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1. UVOD



Kvasac Saccharomyces cerevisiae, jednostani¢ni eukariotski organizam iz carstva Fungi, koji
je u sirokoj primjeni kao modelni organizam u laboratorijskim istrazivanjima stanica eukariota,
te kao idealan mikroorganizam za industrijske procese fermentacije. Oblik i ¢vrstoca S.
cerevisiae definirana je njegovom stani¢nom stijenkom koja ujedno osigurava fleksibilnost.
Njezin vanjski sloj ¢ine manoproteini za koje se pretpostavlja da ograni¢avaju propusnost te
odreduju povrSinska svojstva stanice (Grbavac i sur., 2017). Unutrasnjost stani¢ne stijenke
nastaje umrezavanjem polisaharida -1,3-glukana s B-1,6-glukanom i hitinom (Mr$a i sur.,
1997), a na polisaharidne komponente stijenke vezu se proteini. Razlikujemo nekovalentno
vezane proteine koji se iz stijenke izoliraju pomoc¢u vrué¢eg SDS-a, kovalentno vezane proteine
koji se izoliraju djelovanjem glukanaza (Mrsa i sur., 2007), te kovalentno vezane PIR (engl.
Proteins with Internal Repeats) proteine koji se iz stijenke mogu izolirati prekono¢nom
inkubacijom na +4 °C u 30 mM NaOH (Mrsa i sur., 1997).

Scw4 protein prvotno se smatrao nekovalentno vezanim proteinom, medutim, daljnjim
istrazivanjima ustanovljeno je kako se veze i kovalentnim interakcijama u stijenku kvasca
(Tepari¢ i sur.,, 2007). Nacin njegova vezanja uvelike ovisi o posttranslacijskim
modifikacijama, pri ¢emu znacajan utjecaj imaju proteoliti¢ki enzimi Kex2 i japsinske proteaze.
Usprkos dosadasnjim saznanjima, to¢an mehanizam odgovoran za kovalentno vezanje Scw4
ostaje nepoznanica, ali, zbog nacina njegove izolacije, smatra se kako bi mogao biti sli¢an
mehanizmu vezanja PIR-eva. PIR proteini kovalentno se povezuju sa stani¢énom stijenkom
pomocu odredenog glutaminskog ostatka. Iz tog razloga, za provedbu daljnjih eksperimenata
bila je zanimljiva regija Scw4 proteina koja sadrzi glutaminske ostatke najsli¢nije rasporedene
onima u PIR sekvenci. Cilj ovog rada bio je uvesti mutacije u tu regiju gena SCWA4, izolirati
proteine iz uzgojenih mutanata, te Western blot metodom ustanoviti da li je neki od
glutaminskih ostataka u ovoj regiji Scw4 proteina odgovoran za njegovo kovalentno vezanje u

stijenku kvasca.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. KVASAC Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae je jednostani¢ni eukariotski mikroorganizam, a spada u carstvo
gljiva. Razmnozava se spolno (mejozom) ili nespolno (pupanjem), a karakterizira ga
jednostavna geneticka manipulacija, kratko generacijsko vrijeme, te potpuno sekvencionirani
genom (Goffeau i sur., 1996). Optimalna temperatura za rast mu je od 28 do 30 °C, tijekom
kojeg moze koristiti razli¢ite Sefere kao supstrate. U danaSnje vrijeme koriSten je u
mnogobrojnim znanstvenim istrazivanjima i industrijskim postupcima zbog svoje tolerancije

na razli¢ite pH-vrijednosti, visoke koncentracije etanola te nisku razinu kisika.

2.2. STANICNA STIJENKA KVASCA

Dvoslojna stijenka ekstracelularni je organel koji predstavlja glavnu zastitu stanice od vanjskih
mehanickih o$te¢enja (Eamus i Jennings, 1986.) i odreduje joj oblik. Usprkos svojoj ¢vrstoj
strukturi, fleksibilna je i elasti¢na, te podlozna kemijskim 1 fizikalnim promjenama (Tepari¢ i
Mrsa., 2013). Njezin vecinski dio ¢ine ugljikohidrati (0ko 90 %), a sadrzi oko 10 % proteina.
Osmotsku i mehani¢ku stabilnost osigurava unutarnji sloj stijenke graden od p-1,3-glukana (50
%), manana (35 %), B-1,6-glukana (5 %) i hitina (1-2 %) (Mr3a i sur., 1997), pri ¢emu je
razgranati §-1,3-glukan vezan za hitin i $-1,6-glukan kovalentnim vezama. Povrsinska svojstva
i permeabilnost odredene su vanjskim slojem koji se sastoji od manoproteina (Tepari¢, 2005).
On je takoder odgovoran za komunikaciju stanice s okolinom, a manoproteini vezani SU za
glukane stijenke kovalentnim ili nekovalentnim vezama (Hartland i sur., 1994; Osumi, 1998;
Osumi; 2012). Grada stani¢ne stijenke prikazana je na slici 1. Proteini stijenke doprinose naboju
i hidrofobnosti stijenke (Kollar i sur., 1997; Lipke i Ovalie, 1998), a osim toga imaju vaznu
ulogu u interakcijama izmedu stanica tijekom procesa aglutinacije i flokulacije. Medutim,
usprkos mnogim provedenim istrazivanjima, konkretna uloga vecine proteina stani¢ne stijenke

ostaje nepoznanica.
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Slika 1. Grada stani¢ne stijenke kvasca Saccharomyces cerevisiae (Anonymous 1, 2019).

2.3. POLISAHARIDI STANICNE STIJENKE

B-1,3-glukan i B-1,6-glukan gradeni od glukoze, te hitin graden od N-acetilglukozamina
polimeri odrzavaju oblik stanice, njezinu osmotsku stabilnost i mehani¢ku ¢vrsto¢u. Manan je
polimer manoze koji ¢ini ugljikohidratni dio manoproteina stijenke, a zasluzan je za njezinu
propusnost. Jedini je polisaharid koji se nalazi na vanjskoj strani stijenke, a za proteine se veze

tijekom procesa glikolizacije.



2.3.1. Glukan

Dvije vrste polimera glukoze koji ¢ine stani¢nu stijenku kvasca Saccharomyces cerevisiae su
B-1,3-glukan i B-1,6-glukan (slika 2).

| CH,OH i
_ _____);0 0-=4--f----- CH,
O_ O--1f--
OH OH
- -n
OH
- -m
B-1.3 B-1,6

Slika 2. Prikaz strukturnih formula -1,3-glukana i -1,6-glukana (Anonymous 2, 2018).

B-1,3-glukan ravnolancani je polimer nastao povezivanjem oko 1500 glukoznih jedinica, a
stupanj polimerizacije ovisi o vanjskim ¢imbenicima, izvoru ugljika i fazi rasta (Klis i sur.,
2002). Tri ovakva polisaharidna lanca povezivanjem vodikovim vezama mogu formirati
strukturu uzvojnice koja stijenci daje oblik i ¢vrsto¢u. S ostalim dijelovima stijenke vezan je
kovalentno, pri ¢emu su njegovi nereducirajuéi krajevi unakrsno povezani $3-1,4-glikozidnom
vezom s reducirajué¢im krajevima lanaca hitina (Lesage i Bussey, 2006). Sinteza -1,3-glukana
odvija se u citoplazminoj membrani, a katalizirana je multienzimskim kompleksom f-1,3-
glukan sintazom (Qadota, 1996). p-1,3-glukan sintaza sastoji se od dvije kataliticke (Fks1 i
Gsc2/Fks?2) te jedne regulatorne (Rhol GTPaza) podjedinice. Aktivacija enzima vrs$i se preko
Rom?2 proteina pomocu senzornog proteina Wscl, a inhibicija djelovanjem Lrgl proteina koji

pripada grupi proteina skupine Rhol (Watanabe i sur., 2002).

B-1,6-glukan, visoko razgranati polimer, nastaje povezivanjem oko 130 monomera glukoze
pomoc¢u UDP-glukoza-ovisnog enzima B-1,6-glukan sintaze (Orlean, 2002), pri ¢emu se na
svakoj petoj glukozi nalaze mjesta grananja. B-1,6-glukan sudjeluje u stabilizaciji stani¢ne
stijenke zbog kovalentnog vezanja na p-1,3-glukan, hitin i manoproteine, povezujuéi
medusobno sve komponente stijenke (Lipke i Ovalie, 1998). Topiv je u vodi, potencijalno ima
ulogu akceptora za vezanje hitina u slu¢aju stanic¢nog stresa, a moze se ukloniti enzimom f3-1,6-

glukanazom. U sintezu B-1,6-glukana ukljuceno je vise od 20 gena KRE skupine te njihovi
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homolozi SKN1 i KNH1, a na njegovu koli¢inu velik utjecaj imaju proteini smjesteni u
endoplazmatskom retikulumu, stanicnoj membrani te Golgijevu tijelu (Klis i sur., 2002;

Aimanianda i sur., 2009).

