI Cell
Wall Integrity) (Boorsma i sur, 2004; Elsztein i sur, 2011; Nobel i sur, 2000). Utjecaj
antifungalnog agensa poliheksametilen biguanida (PHMB) uzrokuje promjene u ekspresiji
gena koji kodiraju za proteine stanicne stijenke (Elsztein i sur, 2011). PHMB je kationski



polimer koji oStecuje stani¢nu stijenku kvasca, a za Ciji su popravak odgovorni mehanizmi
slt2p-PKC/CWI (Elsztein i sur.,2011; Elsztein i sur,, 2008). PHMB izravno utjece i na protein
Ncw2 (Novel Cell Wall protein) koji je jedan od CWP proteina Ciji je tip vezanja za stanicnu
stijenku nepoznat kao i njegova fizioloska uloga (Elsztein i sur., 2016). Pretpostavlja se da je
za membranu vezan GPI sidrom (Terashima i sur, 2000). Postoje neizravni dokazi o
ukljucenosti ovog proteina u biogenezu i odrzavanje cjelovitosti stani¢ne stijenke (Lagorce i
sur., 2003). Delecijom gena NCWZ2i izlaganjem mutanata spojevima Calcuflour White i Congo
Red nije se promijenila stopa rasta stanica kvasca u odnosu na divlji tip kvasca, pokazujuci
da protein Ncw?2 nije zasluzan za toleranciju na ove spojeve (Elsztein i sur., 2016). S druge
strane, izlaganjem kvasaca spoju PHMB doslo je do sedmerosturkog povecanja ekspresije
gena NCWZ2 (Elsztein i sur., 2016.). Izlaganjem mutanata spoju PHMB izazvalo je 47% manju
stopu rasta stanica kvasca u odnosu na divlji tip kvasca. Pojacana ekspresija uocena je
izlaganjem mutanata zimolijazi, a smanjena izlaganjem etanolu, H,0O,, ditioetriolu (Gasch i
sur., 2000) i sumpornoj kiselina (De Lucerna i sur., 2012). Prekomjerna ekspresija proteina
Ncw?2 je zabiljezena u stanicama s deletiranim CWI genima GAS1, MNN9Y, FKS1, KNR4 i KRE6
(Terashima i sur, 2000). Ovo otkri¢e istiCe da je protein uz mehanizam slt2p-PKC /CWI
djelomicno zasluzan za toleranciju stanica kvasca na PHMB, a mozebitno i dio CWI regulona
odnosno da protein ima ulogu u odrzavanju integriteta stanicne stijenke (Elsztein i sur.,
2016). Stanice mutanta ncwZ su otpornije na tretman zimolijazom u usporedbi sa stanicama
divljeg tipa. Zimolijaza je kompleksna mjeSavina enzima s B-1,3-glukanaznom aktivnosti
(Ovalle R i sur, 1998), a povecana otpornost na taj spoj ukazuje na promjene u strukturi
glukanske mreze. Sli¢énu otpornost na tretman zimolijazom pokazuju i GPI proteini kojima su
mutirani geni GAS1, GAS3 i TOS1. GASI / GAS3 kodiraju za B-1,3-glukanoziltransferaze koje
stvaraju B-1,3-glukanske veze (Orlean i sur, 2012), a 70S1 kodira za kovalentno vezan
protein joS nepoznate funkcije. Ovi dokazi vode hipotezi da slicno mutantima gasi i gas3,
mutant ncw2 uzrokuje redukciju B-1,3-glukanske mreze Sto rezultira vecoj toleranciji
mutanata na tretman zimolijazom (Lussier i sur, 1997; Elsztein i sur, 2016). Uz sve
navedeno smatra se da protein Ncw2 sudjeluje u organizaciji B-glukanske mreze, a
esencijalan je u popravku i toleranciji na ostecenja nastala na stijenci izazvana utjecajem

PHMB i njime povezanim spojevima (Elsztein i sur., 2016).

2.5. Western blot metoda

Western blot ili imunoblot Siroko je koriStena analiticka metoda u podruéjima kao Sto su
molekularna biologija, imunogenetika, kemija, biokemija i dr, za otkrivanje i analizu