2.3.2. Hitin

Koncentriran u oziljcima pupova stijenke, linearni polimer N-acetilglukozamina (GlcNac)
nastaje djelovanjem enzima hitin sintaze koji katalizira reakciju povezivanja oko 190
monomernih jedinica B-1,4-glikozidnom vezom (slika 3). Kristali¢na struktura a-hitina slicna
je onoj a-celuloze, pri ¢emu su antiparalelni lanci N-acetilglukozamina medusobno povezani
vodikovim vezama koje doprinose stabilizaciji kristala. Vodikove veze izmedu amidnih grupa
i hidrofobna jezgra kristala gradena od acetamidometilnih grupa onemogucavaju otapanje
hitina u vodi (Lipke i Ovalie, 1998). Lanci hitina nereduciraju¢im se krajevima vezu za 3-1,3-
glukan i B-1,6-glukan, a njegova sinteza i ugradnja u stijenku odvija se neposredno nakon
citokineze. Udio hitina u bo¢nim zidovima stijenke i oziljcima stanice majke iznosi samo oko
2% (Shaw i sur., 1991). Medutim, usprkos njegovoj maloj koli¢ini, hitin ima vaznu strukturnu
ulogu. Sinteza hitina aktivira se kao mehanizam spasavanja kod stanica s oslabljenom
stijenkom, kada udio hitina u bo¢nim zidovima stanica moze porasti i do 20 % (Dallies i sur.,

1998; Garcia-Rodriguez i sur., 2000).
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Slika 3. Prikaz strukturne molekule hitina (Anonymous 3, 2020).
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U stanicama kvasca Saccharomyces cerevisiae sinteza hitina regulirana je pomocu tri hitin
sintaze koje su aktivne u stani¢noj membrani. Sva tri enzima — hitin sintaza | (Chsl), hitin
sintaza Il (Chs2) i hitin sintaza III (Chs3), pripadaju skupini GT2 invertirajucih
glikoziltransferaza koje kao donore monomernih jedinica koriste UDP-N-acetilglukozamin.
Hitin sintaza | produkt je gena CHS1. Membranski je protein koji katalizira prijenos N-
acetilglukozamina s UDP-GlcNac na nereducirajuéi kraj rastuceg lanca hitina. Protein Chs3
zasluzan je za sintezu hitina oko pupa (Shaw i sur., 1991). Hitinski prsten formira se neposredno
nakon pojave pupa, a sinteza hitina nastavlja se u centripetalnom smjeru. Na taj nacin stanica
majka odvaja se od kceri, a nastali primarni septum omogucava odvajanje membrana i
citoplazmi. Sekundarni septum nastaje vezanjem B-glukana i manana s obje strane primarnog
septuma, nakon ¢ega se razdvajaju stanice. Zbog hidrolize hitinskih lanaca na stanici kéeri
ostaje ,,0ziljak rodenja®, dok na stanici majci ostaje ,,0ziljak pupa“ (Powell i sur., 2003). Uloga
hitin sintaze 11 I tijekom formiranja pupa prikazana je na slici 4.
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Slika 4. Prikaz uloga hitin sintaze 1 i hitin sintaze 11 tijekom rasta pupa (Orlean, 2012).



2.3.3. Manan

Manan (slika 5) ¢ini ugljikohidratni dio (50 — 95 %) manoproteina koji su smjesteni u vanjskom
sloju stani¢ne stijenke. Razgranati je polisaharid, a pridonosi stabilnosti konformacije proteina.
S obzirom na tip glikozilacije manoproteina, razlikujemo N-glikozilirane asparaginske ostatke
te O-glikozilirane serinske i/ili treoninske ostatke. Poremecaji u procesima glikozilacije
proteina letalni su za stanicu, $to znaci da je glikozilacija neophodna za rast kvasca (Lesage i
Bussey, 2006). GLikozilacija zapoc¢inje u endoplazmatskom retikulumu tijekom sinteze
proteina, a zavrSava u Golgijevu tijelu. O-glikozidni lanci linearni su i kratki, te sadrze do pet
manoznih jedinica koje se medusobno vezu a-1,2- i a-1,3-glikozidnim vezama. Nasuprot tome,
N-glikozidni lanci sadrze razgranati unutarnji dio ¢ije manozne jedinice mogu biti vezane -
1,2-, B-1,3- i pB-1,6-glikozidnim vezama, pri ¢emu B-1,2- i B-1,3-glikozidne veze povezuju

poboc¢ne ogranke manoznih lanaca.

Osim N- i O-glikozilacije, poznata su jo§ dva nacina na koja se proteini mogu glikozilirati. Prvi
nacin podrazumijeva vezanje oligosaharida sacinjenih od mijesanih glukozno-manoznih lanaca
gdje u podjednakim omjerima sudjeluju a-1,6-vezane glukoze. Dokaz da takvi lanci nisu N-
glikozidno vezani je nemoguénost njihovog uklanjanja digestijom s endo H ili peptido-N-
glikozidazom F (van Rinsum i sur., 1991; Montjin i sur., 1994). Jos jedan na¢in modifikacije
proteina stijenke je dodatak glikozilfosfatidilinozitol (GPI) sidra koje sadrzi jedinice manoze

na C-terminus proteina.
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Slika 5. Prikaz strukturne molekule manana (Anonymous 4, 2021).



2.4. PROTEINI STANICNE STIJENKE

Manoproteini smjesteni u vanjskom sloju stani¢ne stijenke ¢ine samo 0ko 35 % njezine suhe
tvari, a obzirom na naéin vezanja svrstavaju se u dvije velike skupine. Proteini vezani
nekovalentno na B-1,3-glukan pripadaju prvoj skupini i ¢ine oko 80 % ukupnih proteina
stijenke, dok u drugu spadaju proteini kovalentno vezani na glukan stani¢ne stijenke.
Kovalentno vezane proteine jo§ mozemo podijeliti na dvije podskupine. GPI-proteini vezu se
na B-1,6-glukan preko ostatka GPI-sidra (Montijin i sur., 1994; van der Vaart i sur., 1995;
Kapteyn i sur., 1996), dok PIR (Proteins with Internal Repeats) proteine karakterizira esterska
veza izmedu vy-karboksilne grupe specificnog ostatka glutaminske kiseline proteina i

hidroksilne grupe glukoze 3-1,3-glukana stijenke (Ecker i sur., 2006).

2.4.1. Nekovalentno vezani proteini

Nekovalentno vezani proteini ve¢inom su O-glikozilirani (Cappellaro i sur., 1998), a
pretpostavlja se da imaju ulogu u pregradnji B-glukana tijekom pupanja, parenja i sporulacije
kvasca (Tepari¢ i sur., 2010). 1z stijenke se mogu izolirati zagrijavanjem na temperaturu od 95
— 100 °C uz dodatak SDS-a i B-merkaptoetanola (Mrsa i sur., 1997) ili prekonoé¢nom
inkubacijom na temperaturi od 4 °C uz dodatak 2 mM ditiotreitola (DTT) (Cappellaro i sur.,

1998). Proteini koji se mogu izolirati na spomenuta dva nacina prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Nekovalentno vezani proteini stani¢ne stijenke kvasca

Scw-PROTEIN VELICINA (kDa) FUNKCIJA

Ctsl/ Scw2 116 hitinaza
Scw3 95 homolog glukanazama
Scw4 66 homolog glukanazama
Scwl10 66 homolog glukanazama

Exgl/ Scwé 44 egzoglukanaza

Scw8 / Cewb 41 nepoznata

Bgl2/ Scw9 29 endoglukanaza/transglukanaza




Prvi opisani proteini stani¢ne stijenke su hitinaza (Cts1/Scw2) i egzoglukanaza (Exgl/Scwo6).
Dosadasnja istrazivanja njihove lokalizacije pokazuju kako se samo oko 10 % svakog od ovih
proteina ugraduje u stani¢nu stijenku, dok se ostatak izluCuje u podlogu. Hitinaza vezana za
stijenku fiziolo$ki je aktivna, a protein Ctsl smatra se odgovornim za odvajanje stanice kéeri
od stanice majke nakon stvaranja primarnog/sekundarnog septuma i razgradnje hitinskog
prstena. Protein Exgl ima egzo-B-1,3-glukanaznu aktivnost, medutim, njegova funkcija i
supstrat i dalje su nepoznati. Cts2 protein homologan je hitinazama, a uklju¢en je u proces

sporulacije (Diinkler i sur., 2008).

Prvi izolirani nekovalentno vezani protein je Bgl2 koji ima egzoglukanaznu te
transglikozidaznu aktivnost, ovisno o koncentraciji supstrata (Goldman i sur., 2005). Rezultati
istrazivanja pokazuju njegovu homologiju s Scw4, Scwl0 i Scwll, pa je to osnovni razlog za
pretpostavku da spomenuta tri proteina takoder pokazuju glukan-remodelirajuéu aktivnost
(Tepari¢ i sur., 2010). Scw4 i Scwl0 identificirani su procis¢avanjem biotiniliranog DTT
ekstrakta, a Scw10 moze se uspjesSno detektirati i izolirati iskljuc¢ivo iz scw4 mutanta. Glavni
razlog za to je njihova identi¢na veli¢ina od 66 kDa te 63 %-tna homologija zbog ¢ega jednako
putuju u gelu za elektroforezu. Oba proteina sadrze mjesto za procesiranje Kex2 proteoliti¢kim
enzimom i nemaju mjesto za vezanje GPI-sidra (Mrsa i sur., 1997). Vidljiva promjena fenotipa
nije uocena nakon disrupcije pojedinacnih SCW4 ili SCW10 gena, medutim, kod dvostrukog
scw4scwl0 mutanta uofena je smanjena sposobnost parenja kao potencijalna posljedica
strukturnih promjena stijenke. Uz to, njegova stani¢na stijenka ima puno manje kovalentno
vezanih proteina koji se izoliraju pomocu glukanaza, iz ¢ega se zakljucuje da bi proteini Scw4
i Scw10 mogli sudjelovati u kovalentnom vezanju proteina na p-1,6-glukan (Cappellaro i sur.,
1998).

Scw8/Ccws5 protein pripada porodici PIR proteina, a nakon izolacije pomocu vruéeg SDS-a
moze se zakljuciti kako se radi o prekursorskom obliku kovalentno vezanog proteina (Mrsa i

sur., 1997).



2.4.2. Kovalentno vezani proteini

Proteine kovalentno vezane na 3-1,6-glukan stani¢ne stijenke dijelimo u dvije podskupine. Prva
podskupina  obuhva¢a  proteine  vezane na  B-1,6-glukan  preko  ostatka
glikozilfosfatidilinozitolnog (GPI) sidra (tzv. ,,GPI-sidro*), dok u drugu spadaju proteini PIR
porodice koji sadrze karakteristicnu ponavljajucu sekvencu unutar koje se nalazi glutaminski

ostatak zasluzan za vezu s 3-1,3-glukanom (Ecker i sur., 2006).

GPI proteini, pretpostavlja se, zasluzni su za remodeliranje stani¢ne stijenke te povrSinsku
hidrofobnost (Klis i sur., 2002). Izoliraju se glukanazama, a mogu biti O-glikozilirani i/ili N-
glikozilirani. Vezani su na 3-1,6-glukan stijenke preko ostatka GPI-sidra nakon finalnog koraka
transglikozilacije i translokacije proteina sa staniéne membrane (Orlean, 2012). Proteine ove
skupine karakteriziraju tri zajednicke strukturne osobine: posjedovanje regija bogatih serinom
I treoninom unutar sekvence, signal na C-terminusu za dodavanje GPI-sidra transamidacijom,
te signalna sekvenca za upucivanje u sekretorni put na N-terminalnom Kkraju. Pet proteina s
glukan-remodeliraju¢om aktivnosti pripada GAS obitelji (Ram i sur., 1995; Popolo i Vai,
1999), a prikazani su u Tablici 2. Flokulini, pripadnici obitelji FLO proteina (Flol, Flo5, Flo9,
Flo10), sli¢éni su lektinima i neophodni za flokulaciju, dok u aglutinine spadaju Agal/Aga2
kompleks i Sagl.

Tablica 2. Kovalentno vezani proteini izolirani pomoc¢u glukanaza

GPI - PROTEIN VELICINA (kDa) FUNKCIJA
Ccwl2/a0.6 > 300 reguliran o-faktorom
Ccw13/Danl > 300 anaeroban rast

Flol > 300 flokulacija
Sedl 300 stacionarne stanice
Agal 250 a-aglutinin
Agal 73 "core" dio a-aglutinina
Aga? 22 funkcionalni dio a-aglutinina
Tirl/ Srpl 100 anaerobni rast
Cwpl 55 nepoznata
Tipl 80 nepoznata
Cwp2 180 nepoznata
lcwpl / Ccwl 250 nepoznata
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Proteini PIR (eng. Proteins with Internal Repeats) porodice (tablica 3) kovalentno su vezani
proteini koji se mogu izolirati iz stijenke prekono¢nom inkubacijom na +4 °C u 30 mM NaOH
(Mrsa 1 sur., 1997). Karakterizira ih ponavljaju¢a sekvenca od 11 aminokiselina na N-
terminalnom kraju koja je prisutna u 2 — 10 kopija, visoki stupanj homologije, te ¢injenica da
su bogati serinom i treoninom. Osim spomenute ponavljaju¢e sekvence odgovorne za
upucivanje u sekretorni put, sadrze i specificno mjesto za procesiranje Kex2 proteazom (Mrsa
i sur., 1997). Disrupcija pojedina¢nih gena koji kodiraju za PIR proteine nije rezultirala
promjenom fenotipa, medutim, disrupcija sva 4 PIR proteina uzrokovala je povecanu
osjetljivost na inhibitore sinteze stijenke i promjenu njezinih morfoloskih svojstava (Mr$a i sur.,
1997). Takoder, stanice Cetverostrukog mutanta ¢esto su nepravilnih oblika i veli¢ina, te rastu

u agregatima (Mrsa i Tanner, 1999).

Tablica 3. Kovalentno vezani proteini izolirani pomo¢u 30 mM NaOH

PIR- PROTEIN VELICINA (kDa) FUNKCIJA/REGULACIJA
Ccw5 / Ccwll / Pir4 41 nepoznata
Ccw6 / Pirl 250 nepoznata
Ccw7 / Hsp150 / Pir2 115 "heat - shock” protein
Ccwa8/ Pir3 57 nepoznata

2.4.3. Scw4 protein

Protein Scw4 prvotno je svrstan u skupinu nekovalentno vezanih proteina, s obzirom na to da
je detektiran Western blot metodom nakon izolacije i tretmana vru¢im SDS-om uz dodatak 3-
merkaptoetanola (Cappellaro i sur., 1998), te ne sadrzi GPI-sidro. Tepari¢ i sur. (2010) daljnjim
su istrazivanjima otkrili kako se Scw4 protein u stijenku veZe i kovalentnim i nekovalentnim
vezama, Sto je potvrdeno izolacijom ovog proteina pomoc¢u 30 mM NaOH. Medutim, regija
odgovorna za kovalentno vezanje Scw4 u stani¢nu stijenku nije poznata. Iz tog razloga, povlaci
se paralela s PIR skupinom proteina ¢ija repetitivna sekvenca QIDGQVQ osigurava njihovo
kovalentno vezanje. Osim specifi¢nih mjesta za djelovanje enzima Kex2 i japsinskih proteaza
(Cappellaro i sur., 1998; Mrsa i sur., 1997), Scw4 sadrzi regiju slicnu QIDGQVQ regiji PIR
proteina, na temelju ¢ega se provode daljnji eksperimenti s ciljem otkrivanja aminokiselinskog

ostatka zasluznog za stvaranje kovalentne veze.
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2.5. PROTEOLITICKI ENZIMI KOJI SUDJELUJU U PROCESIRANJU PROTEINA
STANICNE STIJENKE

Scw4 protein sadrzi specificne regije iza kojih se nalaze mjesta za djelovanje proteolitickih
enzima (Cappellaro i sur., 1998; MrSa i sur., 1997). Enzimi koji sudjeluju u proteoliti¢kom
procesiranju Scw4 su Kex2 proteaze, te proteaze iz porodice japsina. Njihovo djelovanje
potvrdili su Grbavac i sur. (2017) ¢iji rezultati nakon ekstrakcije Scw4 proteina iz stani¢ne

stijenke kvasca divljeg tipa pokazuju tri proteinske vrpce razlicitih veliCina.

2.5.1. Proteaza Kex2

Transmembranska, Ca®* ovisna serinska proteaza Kex2 ukljuéena je u procesiranje proproteina
(Fuller i sur., 1998), a pripada skupini prohormonskih i proproteinskih konvertaza koje su
prisutne u sekretornom putu (Rockwell i Thorner, 2004). Najve¢im postotkom (97 %) nalazi se
u intracelularnom prostoru, dok je njen manji dio na povrsini stanice (Wilcox i Fuller, 1991).
Karakterizira ju veli¢ina od 68 kDa, a zasluzna je za procesiranje vise proteina (Scw4, Scw10,
Scwll1, PIR proteini) na temelju ¢ega zaklju¢ujemo kako ima ulogu i U formiranju stani¢ne
stijenke (Tepari¢ 1 Mrsa, 2013). Osim toga, sudjeluje u fuzioniranju stanica tijekom parenja
(Heiman i sur., 2007), aktivaciji proteina “killer” toksina i procesiranju feromona o-faktora kod
MAT a stanica (Bader i sur., 2008; Pignede i sur., 2000).

Proteaza Kex2 ima najveci afinitet za rezanje iza Lys-Arg ili Arg-Arg para bazi¢nih
aminokiselina (vrijednost Keai/Km do 1.1x107 s*M™), te procesira proteine cijepanjem iza Lys-
Arg/X ili Arg-Arg/X sekvenci. Hipoteza je potvrdena delecijom KEX2 gena i dobivanjem
pleiotropnog fenotipa mutanata kod kojih nije doslo do proteoliticke modifikacije supstrata
(Bader i sur., 2008).

Sinteza proteaze Kex2 odvija se u zimogenoj formi. Zimogena forma sadrzi visokonabijeni C-
terminus, N-terminalnu sekvencu odgovornu za usmjeravanje u endoplazmatski retikulum i
prodomenu (89 aminokiselina) odgovornu za smatanje proteoliticke domene u aktivnu formu.
Takoder, sadrzi kataliticku domenu i P-domenu zasluznu za njeno djelovanje, citosolni rep s
,»Trans Golgi Network® (TGN) signalom za lokalizaciju, te O-glikoziliranu transmembransku
regiju bogatu serinom i treoninom (Wilcox i Fuller, 1991; Germain i sur., 1992). Cijepanje N-

terminusa autoproteoliticki aktivira zimogenu formu Kex2. Slijedi O- i N-glikozilacija te
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autoproteoliticko odcjepljivanje prodomene, te translokacija aktiviranog proteina iz
endoplazmatskog retikuluma u Golgij. U Golgijevu tijelu odvija se glikozilacija proteina
vezanjem manoze na postojece O- i N-oligosaharidne lance a-1,3-glikozidnom vezom (Wilcox
i Fuller, 1991).