specificnih proteina u uzorku tkiva ili ekstrakata (Towbin i Staehlin, 1979). Western blot
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metoda temeljena je na principu Southern blot metode, a razlika izmedu dviju metoda je u
molekulama koje se detektiraju i analiziraju (Burnette, 1981). Metodom Southern blot
detektiraju se DNA molekule, a Western blotom proteini. Razvijena je 1979. godine od strane
Harry Towbina u institutu Friedrich Miescher u évicarskoj (Towbin i Staehlin, 1979).
Zahvaljujuéi Western blotu, znanstvenici su u mogucnosti identificirati specificne proteine iz
slozene mjeSavine proteina ekstrahiranih iz stanica. Tri su glavna koraka tehnike: (1)
razdvajanje proteina po velicini (2) prijenos na ¢&vrstu podlogu (npr. nitroceluloznu
membranu) (3) obiljezavanje ciljnog proteina upotrebom odgovarajuéeg primarnog i
sekundarnog antitijela za vizualizaciju (Mahmood i Yang, 2012). Prvi korak koji ukljucuje
razdvajanje proteina po veli¢ini moze se provesti gel elektroforezom. Na ovaj nac¢in mogu se
razdvojiti denaturirani proteini uz SDS-PAGE elektroforezu (SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis) ili nativni proteini prema 3-D strukturi. SDS-PAGE elektroforeza vrsta je
proteinske gel elektroforeze gdje se prethodno denaturirane proteine uranja u SDS pufer
¢ime postaju negativno nabijeni te se u polakrilamidnom gelu razdvajaju na temelju mase
(Renart i sur, 1979; Towbin i sur, 1979). Opcenito se proteini gel elektroforezom mogu
razdvojiti prema izoelektrinoj tocki, naboju, molekularnoj masi ili kombinacijom ovih
¢imbenika, a nacin razdvajanja ovisi o prethodnom tretiranju uzorka i vrsti gela za
elektroforezu (Kurien i Scofield, 2009). Sljedeéi korak je prijenos razdvojenih proteina s gela
na cvrstu podlogu, najéesce je ta podloga nitrocelulozna membrana, ali moze biti i
polivinildien difluorid membrana (PVDF). Transfer proteina s gela na membranu obavljao se
kapilarnim prijenosom, ali danas je gotovo u potpunosti zamijenjen koristenjem elektri¢ne
struje (Harper i Speicher, 2005). Ucinkovitost prijenosa proteina s gela na membranu moze
se provjeriti bojanjem membrane s bojama Coomassie Brilliant Blue ili Ponceau S (Corley,
2005). Na membranu se potom nanosi primarno antitijelo koje se veze s ciljanim proteinom.
Nakon primarnog dodaje se sekundarno antitijelo koje moze biti radioaktivno oznaceno ili
konjugirano s fluoresceinom ili peroksidazom te tako reagirati sa specificnim dijelom
primarnog antitijela tvoreéi produkt imunoloske reakcije. Na taj se nacin specificno oznaceni
protein moze detektirati autoradiografiom, UV svjetlom ili reakcijskim produktom
peroksidaze uz pomo¢ fotosenzibilnog filma ili kamere. Ovime je omogucéena istovremena
detekcija proteina i kvantifikacija njegove ekspresije (Mahmood i Yang, 2012; Towbin i
Staehlin, 1979).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije i enzimi

Agar: Liofilchem (Conyers, SAD)

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

Kvascev ekstrakt: Biolife (Milano, Italija)

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

Tag DNA polimeraza, sve restrikcijske endonukleaze — New England Biolabs (SAD)
Pufer za lancanu reakciju polimerazom (PCR), deoksiribonukleotidi, standardi za DNA
elektroforezu - Fermentas, Thermo Fischer Scientific (Waltham, SAD)

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

Amonijev persulfat, N, N' metilenbisakrilamid, Triton X-100 — Fluka (Buchs, Svedska)
N, N, N°, N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), Ponceau S (PEG 4000) - Serva
(Heidelberg, Njemacka)

Anti-HA-peroksidaza antitijela, higromicin B - Roche Diagnostics GmbH (Penzberg,
Njemacka)

ECL - otopine za razvijanje imunoblota, albumin govedeg seruma (BSA) — (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, SAD)

Glukoza — Gram Mol (Zagreb, Hrvatska)

Sve ostale kemikalije krutog agregatnog stanja koje su koriStene pri eksperimentalnom
radu nabavljene su od proizvodaca Acros Organics, Thermo Fisher Scientific (Waltham,

SAD), dok su kiseline i alkoholi nabavljeni od proizvodaca Carlo Erba (Milano, Italija).

3.1.2. Otopine i puferi

Litjev acetat (0,2 mol/L): pripravlja se otapanjem 1,02 g litijevog acetata u
deioniziranoj vodi, a konacni volumen otopine iznosi 50 ml. Otopina se sterilizira
filtracijom i Cuva na 4°C.

50 x koncentrirani pufer TAE (2 mol/L Tris; 1 mol/L ocetene kiseline; 50 mmol/L
EDTA): potrebno je otopiti 242 g u 600 ml deionizirane vode, dodati 57,1 ml ledene
octene kiseline i 100 ml 0,5 mol/L EDTA (ph=8). Naposljetku se dodatkom

deionizirane vode konacni volumen otopine podesi na 1L.
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e Otopina etidijevog bromida za vizualizaciju DNA (0,5 mg/mL): osnovna otopina
etidijevog bromida (5 g/L) razrijedi se u omjeru 1:10000. Otopine je potrebno Cuvati
u tamnoj boci pri 4 °C.

e K-fosfatni pufer (50 mmol/L): 4,128 g K,HPO, i 0,177 g KH,PO, otope se u
deioniziranoj vodi, a konacni volumen iznosi 250 ml.

e Laemmli pufer (0,03 g/ml; 3,8 g/L EDTA; 9,1 g/ml SDS; 0,4 ml/ml glicerol; 0,25 ml/ml
B-merkaptoetanola i 1,25 mg brom-fenol plavo. Volumen otopine se potom podesi na
25 ml dodatkom deionizirane vode.

e 10x koncentrirani pufer za elektroforetsko razdvajanje proteina (30 g/L Tris; 144 g/L
glicin; 10 g/L SDS): Priprema se otapanjem 30 g TRIS, 144 g glicina i 10 g SDS u
1000 ml deionizirane vode.

e Na-karbonatni pufer (1 g/L NaHCOs;; 0,33 g/L g Na,COs): priprema se otapanjem 1g
NaHCO; i 0,33 g Na,CO3 u 200 ml etanola i 800 ml deionizirane vode.

e Pufer za blokiranje membrane (6 g/L Tris; NaCl 8,8 g/L; 0,001 ml/ml Triton X-100)
(ph=7,5): Priprema pufera zapocinje otapanjem 3 g Tris i 4,4 NaCl u 400 ml
deionizirane vode. Nakon Sto se pH vrijednost otopine pomoéu HCl podesi na 7,5
doda se 0,5 ml Triton X-100, te se potom dodatkom deionizirane vode volumen
podesi na 500 ml.

e Otopina ampicilina (100 g/L): 10 g ampicilina otopi se u deioniziranoj vodi, a konacni
volumen otopine iznosi 100 ml. Otopina se sterilizira filtracijom i cuva na 20 °C.

e Gel za proteinsku elektroforezu: 10% donji gel (Tris- HCI pufer 2,5 ml, akrilamid 2,5
ml, H,O 2,5 ml, TEMED 5 pL, APS 38-45 pL); 4,5% gornji gel: (Tris-HCI pufer 2,13
ml, akrilamid 0,3 ml, TEMED 5 pL, APS 22,5 (L.

3.1.3. Plazmid pYM16

Plazmid pYM16 je cirkularna DNA molekula veliCine 4401 parova baza. Sadrzava
hemaglutininsku (HA) oznaku, sekvencu koja se moze umetnuti iza gena i na taj nacin
obiljeziti gen te regije za rezistenciju na antibiotike ampicilin i higromicin, slika 2. Regije koje
omogucuju rezistenciju na antibiotik koriste se kao selekcijski markeri, a HA-oznaka sluzi za
detekciju proteina anti-HA antitijelima Western blot metodom (Janke i sur., 2004).
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Slika 2. Shematski prikaz sekvence plazmida pYM16. AmpR- regija za ampicilin, 6HA-
hemaglutininska sekvenca, hph- regija za higromicin.

3.1.4. Soj bakterije
Koristeni soj bakterije £.colijest DH5a, genotipa F- ®80d/acZAM15 A(/acZYA-argF)U169 deoR
redA\l endAl hsaR17(rk -, mk + ) phoA supE44 \- thiF1 gyrA96 re/Al (Life Technologies).

3.1.5. Soj kvasca

KoriSteni soj kvasca S. cerevisiae jest SK1 MATa/MATa ho.:LYS2/ho::LYS2 ura3/ura3
lys2| lys2 leu2::hisGl leu2::hisG arg4-Nspl arg4-Bgl his4x::LEU2-URA3| his4B::LEUZ.

3.1.6. Hranjive podloge za uzgoj E. coli

Bakterija £. coli je prije transformacije uzgajana na krutoj i tekuéoj LB podlozi. Kruta LB
podloga se priprema dodatkom bacto-triptona 10 g/L, kvasCevog ekstrakta 5 g/L, NaCl 5 g/L
i agara 15 g/L. Nakon toga se sterilizira. Tekuc¢a LB podloga se priprema na isti nacin samo
bez dodatka agara. Nakon sterilizacije u tekucu podlogu se dodaje ampicilin u koncentraciji
od 100ug/ml podloge. SOC je hranjiva podloga za uzgoj bakterije, priprema se dodatkom 2
mg bacto-triptona, 500 mg kvascevog ekstrakta, 60 mg NaCl-a, 20 mg KCl-a, 200mg MgCl,,
250 mg MgS0O, x 7H,0, 360mg glukoze i dopunjuje se destiliranom vodom do volumena od
100 ml.
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3.1.7. Hranjive podloge za kvasceve stanice

Kruta hranjiva podloga koristena za uzgoj kvasca S. cerevisiae jest YPD odnosno YEPD (Yeast
Extract Peptone Dextrose). Sastav: pepton 20 g/L, kvascev ekstrakt 10 g/L, glukoza 20 g/L,
agar 15 g/L. Tekuca podloga se priprema na isti nacin bez dodatka agara. Prije
stvardnjavanja krute YPD podloge za selekciju kvasaca s rezistencijom na antibiotik
higromicin, dodaje se higromicin do konacne koncentracije od 300ug/ml. YPA je podloga za
indukciju predmejoze u kvascu, a priprema se dodatkom kvascevog ekstrakta 5 g/L, bacto
peptona 10 g/L, kalijev-acetata 10 g/L, YNB 1,7 g/L i amonijeva sulfata 5 g/L. Nakon
sterilizacije se dodaje jos 100 ml 0,5 M kalij-ftalata (ph=5,5). SPII je podloga za indukciju

mejoze u kvascu, priprema se dodatkom kalijeva acetata 20 g/L.

3.2. METODE

3.2.1. Transformacija E. coli

Transformacija £. coli provedena je prema protokolu transformacije visoke efikasnosti. U 50
UL £. colidodaje se 1 pL plazmida koji sadrzava 100pg-100ng DNA. Smijesa se stavlja na led
30 minuta, nakon cega slijedi temperaturni Sok (30 sekundi na 42°C). Potom se otopina
stavlja u led 5 minuta, dodaje se 950 uL SOC podloge i ostavi na sobnoj temperaturi u
trajanju od 60 minuta. Nakon toga se 100 pL otopine nacjepljuje na selektivhu LB krutu
podlogu s antibiotikom ampicilinom i inkubira na 37°C u trajanju od 24h.

3.2.2. Izolacija plazmidne DNA

UmnoZavanje transformiranih stanica £. coli provedeno je u tekucoj LB podlozi sa 100 pg/ml
ampicilina. Izolacija plazmidne DNA iz bakterije £ coli provodila se upotrebom seta

Monarch® Plasmid Miniprep Kit prema uputama proizvodaca.