2.5.2. Proteaze iz porodice japsina

Kod kvasca Saccharomyces cerevisiae otkriveno je pet homologa proteina iz porodice GPI-
aspartatnih proteaza: YPS1, YPS2, YPS3, YPS6 i YPS7 (Olsen i sur., 1999). Signal za vezanje
GPl-sidra omogucava im lokalizaciju u stani¢noj stijenci ili membrani, a nalazi se na C-
terminusu. Prva Cetiri ¢lana posjeduju signalnu sekvencu koja odgovara lokalizaciji u stani¢noj
membrani (Frieman i sur., 2003), dok YPS7 sekvenca sugerira lokalizaciju u stani¢noj Stijenci
(Hamada i sur., 1999). Pretpostavlja se da je ekspresija YPS1 uzrokovana stresnim uvjetima,
dok se YPS2 smatra konstitutivno eksprimiranim i stalno aktivnim (Krysan i sur., 2005).

Poput Kex2 proteaze, japsini svoje supstrate hidroliziraju djelujué¢i iza para bazi¢nih
aminokiselina Lys-Arg i Arg-Arg, te iza pojedinacne bazne kiseline (Cawley i sur., 1998).
Sintetiziraju se u zimogenoj formi poput svih peptidaza, i to kao projapsini (Cawley i sur., 1998;
Olsen i sur., 1999). Aktivacija zimogena vrsi se u kiselom mediju (pH<4) kad dode do
proteolize pro-regije na N-terminusu, a aspartatni ostaci se protoniraju. Konacni rezultat je
destabilizacija projapsina te aktivacija japsina (Cawley i sur., 1998). Novija istrazivanja
pokazala su kako se zimogene forme aktiviraju autokataliticki u kiselom mediju ili pomoéu
Kex2 proteaze u mediju neutralne pH-vrijednosti (Grbavac i sur., 2017). Optimalni pH za

aktivnost japsina je 4 (Komano i sur., 1999).

Japsinske proteaze imaju vaznu ulogu u odrZavanju integriteta stani¢ne stijenke. PojaCana
ekspresija japsina evidentna je u uvjetima ostecenja stijenke te tijekom njezine aktivne sinteze
I remodeliranja. Ovisna je o okolisnim uvjetima, posebice kada se radi o uvjetima
temperaturnog stresa. Uslijed naglog rasta temperature s 24 na 37 °C ekspresija japsina

povecava se 12 puta, dok na 37 °C dolazi do lize stanica (Krysan 1 sur., 2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJALI
3.1.1. Kemikalije

e agar — Liofilchem Diagnostic (Roseto degli Abruzzi, Italija)

e agaroza — Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e amonijev persulfat, N,N' —metilenbisakrilamid, Triton X-100, akrilamid, p-
merkaptoetanol i Na-dodecilsulfat (SDS) — Sigma-Aldrich (St.Louis, SAD)

e ampicilin — Roth (Karlsruhe, Njemacka)

e anti-HA peroksidaza antitijela - Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e D (+) galaktoza — Acros Organics (SAD)

e D (+) glukoza bezvodna — Gram-Mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

e D (+) rafinoza pentahidrat — Acros Organics (SAD)

e ECL otopine za razvijanje blota — Bio-Rad (SAD)

e histidin, uracil, leucin, triptofan — Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)

e kvascev ekstrakt - Liofilchem Diagnostic (Roseto degli Abruzzi, Italija)

e N, N, N', N'-tetrametil etilendiamin (TEMED) — Serva (Heidelberg, Njemacka)

e NucleoSpin® Plasmid kit - Macherey-Nagel (Diiren, Njemacka)

e pepton, baktotripton — Becton, Dickinson and Co. (Le Pont de Claix, France)
e Ponceau S i polietilenglikol 4000 (PEG 4000) — Serva (Heidelberg, Njemacka)
e restrikcijski enzim Sapl, Bgll - New England Biolabs (Ipswich, Massachusetts, SAD)

e standardi za DNA elektroforezu — Fermentas, Thermo Fisher Scientific (Waltham,
SAD)

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

Ostale kemikalije koristene tijekom eksperimentalnog rada nabavljene su od standardnih

proizvodaca i analiticke Su Cistoce.
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3.1.2. Sojevi kvasca
U radu su koriSteni laboratorijski sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae (tablica 4).

Tablica 4. Pregled koristenih laboratorijskih sojeva kvasca

SOJ KVASCA GENOTIP
wt (BY4741) Mat a, his3A, leu2A, metlSA, ura3A
kex2 BY4741; kex2::kanMX
wt SCW4 BY4741 + pBG1805 SCW4
kex2 SCW4 kex2 + pBG1805 SCW4
wt Scw4 mut V BY4741 + pBG1805 SCW4 mut V
kex2 Scw4 mut V kex2 + pBG1805 SCW4 mut V
wt Scw4 mut P BY4741 + pBG1805 SCW4 mut P
kex2 Scw4 mut P kex2 + pBG1805 SCW4 mut P
wt Scw4d AKA BY4741 + pBG1805 SCW4 AKA
kex2 Scw4 mut AKA kex2 + pBG1805 SCW4 AKA
wt Scw4 Q1 BY4741 + pBG1805 SCW4 Q1
wt Scw4 Q2 BY4741 + pBG1805 SCW4 Q2
wt Scw4 Q3 BY4741 + pBG1805 SCW4 Q3

3.1.3. Sojevi bakterija

Za umnazanje plazmida koristen je genotip bakterijskog soja Escherichia coli (Subcloning
Efficiency DH5a Competent Cells, Thermo Fisher Scientific):

F- ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1
gyrA96 relAl A-

3.1.4. Hranjive podloge za uzgoj kvasca

Stanice kvasca submerzno su uzgajane u YNB selektivnoj podlozi koja se sastoji od 6,7 g L
YNB (Yeast Nitrogen Base, bez aminokiselina) i 2 g L smjese aminokiselina, vitamina i
nukleotidnih baza (,,drop out) i odgovarajuéeg $ecera (0,02 g L™%). ,,Drop out* smjesa (tablica

5) sadrzi sve aminokiseline potrebne za rast kvasca osim aminokiselina nuznih za selekciju
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auksotrofnih sojeva (Sambrook i Russel, 2001). 1z tog razloga je, ovisno o auksotrofnosti, u
podlogu potrebno dodati histidin (80 mg L), uracil (80 mg L), triptofan (80 mg L) i leucin
(160 mg L1). Uzgoj kvasaca u tekuéoj podlozi odvija se na tresilici pri temperaturi od 30 'C.
Krute hranjive podloge jednakog su sastava kao i tekuée, uz dodatak 15 g L™ agara, a uzgoj se

odvija u termostatu pri temperaturi od 30 C.

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

od 1 atm tijekom 45 minuta.

Tablica 5. Sastav smjese aminokiselina, vitamina i nukleotidnih baza (,,drop out®)

adenin 30¢g L-metionin 2,090
L-arginin 2090 L-fenilalanin 2,090
L-asparagin 209 L-prolin 2049
L-asparaginska Kiselina 6,00 L-serin 6,09
L-cistein 2090 L-treonin 2,090
L-glutamin 209 L-tirozin 2049
L-glutaminska kiselina 2090 L-valin 2,090
L-glicin 209 p'amili‘i‘égﬁﬂzoje"a 029
L-izoleucin 2049 inozitol 2049

3.1.5. Hranjive podloge za uzgoj bakterija

LB podlozi uz dodatak ampicilina koncentracije 100 mg mL™u omjeru 1uL ampicilina na ImL
LB hranjive podloge. Sastav podloge prikazan je u Tablici 6. Podloge je potrebno autoklavirati
na temperaturi od 121 °C te tlaku od 1 atm tijekom 45 minuta.
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Tablica 6. Sastav LB hranjive podloge za uzgoj E. coli

. kvascev
baktotripton NaCl agar
ekstrakt
Tekuca hranjiva
10 5 5 -
podloga [g L]
Kruta hranjiva
podloga [g L] 10 5 5 15

3.1.6. Plazmidi

3.1.6.1. Plazmid pBG1805 SCW4

Plazmid pBG1805 SCW4 (slika 6) sadrzi nativni gen koji kodira za protein Scw4, ori ishodi$nu

sekvenciju koja mu omogucava umnazanje u bakteriji E.coli, BLA gen za selekciju bakterija

koje sadrze spomenuti plazmid na podlozi s ampicilinom, te kvas¢ev URA gen koji omogucuje

selekciju transformiranih stanica kvasca na hranjivim podlogama bez uracila. SCW4 gen se

nalazi pod kontrolom promotora GAL1, a nizvodno od gena nalazi se hemaglutininski nastavak
koji omogucava detekciju Scw4 proteina antitijelima. Plazmid pBG1805 SCW4 umnozen je u

E. coli nakon cega je plazmid izoliran te potom koriSten za transformaciju kvasca

Saccharomyces cerevisae.
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6xHis HRV 3C site
Eagl (131)

(6159) Agel ‘ Ascl (506)
(6083) SacIl Acc65I (515)

(6076) Sacl | ( ‘ KpnI (519)
/’*“

(6074) Eco53kI M
= p(omo{?;: f ..O

[M13 rev| S g
(CAP binding site| . =
GRS attBl| HA ppo/
X ~oter attB2 A b

NgoMIV (839)
Nael (841)

pBG1805
6573 bp

BioVector NICC Inc.