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije DNA

Apsorbancija uzorka s procis¢enom plazmidnom DNA se mjerila na valnoj duljini od 260 nm u
UV-VIS podrucju, uz pomo¢ spektrofotometra. U 7 uL prociScene DNA plazmida dodaje se
700 pl sterilizirane deionizirane vode te se mjeri apsorbancija. Iz formule se tada izraCuna

to¢na koncentracija DNA prema izrazu:

ODy¢ x 50 ng/ul x faktor razrjedenja
Vrijednost izmjerene apsorbancije OD,,=0,014.
1 O.D. na 260nm za dvostruku DNA = 50 ng/ul dvostruke DNA
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Dobivena vrijednost koncentracije DNA uz faktor razrjedenja 100 je:
Ayso : Y=0,014 x 50 ng/uL x 100=70 ng/uL= 70 ng/uL

3.2.4. Restrikcijska analiza plazmidne DNA

U reakcijsku smjesu za provedbu restrikcije dodaje se 0,5 pl HindIII, 2 pyl DNA (plazmid
pYM16), 1 ul pufera sa BSA, 6,5 UL H,0. Druga reakcijska smjesa sadrzi 0,5 ul Bgll, 2 pl
DNA, 1 pl pufer 3 sa BSA i 6,5 uL H,0. Zatim slijedi inkubacija uzoraka 2h, na temperaturi od
37°C.

3.2.5. DNA elektroforeza

U ovom radu koriStena je horizontalna elektroforeza u elektricnom polju. Odvajanje DNA u
gelu ukljuCuje injektiranje DNA u jazice, stavljanje gela u Tris-EDTA pufer i pustanje struje.
Struja se prilikom odvijanja DNA elektroforeze podeSava na 0,19 A, a napon na 85 V. Osim
uzorka DNA u jazice se stavlja boja bromfenol plavo te standardi. Uzorci putuju u gelu
potoplijenom u TAE puferu, a boja olakSava pracenje fronti i naznacuje kraj putovanja kada
fronte doputuju do kraja gela. Nakon razdvajanja fragmenti DNA se vizualiziraju pomocu UV
svjetla nakon bojenja etidij bromidom koji ima svojstvo da interkralira u DNA. Fragmenti DNA
pod UV lampom vidljivi su kao narancaste crtice u gelu te se usporedbom sa standardom

odreduje njihova veli¢ina.
3.2.6. Konstrukcija pocetnica

PoCetnice za lanCanu reakciju polimerazom kratki su oligonukleotidi koji se konstruiraju kako
bi bili komplementarni pocetnom i krajnjem slijedu nukleotida koji se Zeli umnoziti. U ovome
radu konstruirane su dvije poCetnice prema uputama u radu Janke i sur, 2004 (tablici 2. i
slika 3.).

Tablica 2. Pocetnice koriStene za umnazanje specificnog dijela sekvence plazmida pYM16
koriste¢i PCR

Pocetnica 1) AATGCAGAACTATGTGGTGGTATACAGAACTGATTATACATTCTA
ATCGATGAATTCGAGCTCGATCGATGAATTCGAGCTCG

S2 Ncw2-HA
(50 baza prije stop kodona, ne ukljucujuci stop kodon
praen sa ATCGATGAATTCGAGCTCG)

Pocetnica 2) ATAGCTTATGGTGCGGGTGCATTCGCCGTTGGTGCCCTTTTGTT
ACGTACGCTGCAGGTCGAC
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S3 Ncw2-HA (reverzan komplement 50 baza nakon stop kodona,
ukljucujuéi stop kodon pra¢en sa CGTACGCTGCAGGTCGAC)

50 nukleotida gena NCW2 -

—l

.

-

hph
50 nukleotida iza gena NCW2 +- ATCGATGAATTCGAGCTCG

Slika 3. Konstrukcija pocetnica
3.2.7. Lancana reakcija polimerazom (PCR reakcija)

LancCana reakcija polimerazom, eng. Polymerase Chain Reaction (PCR) je metoda koja sluZi
za /n vitro amplifikaciju i odvija se u uredaju koji se naziva termo blok ili PCR masina. Sastav

reakcijske otopine za svaku od 10 epruveta koje ulaze u termoblok naveden je u tablici 3.

Tablica 3. Sastav reakcijske smjese za PCR metodu

Otopine Volumen u 50 pL reakcijske smjese
PCR pufer 5

10mM dNTPs (nukleotidi) 1

Enzim forward Ncw?2 1

Enzim reverse Ncw2 1

Tag pol (DNA ,tag"polimeraza) 0,25

Uzorak DNA 0,5

H,0 41,25

Ukupno 50

Pocetno dolazi do denaturacije DNA molekule u trajanju od 5 min pri temperaturi 94-95°C.
Daljnji koraci reakcije su a) denaturacija lanaca u trajanju od 30 sekundi pri 94-95°C Cime se

dobivaju jednolancani kalupi b) Komplementarno sparivanje pocetnica (50-65°C) u trajanju
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od 30 sekundi na prethodno denaturirane lance c) Sinteza komplementarnog lanca DNA na
temperaturi izmedu 70-72°C na kojoj polimeraza ima maksimalnu aktivhost, u vremenu
ovisnom o duljini fragmenta, 1kb/1min. Koraci a, b i ¢ ponavljaju se 30 puta nakon ¢ega se
provodi joS konacna sinteza u trajanju od 10 minuta na temperaturi od 70°C. Metodom
lan¢ane reakcije polimerazom umnaza se slijed nukleotida u plazmidu koji odgovara
higromicinskom markeru i hemaglutininskoj oznaci, tzv. produkt PCR reakcije. Talozenje
produkta PCR-a provodi se natrijevim acetatom. Odredenom volumenu otopine DNA tzv. PCR
produktu dodaje se 1/10 volumena NaAc i 2,5 volumena hladnog 100% EtOH. Sadrzaj se
centrifugira 15 minuta na 13000 rpm na temperaturi od 4°C. Supernatant se odlije, a talog

DNA se ispire sa 70% EtOH i otapa u 50 pL sterilne vode.
3.2.8. Transformacija kvasca

Nakon centrifugiranja kvasca i ispiranja taloga LiAc-om na talog se dodaje: 240 uL 50% PEG-
a, 36 uL 1M LiAc, 8 uL PCR produkta, 27 pL H,O, 5 pL salmon sperm DNA, 33 pyL DMSO.
Smjesa se vorteksira 1 minutu te inkubira 30 min na 25°C. Slijedi temperaturni Sok na 42°C,
20 minuta te ispiranje taloga u 200uL steriine vode. Nakon centrifugiranja talog se
resuspendira u 5 ml tekuce YPD podloge i takav se uzorak prebaci u falkon epruvetu te
inkubira 3-4 sata u tresilici na temperaturi od 30°C. Nakon centrifugiranja (2 minute na 3000
rpm) talog se resuspendira u 1 ml sterilne vode. 300 pL takvog uzorka se nanese na hranjivu
krutu YPD podlogu s higromicinom u koncentraciji od 300 pug/ml. Inkubacija je trajala 3 dana
na temperaturi od 30°C.

3.2.9. Izolacija proteina stijenke

Nakon uzgoja stanice kvasca se odvoje od podloge centrifugiranjem 5 min na 3000 rpm,
ispiru 2x destiliranom vodom i resuspendiraju u 500 yL 50 mM K-fosfathom puferu pH 8.
Stanice se razbijaju dodakom staklenih kuglica (-1/2 volumena suspenzije stanica) u trajanju
od 180 sekundi koristenjem BeadBug™ uredaja, a postupak razbijanja ponavlja se 3 puta.
Nakon toga se odvajaju staklene kuglice, a stijenke i stanicni ekstrakt centrifugiraju 1 min, na
8000 rpm. Na kraju se talog stijenki ispire 4 puta s 500 uL 50 mM K-fosfatnim puferom pri
pH 8.

3.2.10. SDS tretman stijenki

Talogu stijenki nakon izolacije dodaje se volumen od 500 pL Laemmli pufera (50mM TRIS-
HCI pufer pH 6.8, 2 mM EDTA, 2% SDS, 0,001% bromfenol plavo i 5% betamerkaptoetanol).

Uzorak se u epruveti kuha 10 minuta u vriju¢oj vodenoj kupeliji. Centrifugiranjem se odvaja
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supernatant koji se pohranjuje kao prvi uzorak SDS-om izoliranih proteina. Ponavljaju se
prethodna tri koraka te se talog stijenki ispire 4 puta s 50 mM K-fosfatnim puferom, pH 8.

Talog sadrzava proteine koji se nisu izolirali tretmanom SDS-om.
3.2.11. B-1,3-glukanazni tretman stijenci

Talog izoliranih proteina nakon tretmana SDS-om ispire se u 1000 uL 50 mM TRIS HCI pufera
pH 7,4 i potom resuspendira u istom puferu (75 OD u 100 pl pufera). Dodaje se 2 pL
glukanaze, a inkubacija se provodi 2 sata na 37°C u tresilici. Uzorak se nakon toga
centrifugira, ispire u sterilnoj vodi te se supernatant u kojemu su proteini izolirani

glukanazom sprema na -20°C.
3.2.12. NaOH tretman stijenki

Uzorak izoliranih proteina nakon tretmana SDS-om se ispire sterilnom vodom. Resuspendira
se u 50 pyL 30 mM NaOH. Inkubacija se odvija preko noéi na 4-C. Sljede¢i dan uzorak se
centrifugira i odvaja se supernatant koji se neutralizira s 1 M HCI. Supernatant se pohranjuje
kao proteini izolirani nakon NaOH tretmana.

3.2.13. SDS-elektroforeza po Laemmli-u

Proteinskom elektroforezom nakon izolacije stani¢nih stijenki provjeravamo sadrzaj proteina
u ekstraktima. Provodi se SDS-elektrofroeza po Laemmli-u. Uzorci se pripremaju dodavanjem
Laemmli pufera sastava 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 2 mM EDTA, 2% SDS, 10% glicerol, 0,001%
bromfenol plavo i 5% B-merkaptoetanol u svaki pojedini ekstrakt. U jaZice gela za proteinsku
elektroforezu injektiraju se sljedeéi volumeni:

1) Ekstrakt SDS 2 L + 10 pL Laemmli pufera

2) Ekstrakt B-glukanaze 15 pL + 5 pL Laemmli

3) NaOH ekstrakt 50 pL + 10 pL Laemmli pufera

(ukoliko je potrebno za neutralizaciju se dodaje 1 L Tris-HCI pufera)