— Stul (1666)
PspOMI* (1724)

~ ApaI* (1728)
BsmI (1742)

~ BstBI (1835)

— NcoI (1893)
EcoRV (15914)

(4848) AhdI

— BfuAI - BspMI (2113)
PstI - SbfI (2124)
Bsgl (2158)

NdeI (2187)

Mfel (2634)

BmgBI (2850)

(3635) BmeT110I ‘ BioVector NTCC Inc.

(3634) Aval - BsoBI SnaBI (3288)

Slika 6. Prikaz plazmida pBG1805 (Anonymous 5, 2020).

3.1.6.2. Plazmidi pBG1805 SCW4 mut P, pBG1805 SCW4 mut V, pBG1805 SCW4 AKA,
pBG1805 SCW4 Q1, pBG1805 SCW4 Q2 i pBG1805 SCW4 Q3

Plazmidi pBG1805 SCW4 mut P, pBG1805 SCW4 mut V, pBG1805 SCW4 AKA, pBG1805
SCW4 Q1, pBG1805 SCW4 Q2 i pBG1805 SCW4 Q3 sadrze mutirani gen za protein Scw4 u
kojem je mutirana jedna od regija sli¢nih PIR repetitivnoj sekvenci, ori ishodisnu sekvenciju
koja im omoguc¢ava umnazanje u bakteriji E.coli, BLA gen za selekciju bakterija koje sadrze
spomenute plazmide na podlozi s ampicilinom, te kvas¢ev URA gen koji omogucuje selekciju
transformiranih stanica kvasca na hranjivim podlogama bez uracila. SCW4 gen se nalazi pod
kontrolom promotora GAL1, a nizvodno od gena nalazi se hemaglutininski nastavak koji
omogucava detekciju Scw4 proteina antitijelima. Plazmidi su umnozeni u E. coli nakon ¢ega

su plazmidi koristeni za transformaciju kvasca Saccharomyces cerevisae.
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MRLSNLIASA  SLLSAATLAA  PANHEHKDKR AWTTTV TTIIVNGAAS TPVAALEENA
VVNSAPAAAT FTAFNDYWKA TAAASSSENN SQVSAAASPA SSSAATSTQS SSSSQASSSS
SSGEDVSSFA  SGVRGITYTP YESSGACKSA  SEVASDLAQL TDFPVIRLYG TDCNQVENVF
KAKASNQKVF  LGIYYVDQIQ DGVNTIKSAV  ESYGSWDDVT TVSIGNELVN GNQATPSQVG
QYIDSGRSAL  KAAGYTGPVV  SVDTFIAVIN NPELCDYSDY MAVNAHAYFD KNTVAQDSGK
WLLEQIQRVW TACDGKKNVV ITESGWPSKG  ETYGVAVPSK ENQKDAVSAI  TSSCGADTFL
FTAFNDYWKA DGAYGVEKYW GILSNE*

Slika 7. Prikaz aminokiselinske sekvence proteina Scw4. Plavom bojom oznaceno je mjesto za
procesiranje Kex2 proteazom, naranCastom bojom oznafeno je mjesto za procesiranje
japsinskim proteazama, crvenom i ljubi¢astom bojom oznaceni su dijelovi sekvence ispitivani

u ovom radu.

U proteinskoj sekvenci (slika 7) plavom bojom oznaCeno je mjesto procesiranja Kex2
proteazom, a narancastom mjesto procesiranja japsinskim proteazama. Naranc¢astom bojom
naznaceni dio ujedno je mutiran u ovom radu, a konstrukt koji sadrzi ovu mutiranu regiju
nazvan je pBG1805 SCW4 AKA jer je ova regija mutirana iz QKQ u AKA. Crvenom i
ljubi¢astom bojom takoder su naznaceni mutirani dijelovi sekvence ispitivani u ovom radu.
Konstrukt s mutacijom u regiji ozna¢enoj crvenom bojom nazvan je pBG1805 SCW4 mut P, a
regija je mutirana iz DQIQD u GALLG. Konstrukt s mutacijom u regiji oznac¢enoj ljubi¢astom
bojom nazvan je pBG1805 SCW4 mut V, a regija je mutirana iz Q23sATPSQ238VGQ241 U
ALVLGALLG.

MRLSNLIASA  SLLSAATLAA  PANHEHKDKR AWVTTTV TTIHIVNGAAS TPVAALEENA
VVNSAPAAAT FTAFNDYWKA TAAASSSENN  SQVSAAASPA SSSAATSTQS SSSSQASSSS
SSGEDVSSFA  SGVRGITYTP YESSGACKSA  SEVASDLAQL TDFPVIRLYG TDCNQVENVF
KAKASNQKVF  LGIYYVDQIQ DGVNTIKSAV  ESYGSWDDVT TVSIGNELVN GNQATPSQVG
IYIDSGRSAL KAAGYTGPVV  SVDTFIAVIN NPELCDYSDY MAVNAHAYFD KNTVAQDSGK
WLLEQIQRVW TACDCKKNVV  ITESGWPSKG  ETYGVAVPSK ENQKDAVSAI ~ TSSCGADTFL
FTAFNDYWKA DGAYGVEKYW GILSNE*

Slika 8. Prikaz amnokiselinske sekvence proteina Scw4 za konstrukt pBG1805 SCW4 Q1,
pBG1805 SCW4 Q2 i pBG1805 SCW4 Q3. Plavom bojom oznaceno je mjesto za procesiranje
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Kex2 proteazom, naranCastom bojom oznaeno je mjesto za procesiranje japsinskim

proteazama, crvenom bojom oznacen je dio sekvence ispitivan u ovom radu.

Na proteinskoj sekvenci (slika 8) plavom bojom oznaceno je mjesto procesiranja Kex2
proteazom, a narancastom mMmjesto procesiranja japsinskim proteazama. Crvenom bojom
naznacen je dio sekvence U koji su u ovom radu unesene i ispitivane mutacije. Uvodenjem tri
razli¢ite mutacije u ovu ciljanu regiju dobivena su tri konstrukta koriStena za daljnje
eksperimente. Konstrukt koji sadrzi mutiranu regiju oznacenu Zutom bojom nazvan je
pBG1805 SCW4 Q1, a regija je mutirana iz Q233ATPSQ238VGQ241U A233ATPSQ238VGQ241.
Konstrukt koji sadrzi mutiranu regiju oznacenu sivom bojom nazvan je pBG1805 SCW4 Q2, a
regija je mutirana iz Q233ATPSQ238VGQ241U Q233ATPSA238VGQ241. Konstrukt koji sadrzi
mutiranu regiju oznac¢enu zelenom bojom nazvan je pBG1805 SCW4 Q3, a regija je mutirana
1Z Q233ATPSQ238VGQ241U Q233ATPSQ238VGA241.
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3.2. METODE
3.2.1. Lan¢ana reakcije polimeraze

PCR (eng. Polymerase Chain Reaction) tj. lancana reakcija polimeraze in vitro je metoda
selektivnog umnazanja odredenog dijela DNA prema postojecem lancu koji se naziva kalup.
Reakcija se provodi u uredaju zvanom ,,Thermocycler koji, ovisno o podesenom programu,
tijekom vremena povisuje i snizuje temperaturu reakcije na zadane vrijednosti u zadanim
vremenskim intervalima. Reakcijska smjesa mora sadrzavati DNA kalup, smjesu sva Cetiri
dNTP-a, dvije poCetnice te enzim DNA polimerazu (Taq polimeraza) s odgovaraju¢im
puferom. Pufer za DNA polimerazu sadrzi ione Mg?* ¢&ija prisutnost je neophodna za sintezu
DNA. Pocetnice (,,primeri‘) narucuju se od proizvodaca, a najcesce su sastavljene od 16 do 30
oligonukleotida ¢iji je slijed komplementaran odredenom dijelu sekvence DNA koja se zeli
umnoziti. DNA polimeraza enzim je koji provodi replikaciju. Taq polimeraza veli¢ine 94 kDA
izolirana je iz termofilne bakterije Thermus aquaticus, a optimalnu aktivnost ima u

temperaturnom intervalu od 72 do 75 °C. Poluzivot Taq polimeraze na 95 °C je 40 min, Sto

znaci da se pomocu nje moze provesti oko 50 ciklusa PCR-a.

PCR metoda standardno se provodi kroz tri osnovna stupnja. Prvi stupanj podrazumijeva
denaturiranje kalupa DNA zagrijavanjem na 95 °C. Pri tome dolazi do pucanja slabih vodikovih
veza te razdvajanjem lanaca DNA, §to rezultira dvama jednolan¢anim DNA lancima. Svaki
lanac sluzi kao kalup za replikaciju. Nakon toga smjesa se hladi na tzv. ,,melting" temperaturu
od 50-70 °C koja omogucava sparivanje pocetnica s komplementarnim dijelovima lanca. Ovaj
korak traje kratko kako bi se sprijecila potencijalna renaturacija DNA lanaca. Pocetnice su
nakon sparivanja suprotno orijentirane u odnosu na ciljanu DNA sekvencu, §to omogucava
njenu daljnju sintezu. Tre¢i stupanj PCR-a podrazumijeva sintezu komplementarne DNA pri
temperaturi od 72 °C koja je optimalna za Taq polimerazu. Trajanje tre¢eg stupnja ovisi 1

odreduje se s obzirom na duljinu fragmenta (jedna minuta za sintezu fragmenta duljine 1 kb).
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3.2.2. Uvodenje mutacije u gen SCW4 PCR metodom

Zeljene mutacije une$ene su upotrebom Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit-a koji omoguéava
uvodenje mutacije u ciljanu regiju dvolan¢anog DNA plazmida. Kao enzim koristi se ,,Q5 Hot
Start High-fidelity DNA polimeraza, a nakon provedenog PCR-a umnoZzenom materijalu
dodaje se KLD smjesa enzima. KLD sastoji se od kinaze, ligaze i enzima Dpnl, koji tijekom
inkubacije od 5 min na sobnoj temperaturi osiguravaju cirkularizaciju plazmida i uklanje
kalupa. Sastav reakcijske smjese za PCR od ukupno 25 pL prikazana je u Tablici 7.
Temperaturni uvjeti pri kojima su se odvijali pojedini stupnjevi lancane reakcije polimeraze i

njihovo trajanje prikazani su u Tablici 8.