Proteinska elektroforeza se provodi u uredaju za proteinsku elektroforezu (Sigma Aldrich),
upotrebljeni gel za izolaciju proteina je poliakrilamidni, a sastoji se od dva sloja. Jedan sloj
predstavlja gornji 4,5% gel za sabijanje, a donji 10% gel je gel za razdvajanje. Svrha gela za
sabijanje je koncentrirati sve proteine prije ulaska u gel za razdvajanje u jednu liniju kako bi
se proteini pravilno razdvojili. Gelovi s uzorcima uranjaju se u pufer za elektroforezu (25 mM
TRIS-glicin pufer pH 6,8, 0,1% SDS) u kadici za elektroforezu. Na takav sustav prikljucuje se
izvor napajanja uz uvjete reakcije: napon od 180 V i struja 400 mA. Vrijeme razdvajanja

proteina je oko 75 minuta.
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3.2.14. Western blot

Nakon zavrSene elektroforeze proteini se iz poliakrilamidnog gela prenose na nitroceluloznu
membranu. Prijenos je proveden u karbonatnom puferu uz stalnu jakost struje od 400 mA i
napon 180 V u uredaju za transfer tijekom 120 minuta. Nakon zavrSenog transfera
nitrocelulozna membrana je obojana bojom Ponceau S (0,1% Ponceau S u 5%-tnoj ocetnoj
kiselini) kako bi standardni postali vidljivi. Obojeni standardi oznacuju se grafithom olovkom,
a boja ispire destiliranom vodom. Nitrocelulozna membrana se ostavlja preko noci na +4 °C
u puferu za blokiranje (50 mM TRIS-HCI pufer pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100) uz
dodatak 1% obranog mlijeka u prahu radi zasicenja membrane proteinima. Potom se
membrana inkubira 6h na sobnoj temperaturi uz dodatak antitijela (anti-HA). Zatim se
membrana ispire 3 puta s 5 ml pufera za blokiranje svakih 15 minuta, a nakon toga se
dodaju supstrati za antitijelo koji s njime reagiraju dajuci svjetlosni signal koji se otiskuje na

fotosenzibilan film. Vrijeme ekspozicije je 24h.
3.2.15. Indukcija mejoze

YPD podloga sadrzava sve nutrijente potrebne stanicama kvasca za normalan rast. Na toj
podlozi se broj kvascevih stanica povecava mitozom. 2,5 ml uzorka transformiranih kvasaca s
YPD podloge se prenosi u 37,5 ml nove YPD podloge. Drugih 2,5 ml transformiranih stanica
kvasca iz YPD podloge se prenosi u 37,5 ml YPA podloge koja priprema stanice kvasca za
mejozu. Nakon toga se uzima 40 ml YPD podloge s poraslim kvascima, mjeri se ODg,
centrifugira, ispire s vodom i sprema za izolaciju proteina stanic¢ne stijenke. Rezultat je YPD
uzorak poraslih kvasaca. 30 ml poraslih kvasaca u YPA podlozi prenosi se u 250 ml nove YPA
podloge. Uzorku s YPA podloge se mjeri OD,¢o koji mora iznositi izmedu 4 i 6. Odvoji se 40
ml uzroka s YPA podloge u falkon epruvetu, centrifugira, ispire vodom i sprema za izolaciju
proteina. Rezultat je YPA uzorak poraslih kvasaca. 240 ml transformiranih kvasaca s YPA
podloge se centrifugira i ispire vodom te resuspendira u 240 ml SPII podloge u kojoj dolazi
do mejoze i sporulacije. Uzorak se podijeli u 5 epruveta te se svaka dva sata uzima jedan

uzorak, centrifugira, ispire u vodi i nakon toga sprema na temperaturu od -80 °C.
4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1, Rezultati

Cili ovoga rada bio je obiljezavanje gena NCWZ2 hemaglutininskom sekvencom i umetanje
takvog konstrukta u genom kvasca S. cerevisiae. Hemaglutininska sekvenca i sekvenca koja
nosi rezistenciju na higromicin amplificirane su iz plazmida pYM16 PCR-om te se dobivenim
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produktom PCR-a transformirao kvasac u svrhu dobivanja proteina iza kojega se nalazi
sekvenca HA. Uspjesnost obiljezavanja proteina provjeravala se dodatkom specifi¢nih (anti-
HA) antitijela koja su reagirala s oznakom (HA) dajuéi kao produkt imunoloSke reakcije
svjetlosni signal koji se otisnuo na film. Tako obiljezenom proteinu ispitivala se razina
ekspresije tijekom mejoze i sporulacije. Restrikcijska analiza, DNA elektroforeza, lancana
reakcija polimerazom te izolacija proteina staniCne stijenke zajedno s proteinskom
elektroforezom i Western blotom metode su koje su prethodile formiranju zakljucaka o

proteinu Ncw2 u skladu s ciljem rada.

4.1.1. Restrikcijska analiza

Restrikcijskom analizom s dva enzima, BglI i HindIII provjeravalo se je li proucavani plazmid
pYM16. Bgll je restrikcijska endonukleaza koja cijepa plazmid na dva mjesta dajuci dva
fragmenta. HindIII cijepa plazmid pYM16 na jednome mijestu, dajui linearizirani fragment.
Na 0,8% agaroznom gelu nakon DNA elektroforeze vidljive su dvije vrpce veliCine 1000 i
3000 parova baza (pb) kod uzorka koji je porezan restrikcijskom endonukleazom BglI te
jedna kod onog pocijepanog s HindIII veli¢ine 4000 pb (slika 3.). Time se potvrdilo da je
plazmid koji se koristi u daljnjem radu pYM16.
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Slika 4. Provjera uspjesnosti cijepanja vektora pYM16 s restrikcijskim enzimima HindIII i Bgll.
1. kruzni plazmid pYM16; 2. plazmid pocijepan s BglI; 3. plazmid pocijepan s HindIII.