Tablica 7. Prikaz sastava PCR reakcijske smjese

225 UL Kona¢na koncentracija
Q5 Hot Start High Fidelity
2x Master Mix 125uL 1x
10 uM Forward Pocetnica
1,25 uL 0,5uM
(Scw4 QKQ- F)
10 puM Reverse Pocetnica
1,25 uL 0,5uM
(Scw4 QKQ- R)
Kalup DNA
(1-25 ng mI), 2uL 20ng
PBG1805Scw4
Destilirana voda bez 8.0 L i
nukleaza
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Tablica 8. Prikaz uvjeta pri kojima je provedena PCR reakcija

TEMPERATURA VRIJEME
T1 (denaturacija)= 98 °C t1=45s
T, (denaturacija)= 98 °C t=10s
25 x T3 (anealing)= 65°C t3=30s
T4 (elongacija) = 72°C t4= 30 s/kb
Ts (zavrsna elongacija)= 72°C ts=2 min
Te=4°C te= oo

3.2.3. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

DNA gel elektroforeza provedena je pri naponu od 70 V u 1 %-tnom agaroznom gelu. Gel se
priprema otapanjem agaroze u TAE puferu (40 mmol L™ TRIS-HAc pH 8,0; 1 mmol L EDTA),
zagrijavanjem otopine do vrenja, a zatim izlijevanja djelomi¢no ohladene otopine u kadicu.
Nakon umetanja ceslji¢a koji ¢e formirati jazice, gel polimerizira na ravnoj povrSini 45-60
minuta. Uzorci plazmida pocijepani restrikcijskim enzimima nanose se u jazice. Po zavrSetku
elektroforeze gel se uranja u otopinu etidij-bromida (1 mg L ) nakon &ega se vrpce DNA

vizualiziraju pomoc¢u UV svjetla na transiluminatoru (Hoefer, Macrovue UVis-20).

3.2.4. Transformacija kompetentnih stanica bakterije Escherichia coli

Alikvot bakterijskih stanica (50 puL kulture kompetentnih stanica (Subcloning Efficiency DH5a
Competent Cells, Thermo Fisher Scientific)) uzet iz zamrzivaca (-70 °C) otapa se 20-30 minuta
na ledu. U suspenziju stanica se dodaje 5 uL ligacijske smjese i inkubira se na ledu u trajanju
od 30 minuta, a zatim podvrgava temperaturnom Soku inkubacijom kroz 30 sekundi na 42 °C u
termobloku. Poslije termo-Soka smjesa se hladi 5 minuta na ledu, te joj se dodaje 950 uL
prethodno zagrijanog SOC medija (2 % tripton, 0,5 % kvascéev ekstrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgSO4, 20 mM glukoza). Slijedi inkubacija 1 h na 37 °C nakon
Cega se 100 uL suspenzije stanica nacijepi na LB krute podloge s ampicilinom. Transformacija
se smatra uspjeSnom kad na podlogama poslije prekono¢ne inkubacije na 37 °C narastu kolonije

koje su tada spremne za precjepljivanje i uzgoj u tekué¢oj LB podlozi s ampicilinom.
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3.2.5. Izolacija plazmidne DNA iz stanica bakterije E. coli (*'mini prep")

Stanice E. coli koje sadrze zeljene plazmide uzgojene su preko noé¢i na 37 °C u tekucoj LB
podlozi uz dodatak ampicilina. Prema uputama proizvodaca plazmidi su iz bakterijskih stanica

izolirani pomoé¢u NucleoSpin® Plasmid kit-a (Macherey-Nagel, Diiren, Njemacka).

3.2.6. Restrikcijska analiza plazmida

Cijepanja DNA provedena su restirkcijskim enzimima Sapl ili Bgll prema uputama proizvodaca
(,,New England Biolabs* Ipswich, MA, SAD) s ciljem provjere ispravnosti konstruiranih

plazmida koji su prethodno izolirani iz stanica E. coli.

3.2.7. Odredivanje koncentracije DNA

Koncentracija plazmidne DNA dobivene izolacijom iz bakterijskih stanica odredena je pomoc¢u

Qubit 3.0 fluorometra (Invitrogen, Life Technologies, SAD) prema uputama proizvodaca.

3.2.8. Transformacija stanica kvasca LiAc metodom

Kako bi mogao poceti postupak transformacije, kvasac je prethodno uzgojen u 5 mL kompletne
tekuce hranjive podloge (YNB ili YPD uz dodatak 2 % glukoze) do logaritamske faze rasta.
Suspenzija se centrifugira 6 minuta na 6000 rpm, te se talog u sterilnim uvjetima ispere u 5 mL
destilirane vode. Postupak centrifugiranja se ponavlja, a rezultat su stanice kvasca odvojene i
isprane od hranjive podloge. Talog sa stanicama resuspendira se u 1 mL 0,1 M LiAc i
centrifugira 30 sekundi na 8000 rpm u sterilnoj eppendorf epruveti. Nakon uklanjanja
supernatanta, na talog se redom dodaje: 240 pL PEG-a (50% w/v), 36 uL litijevog acetata (1M),
25 pL jednolancane DNA (eng. ,,DNA carrier) te 50 pL smjese plazmida 1 sterilne vode.
Transformacijska smjesa vorteksira se 1 minutu s ciljem homogenizacije, a zatim dvaput
inkubira u termobloku. Prva inkubacija provodi se 30 minuta na 30 °C, a druga inkubacija traje
20 minuta na temperaturi od 42 °C. Nakon temperaturnog Soka suspenzija se centrifugira 15
sekundi na 8000 rpm, supernatant se uklanja, a talog resuspendira u 1 mL sterilne vode. 100 uL.
suspenzije nacijepi se na YNB selektivnu krutu podlogu bez uracila, a inkubacija ploc¢a traje 2-

3 dana na 30 °C.
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3.2.9. Uzgoj kvasca uz indukciju GAL promotora

Uzgoj transformiranih stanica kvasca zapocinje nacjepljivanjem u 5 mL selektivne podloge bez
uracila s dodatkom 2 % glukoze, te traje preko no¢i na tresilici pri 30 °C. GAL promotor Koji
kontrolira gen SCW4 uz prisustvo glukoze je reprimiran. Sljedeée jutro izraCunati alikvot
suspenzije kvasca nacjepljuje se u novih 15 mL selektivne podloge uz dodatak 2 % Secera
rafinoze s tako da je pocetna ODeoo Vrijednost 0,5. Nakon inkubacije na tresilici pri 30 °C u
trajanju od 4-5 sati postize se ODsoo Vrijednost 2-2,5 kada je kvasac u eksponencijalnoj fazi
rasta. Alikvot suspenzije kvasca izuzima se i prebacuje u podlogu s 2 % galaktoze, 0,1 %
rafinoze te odgovaraju¢im puferom (10 mM fosfat-citratni pufer pH=4 ili pH=7), pri ¢emu je
ukupni volumen 50 mL. GAL promotor koji kontrolira gen SCW4 uz prisustvo galaktoze je
induciran. Ukoliko se radi o dodatku 10 mM fosfat-citratnog pufera pH=4, pocetna ODsoo
vrijednost iznosi 0,1, a dodaje li se 10 mM fosfat-citratni pufer pH=7, pocetna ODgoo vrijednost

iznosi 0,5. Uzgoj traje preko no¢i na tresilici pri 30 °C.

3.2.10. Izolacija stani¢nih stijenki kvasca

Prethodno uzgojeni kvasac nalazi se u ukupno 50 mL YNB selektivne podloge bez uracila s
dodatkom rafinoze, galaktoze i odgovarajuceg pufera. Optimalna je kona¢na vrijednost ODeoo
od 2,5-3 za daljnju izolaciju stijenki. pH suspenzije provjerava se pomocu indikatorskog
Lakmus papirica i, ukoliko odgovara pH-vrijednosti dodanog pufera, nastavlja se s protokolom
izolacije. Suspenzija kvasca centrifugira se 6 minuta na 6000 rpm s ciljem odvajanja stanica u
obliku taloga od tekuceg dijela podloge (supernatant). Talog se ispire s 30 mL destilirane vode,
a zatim dva puta s 30 mL 50 mM Kkalij-fosfatnog pufera pH=8. Izmedu svakog ispiranja vrsi se
centrifugiranje 6 min na 6000 rpm. Na talog stanica dodaje se 300 uL kalij-fosfatnog pufera i
suspenzija se prebacuje u kivete za razbijanje stanica, a zatim se dodaju staklene kuglice u
omjeru 1:1 naspram volumena suspenzije. Razbijanje stanica odvija se na BeadBugTM uredaju
u dva do tri ciklusa u trajanju od 3 minute, izmedu kojih je obavezna inkubacija na ledu u
trajanju od 1 minute kako ne bi doslo do denaturacije proteina. Suspenzija razbijenih stanica
prebaci se u eppendorf epruvete od 1,5 mL. Slijedi centrifugiranje 1 min na 12000 rpm nakon
Cega se odvaja supernatant, a na talog dodaje 1 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera pH=8.

Ispiranje puferom ponavlja se Cetiri puta.
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3.2.11. lzolacija nekovalentno vezanih proteina stani¢ne stijenke

Talog stijenki prethodno je Cetiri puta ispran 50 mM kalij-fosfatnim puferom pH=8. Nakon
posljednjeg odvajanja supernatanta, talog stijenki resuspendira se u 1 mL Laemmli pufera (50
mM Tris-HCI pufer pH 6,8, 2 mM EDTA III, 2 % SDS, 0,001 % boja bromfenol plavo i 5 %
B-merkaptoetanol). Epruvete se umecu u stiroporni plovak te kuhaju u vodenoj kupelji 10
minuta. Po zavrSetku kuhanja, suspenzija u epruvetama se centrifugira 3 min na 12000 rpm.
Supernatant koji sarzi nekovalentno vezane proteine sprema se u hladnjak na temperaturu od -
20 °C.

Na talog se ponovno dodaje 1 mL Laemmli pufera i ponavlja postupak kuhanja u vodenoj
kupelji u trajanju od 10 minuta. Suspenzija se potom centrifugira 3 minute na 12000 rpm,
supernatant se uklanja, a talog se ispire Cetiri puta s 1 mL 50 mM Kkalij-fosfatnog pufera pH=8.

3.2.12. Izolacija kovalentno vezanih proteina stani¢ne stijenke

Nakon zavrSenog SDS-tretmana stijenki, Cetiri puta puferom isprani talog resuspendira se u 1
mL destilirane vode i centrifugira 3 min na 12000 rpm. Supernatant se ukloni pipetorom. Na
talog koji sadrzi stani¢ne stijenke sa kovalentno vezanim proteinima dodaje se 30 mM NaOH
(50 uL NaOH na 100 OD jedinica suspenzije), suspenzija se resuspendira i inkubira preko no¢i
u hladnjaku na +4 °C. Nakon prekonoéne inkubacije slijedi centrifugiranje 5 min na 12000 rpm.
Supernatant se izdvaja i dodaje mu se Laemmli pufer za uzorke tako da razrjedenje pufera bude
maksimalno pet puta. Ovako pripremljeni uzorci spremaju se u hladnjak na temperaturu od -20
°C.

3.2.13. SDS elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

Proteini izdvojeni SDS i NaOH tretmanima stijenki denaturiraju se dodatkom Laemmli pufera
(50 mM Tris-HCI pufer pH 6,8, 2 mM EDTA III, 2 % SDS-a, 10 % glicerol, 0,001 % boja
bromfenol plavo i 5 % p-merkaptoetanol). Pufer se dodaje SDS uzorcima tako da bude
razrijeden maksimalno pet puta kako bi uzorci “sjeli” na dno jazice u gelu. Proteini dobiveni
NaOH tretmanom stijenki ve¢ sadrze Laemmli pufer pa ga nije potrebno naknadno dodavati.

Za elektroforezu koristi se diskontinuirani sustav kojeg ¢ine gornji gel za sabijanje (5%
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akrilamida, pH=6,8) te donji gel za razdvajanje (12% akrilamida, pH=8,8). Sastav gelova
prikazan je u tablici 9. U prvu, zadnju te u sve jazice u kojima se ne nalaze uzorci nanosi se
oko 2 pL. Laemmli pufera. Pored uzoraka takoder se nanosi 4 pL. smjese LMW (Low Molecular
Weight) (Amersham Pharmacia Biotech) standarda. Elektroforeza se provodi u 25 mM Tris-

glicin puferu pH=6,8 s 0,1 % SDS-a pri naponu od 180 V tijekom 2,5 sata.

Tablica 9. Sastav gelova za SDS PAGE elektroforezu

GEL ZA SABIJANJE GEL ZA RAZDVAJANJE
pH=6,8 pH=8,8
0,5 M Tris-HCI pufer
oH=6,8 4,26 mL -
1,5 M Tris-HCI pufera pH i 25mL
8,8
Destilirana voda - 2,2mL
30 %-tni akrilamid 600 puL 3mL
TEMED 5uL S5ulL
APS 45 uL 38 uL

3.2.14. Western blot

Nakon provedene SDS-PAGE elektroforeze proteini se prenose ,,semi-dry* transferom iz
poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu pri 1,0 A 125 V tijekom 25 minuta u uredaju
za transfer (Trans-Blot®Turbo™ Transfer System, BioRad). ,Semi-dry“ transfer
podrazumijeva slaganje gela na nitrocelulozu u ,,sendvi¢* izmedu dva sloja od po osam filter
papira prethodno potopljenih u odgovaraju¢em puferu (3,03 g TRIS-a, 14,4 g glicina, 200 mL
metanola i 800 mL destilirane vode). Nakon 25 minuta gel se uklanja, a na nitrocelulozu s
proteinima dodaje se boja Ponceau S (0,1 % Ponceau S u 5 %-tnoj octenoj kiselini) koja sluzi
za vizualizaciju LMW standarda i proteina. Standardi se oznace tupom grafitnom olovkom,
boja se ispere destiliranom vodom, a zatim slijedi inkubacija tijekom 45 minuta na tresilici i
sobnoj temperaturi u 10 mL pufera za blokiranje (50 mM TRIS-HCI pufer pH 7.5, 150 mM
NaCl, 0,1 % Triton X-100) s 1 % obranog mlijeka. Pufera s obranim mlijekom odlije se nakon
inkubacije, a s novih 5 mL pufera dodaju se 1 antitijela sa svrhom specificnog obiljezavanja

proteina. Na membranu na kojoj se nalaze SDS uzorci dodaje se 4 uLL HA-antitijela (Sigma-
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Aldrich), dok se na membranu s NaOH uzorcima dodaje 5 uL. HA-antitijela. Membrane se
inkubiraju minimalno 2 sata na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se 3 puta po 10 minuta ispiru sa
po 5 mL pufera za blokiranje. Podrucje nitroceluoze na kojem se nalaze olovkom oznaceni
standardi posusi se stani¢evinom te se standardi ozna¢e kemiluminiscentnim flomasterom
(WesternSure Pen), nakon ¢ega slijedi 5-minutna inkubacija membrane u reagensima za
razvijanje blota (800 pL peroksidaze i 800 puL luminola, BioRad, SAD). Preliminarna
vizualizacija proteinskih vrpci vrsi se pomocu C-digit skenera (C-DiGit ® Blot Scanner — LI-
COR Biosciences), nakon ¢ega se kemiluminiscencija proteina zabiljezi na RTG-filmu tijekom

prekono¢ne ekspozicije filma.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



Na osnovu dosadasnjih istrazivanja provedenih u ovom Laboratoriju zakljuceno je da se iz
stani¢ne stijenke kvasca Saccharomyces cerevisiae mogu izolirati tri forme Scw4 proteina koje
se medusobno razlikuju po molekulskoj masi. Prema pretpostavci, uzrok tome je razli¢ito
proteoliticko procesiranje proteina. Forme manjih molekulskih masa smatraju se proteoliticki
procesiranima, dok se ona najveée mase smatra neprocesiranom. Enzimi koji sudjeluju u
procesiranju su Kex2 i japsinske proteaze. Kex2 proteoliticki enzimi djeluju iza mjesta
K27D28K29R30, @ rezultiraju po molekulskoj masi srednjom formom proteina, dok japsinske
proteaze djeluju iza Ksg mjesta i zasluzne su za nastajanje najmanje forme proteina. Uloga
pojedinog enzima ustanovljena je nakon uvodenja mutacija u gen SCW4 u dijelove sekvence
koje kodiraju za regije proteina koje podlijezu cijepanju s Kex2 ili japsinima (aminokiselinski
ostaci od N2z do Razo, te ostatak Kasg) (slika 9), sto je potvrdeno Western blot metodom.

MRLSNLIASA SLLSAATLAA PANHEHKDKR* AWTTTV TTIIVNGAAS TPVAALEENA

Slika 9. Prikaz sekvence proteina Scw4. Na proteinskoj sekvenci plavom strelicom oznaceno
je mjesto procesiranja Kex2 proteazom, a narancastom sStrelicom mjesto procesiranja

japsinskim proteazama.

Mehanizam vezanja Scw4 proteina u stijenku kvasca jo$ nije poznat, medutim, pretpostavlja se
kako bi mogao biti sli¢an onome za vezanje PIR proteina. Zakljucak je donesen na temelju
eksperimenata provedenih od strane Tepari¢ i sur. (2010) i Grbavac i sur. (2017) koji dokazuju
da se Scw4 veze kovalentno i nekovalentno. Kao nepoznanica ostaje vrsta veze te pitanje koji
dio sekvence proteina je odgovoran za kovalentno povezivanje u stijenku. Kako bi se dobio
odgovor na postavljeno pitanje, u ovom radu proveden je set eksperimenata s novim
konstruiranim mutantima nazvanim: pBG1805 SCW4 mut V, pBG1805 SCW4 mut P, pBG1805
SCW4 AKA, pBG1805 SCW4 Q1, pBG1805 SCW4 Q2 i pBG1805 SCW4 Q3. Mutacije su
uvedene u regiju slicnu onoj PIR proteina koja sadrzi glutaminske ostatke za koje se smatra da
su odgovorni za kovalentno vezanje, te u regiju iza koje djeluju japsini koja takoder sadrzi

glutaminski ostatak (slika 10).