4.1.2. Provjera upjesnosti PCR-a

Sekvenca plazmida pYM16 koja sadrzi hemaglutininsku oznaku i rezistenciju na antibiotik
higromicin umnozena je lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) uz pomo¢ dviju pocetnica
(Janke i sur,, 2004). Uspjesnost PCR reakcije se provjeravala DNA elektroforezom. Na 0,8%
agaroznom gelu je nakon provedene elektroforeze vidljiva vrpca veli¢ine oko 2000 parova
baza, Sto odgovara veliini izoliranog fragmenta iz plazmida (slika 4.). To je potvrda uspjesne
PCR reakcije.
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Slika 5. Provjera uspjesnosti PCR-a DNA elektroforezom 1. fragment Ncw2-HA
4.1.3. Proteinska elekforeza i Western blot

Konstrukt s HA sekvencom ubacen je u genom kvasca transformacijom. Nakon
transformacije se ocekuje da se na C terminusu proteina nalazi hemaglutininska oznaka.
Detekcija proteina koji ima vezanu HA oznaku je moguce jer specificna antitijela reagiraju s
oznakom dajuci kao produkt imunoloske reakcije kemiluminiscirajucu svjetlost kojom je

omogucena vizualizacija proteina. Rezultati prikazani na slici 5. potvrduju uspjesnost vezanja
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oznake za protein u stanicnoj stijenci transformiranog kvasca. U uzorku u kojemu protein nije
bio oznacen hemaglutininskom sekvencom nije se pojavila karakteristicna vrpca jer antitijela
(anti-HA) nisu imala s ¢ime reagirati (slika 5. a). U sva tri ekstrakta vidljiv je signal (slika 5. a,
b, ), a ekstrakti glukanaze i NaOH (slika 5. b i ¢) rezultirali su dodatnim vrpcama koje su
posljedica nespecificnog vezanja antitijela uslijed prevelike koli¢ine uzorka. Pojava vrpci uz to
Sto pokazuje uspjesSnost oznacavanja sugerira i tip vezanja proteina za stani¢nu stijenku.
Bududi da se ne zna je li protein za stijenku vezan kovalentno ili nekovalentno (Elsztein i sur.,
2008) na temelju ovoga rezultata moze se pretpostaviti da je protein za stijenku vezan i

kovalentno i nekovalentno jer su u sva tri ekstrakta vidljive vrpce.

a) b) c)
67kba — 67kDa —>
43kDa —>

43kDa —
67kDa —>
43kDa — 30kDa —>

30kDa —>
30kDa —

20kDa —
20kDa —> 20kDa —

Slika 6. a) SDS ekstrakt b) B-glukanazni ekstrakt c) NaOH ekstrakt. Western blot analiza
proteina Ncw2-HA nakon izolacije s vru¢im SDS-om. 1. Ncw2-HA 1. kolonija; 2. Ncw2-HA 2.
kolonija; 3. kontrola.

4.1.4. Mejoza i sporulacija

Stanicama transformiranih kvasaca inducirana je mejoza i sporulacija. Stanice su praéene
tijekom 2, 4, 6, 8 i 24h. Mikroskopiranjem uzorka nakon 24 sata uocene su spore Sto se
moze vidjeti na slici 6. To je bio dokaz da su procesi mejoze i sporulacije uspjesno provedeni.
Stanice u svim uzorcima su razbijene, proteini su izolirani tretmanom sa SDS-om, potom
razdvojeni proteinskom elektroforezom te detektirani Western blotom. Na slici 7. na

fotosenzibilnom filmu uocene su vrpce velicine priblizno 67kDa u uzorcima nakon 2, 4, 6, 8
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sati i 24 sata. Iz rezultata je vidljivo kako je protein Ncw2 eksprimiran tijekom procesa
predmejoticke diobe, mejoze i sporulacije (Slika 7). Vrpca na filmu je vidljiva i u uzorku na

YPD podlozi Sto potvrduje ve¢ poznatu Cinjenicu da je protein prisutan tijekom mitoze.

Slika 7. Spore kvasca nakon 24h na SPII podlozi. Dokaz uspjesno provedenog procesa
sporulacije.

SPII

YPDYPA 546 8 24 (h)

67kDa—>

43kDa—>

30kDa—

20kDa —

Slika 8. Western blot analiza Ncw2-HA proteina. SDS ekstrakt. Provjera prisutnosti Ncw2-HA

proteina tijekom mitoze, mejoze i sporulacije. Uzorak YPD sadrZi stanice kvasca u mitozi;
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uzorak YPA sadrzi stanice kvasca u predmejotickoj diobi; uzorak SPII sadrzi stanice kvasca u

mejozi i sporulaciji (2, 4, 6, 8 i 24h).

4.2. Rasprava

Kvasac S. cerevisiae jednostanicni je eukariotski organizam koji je od davnina u ljudskoj
upotrebi zbog sposobnosti fermentacije pri proizvodnji piva, pekarskih proizvoda i alkoholnih
pica opcenito. Danas pobuduje interes brojnih znanstvenika zbog poznate genomske
sekvence i sli¢nosti s viSestani¢nim organizmima. Jednostavna manipulacija i jeftin uzgoj ¢ine
kvasac pozeljnim organizmom za razna znanstvena istrazivanja. Stanice kvasca sadrze
stani¢nu stijenku koja je gradena najvecim dijelom od polisaharida (85%) i proteina (15%)
(Nguyen-Queyrens i sur,, 1998). Stijenka odreduje morfoloSke karakteristike kvasca kao Sto
su oblik i ¢vrstoca te doprinosi integritetu tijekom stanicnog rasta, dijeljenja i stresnih
okolisnih uvjeta (Lesage i Bussey, 2006). Od polisaharida najzastupljeniji je B-1,3-glukan
(50%), slijede ga B-1,6-glukan (5%), manan (35%) i hitin (1-2%) (Fleet, 1991). Stanicna
stijenka sadrzi 20 do sada proucenih manoproteina (MrSa i Tanner, 1999) koji podlijezu O- i
N-glikozilaciji (Dean, 1999). Glikozilacija manoproteina doprinosi njihovoj ulozi u procesima
zadrzavanja vode, adheziji te virulenciji (De Groot i sur, 2005). Funkcija vecine do sada
identificiranih proteina nije poznata, ali je poznato da se proteini stijenke vezu kovalentnim i
nekovalentnim interakcijama za glukansku mrezu. Kovalentno vezani protein Ncw2 je tek
nedavno otkriven u stani¢noj stijenci kvasca zbog ¢ega joS mnogo toga o njemu i njegovoj
ulozi u stijenci nije razjasnjeno. Mitoza, mejoza i sporulacija procesi su Zivotnog ciklusa
kvasca. Mitoza je standardni nacin rasta odnosno razmnozavanja kvasca, a mejoza proces
koji nastupa kada se stanice kvasca nadu u nepovoljnim uvjetima i zavrSava sporulacijom
odnosno tvorbom spora u askusu. Tijekom prelaska stanica kvasca iz jednog zivotnog ciklusa
u drugi dolazi do promjena u strukturi glukanske mreze i neki proteini su prisutni tijekom oba
procesa, a neki nisu. Eksperimentalni dio ovoga rada je ukljucivao umetanje hemaglutininske
oznake (HA) iza gena koji kodira za protein Ncw2 kako bi vidjeli je li protein eksprimiran
tijekom mejoze i sporulacije. Umetanje hemaglutininske oznake, umnozene PCR-om, iza
gena od interesa je brza metoda za obiljezavanje proteina /n vivo u kvascu S. cerevisiae
(Janke i sur, 2004). Rezultati ovoga rada potvrduju da je oznacavanje proteina Ncw2
provedeno uspjesno Sto je potvrdeno detekcijom koriste¢i metodu Western blot i specificna
antitijela.

Oznaceni protein izoliran je iz stanine stijenke kvasca na tri nacina, tretmanom s vruéim

SDS-om, B-glukanazom te 30mM NaOH. KoriStenjem antitijela anti-HA detektiran je protein
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Ncw2 u sva tri ekstrakta. U ektraktu 30mM NaOH pojavile su se dodatne vrpce zbog
nespecificnog vezanja antitijela, a u ekstraktu glukanaze uocavamo zatamnjenu pozadinu
koja je posljedica nanosenja previSe uzorka. Rezultati rada ukazuju na to da bi protein Ncw2
mogao biti vezan za stijenku i nekovaletnim i kovaletnim vezama. Takvo saznanje nije
proturjecno pretpostavkama Therashima i sur,, 2000. o vezanju proteina Ncw2 za stijenku

kovaletno preko GPI sidra, no sugerira jos jednu mogucnost vezanja za stijenku.

Uslijedilo je ispitivanje prisutnosti proteina Ncw2 u stijenci tijekom mejoze i sporulacije. Zbog
toga su u stanicama transformiranog kvasca inducirani ovi procesi upotrebom podloga YPA i
SPII. Provedena je izolacija proteina stani¢ne stijenke tretmanom sa SDS-om. Analizom
uzoraka proteinskom elektroforezom i Western blotom utvrdilo se da je oznaceni protein
Ncw2 prisutan u svim uzorcima. Zakljucak koji iz toga proizlazi jest da je protein prisutan
tijekom mitoze, mejoze i sporulacije. To je bitna cinjenica jer se time otvara prostor
pretpostavkama o njegovoj potencijalnoj ulozi u procesu mejoze i opcenito reorganizacije -
glukana i glukanske mreze Sto su naglasili Lussier i sur, 1997 i Elsztein i sur, 2016. U
njihovom radu jedan od eksperimenata se sastojao od izlaganja mutanata ncwZ2 zimolijazi.
Mutanti su u odnosu na divlji tip bili otporniji na tretman zimolijazom. Razlog te otpornosti
pripisali su redukciji B-1,3-glukanske mreze. S obzirom na to da je protein ocCuvan tijekom
mejoze i sporulacije mogao bi imati ulogu u sintezi i organizaciji glukanske mreze tijekom

razli¢itih procesa zivotnog ciklusa kvasca.
5. ZAKLJUCAK

1) Provedeno je uspjeSno oznaCavanje gena NCWZ2 oznakom HA u genomu kvasca S.

cerevisiae.
2) Protein Ncw?2 eksprimiran je tijekom mejoze i sporulacije u kvascu S. cerevisiae.

3) Protein Ncw2 moze biti nekovalentno i kovalentno vezan u stanicnu stijenku kvasca.
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Izjava o izvornosti

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