VISQIGDGQV-QATS < T
GN QATPSQVGQYID < o]
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Slika 10. Usporedba dijelova sekvenci Pir4 i Scw4 proteina. Zutom bojom uokvireni su
glutaminski ostaci zasluzni za kovalentno povezivanje PIR proteina te sli¢no rasporedeni
glutaminski ostaci u sekvenci Scw4 proteina. Crvenom bojom oznacen je glutaminski ostatak

kljucan za kovalentno vezanje PIR proteina.

4.1. UVODENJE MUTACIJE U CILJANU REGIJU GENA SCW4 PCR METODOM

Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit upotrebljen je za uvodenje mutacije u ciljanu regiju gena.
Pocetnice za navedeni sustav dizajnirane su upotrebom NeBaseChangera i prikazane u Tablici
10. Prvi korak podrazumijeva eksponencijalnu amplifikaciju regije upotrebom smjese koja
sadrzi ,,Q5 Hot Start High-Fidelity DNA polimerazu, kalup i dvije pogetnice. Zeljena mutacija
nalazi se u srediSnjem dijelu jedne pocetnice (,,Forward primer®), pri ¢emu je njen 3'- kraj
dugacak minimalno 10 komplementarnih nukleotida, dok druga pocetnica (,,Reverse primer*)
ne sadrzi mutaciju. Pocetnice su orijentirane tako da se sinteza dvaju lanaca odvija u
suprotnome smjeru (slika 11.). Drugi korak podrazumijeva inkubaciju PCR produkta s KLD
smjesom kinaze, ligaze i enzima Dpnl koji osiguravaju cirkularizaciju plazmida sa zeljenom
mutacijom te uklanjanje kalupa. Rezultat je reakcijska smjesa spremna za transformaciju

kompetentnih stanica E. coli konstruiranim cirkulariziranim plazmidom.

Tablica 10. Prikaz pocetnica i odgovarajucih sekvenci koristenih za uvodenje mutacije

QKQ/AKA

Naziv pocetnice Sekvenca (oligonukleotid)
SCW4QKQ_R TTAGCAACAGTGGTAGTGACCAC
SCW4QKQ_F AGCTACCACTATCATTGTTAATGG
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Slika 11. Prikaz mehanizma PCR reakcije pomocu QS5 Site-Directed Mutagenesis Kit-a.
,Forward primer* oznacen je crnom bojom, a ,,Reverse primer* oznacen je crvenom bojom.

Strelice na slici predstavljaju 5'-3' smjer sinteze lanaca (Anonymous 6, 2021).

4.2. RESTRIKCIJSKA ANALIZA PLAZMIDA

Kompetentne stanice bakterije Escherichia coli transformirane su ligacijskom smjesom
prethodno opisanom metodom, a zatim su uzgojene u LB podlozi uz dodatak ampicilina. Nakon
prekonoénog uzgoja iz umnozenih stanica izolirani su plazmidi pomoc¢u NucleoSpin Plasmid
Kit-a prema protokolu proizvodaca (Macherey-Nagel). Odredene su koncentracije izoliranih
plazmida upotrebom Qubit 3,0 (Invitrogen, Life Technologies, USA) fluorometra, a cijepanje
plazmida provedeno je pomocu restrikcijskih enzima Sapl i Bgll kako bi se ustanovila
uspjes$nost uno$enja mutacije. Plazmidi su uz dodatak boje naneSeni u jaZice 1 %-tnog
agaroznog gela, koji je nakon elektroforeze uronjen u otopinu etidij-bromida te su restrikcijom

dobiveni fragmenti vizualizirani na transiluminatoru.
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Slika 12. Restrikcijska analiza pBG1805 SCW4, pBG1805 SCW4 AKA, pBG1805 SCw4
mutV, pBG1805 SCW4 mutP. Uzorci: 1. standard DNA Ladder (1 kb), 2. plazmid pBG1805
SCW4 pocijepan enzimom Sapl, 3. plazmid pBG1805 SCW4 mut V pocijepan enzimom Sapl,
4. plazmid pBG1805 SCW4 mut P pocijepan enzimom Sapl, 5. uzorak koji nije obraden u ovom
radu, 6. plazmid pBG1805 SCW4 AKA pocijepan enzimom Sapl.

Iz slike 12 gel elektroforeze vidljivo je da plazmid pBG1805 SCW4 koji sadrzi nativni gen Koji
kodira za protein Scw4 i dva restrikcijska mjesta za enzim Sapl, te su na gelu ocekivano vidljive
dvije vrpce veli¢ina 4202 pb i 3499 pb. Plazmidi pPBG1805 SCW4 mut V i pBG1805 SCW4 mut
P koji sadrze mutaciju u genu koji kodira za protein Scw4 takoder sadrze tri restrikcijska mjesta
za enzim Sapl §to je rezultiralo trima vrpcama veli¢ina 4227 pb, 2119 pb i 1380 pb. Plazmid
pBG1805 SCW4 AKA Kkoji sadrzi mutaciju gena koji kodira za Scw4 protein pocijepan je

restrikcijskim enzimom Sapl, te su uocene ocekivane dvije vrpce veli¢ina 4202 pb i 3499 pb.
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Slika 13. Restrikcijska analiza plazmida pBG1805 SCW4, pBG1805 SCW4 Q1, pBG1805
SCW4 Q2, pBG1805 SCW4 Q3. Uzorci: 1. standard DNA Ladder (1 kb), 2. plazmid pBG1805
SCW4 Q1 pocijepan enzimom Bgll, 3. uzorak koji nije obraden u ovom radu, 4. uzorak koji
nije obraden u ovom radu, 5. plazmid pBG1805 SCW4 Q2 pocijepan enzimom Bgll, 6. uzorak
koji nije obraden u ovom radu, 7. uzorak koji nije obraden u ovom radu, 8. plazmid pBG1805

SCW4 Q3 pocijepan enzimom Bgll.

1z slike 13 gel elektroforeze evidentna je uspjesno provedena mutacija u plazmidima pBG1805
SCW4 Q1, pBG1805 SCW4 Q2 i pBG1805 SCW4 Q3 koji sadrze mutacije u genu koji kodira
za protein Scw4 i Cetiri restrikcijska mjesta za enzim Bgll §to je rezultiralo vrpcama veli¢ina
3994 pb, 1379 pb, 1276 pb i 1077 pb.
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4.3. TRANSFORMACIJA KVASCA

Nakon uzgoja kompetentnih stanica E.coli u LB podlozi s ampicilinom te izolacije plazmida
slijedi provjera uspjeSnosti uvodenja mutacije restrikcijom i DNA elektroforezom.
Restrikcijska analiza provodi se kako bi kvasac u idu¢em koraku nedvojbeno bio transformiran
ispravno konstruiranim zeljenim plazmidom. Postupak transformacije detaljno je opisan u
poglavlju Materijali i metode, a nakon provedene transformacije kvasac je nacjepljen na krutu
YNB Ura™ podlogu. Kvasac divljeg tipa auksotrof je za uracil, $to znaci da neée rasti na
podlogama bez uracila. Nakon inkubacije od 2-3 dana, odabranih 8 naraslih kolonija

transformanata precijepljeno je na novu selektivnu plocu i spremljeno u hladnjak na +4 °C.

4.4. WESTERN BLOT METODA ZA PROVJERU NACINA VEZANJA PROTEINA

Stanice kvasca transformirane su pBG1805 plazmidima u koje su ligirani mutirani konstrukti
SCW4 gena. Kvasac je uzgojen do logaritamske faze rasta u YNB Ura™ selektivnoj podlozi uz
dodatak galaktoze s ciljem indukcije GAL1 promotora pod ¢ijom kontrolom se nalaze
konstrukti gena SCW4. Nakon uzgoja proteini stani¢ne stijenke su izolirani te razdvojeni SDS
elektroforezom, a zatim i detektirani Western blot metodom pomocu specifi¢nih antitijela, Sto

je detaljno opisano u poglavlju Materijali i metode.
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Slika 14. Western blot analiza proteina iz SDS ekstrakata stijenki kvasca uzgojenog pri pH=7.
Uzorci: 1. LMW proteinski standardi, 2. nativni Scw4 u wt kvascu, 3. mutirani oblik Scw4
AKA u wt kvascu, 4. nativni Scw4 u wt kvascu, 5. mutirani oblik Scw4 mut V u wt kvascu, 6.
mutirani oblik Scw4 mut P u wt kvascu, 7. nativni Scw4 u kex2 kvascu, 8. mutirani oblik Scw4
AKA u kex2 kvascu, 9. nativni Scw4 u kex2 kvascu, 10. mutirani oblik Scw4 mut V u kex2

kvascu, 11. mutirani oblik Scw4 mut P u kex2 kvascu.
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Na slici 14 prikazani su uzorci SDS ekstrakata izolirani nakon uzgoja u puferiranom mediju
pH=7. Vidljive su proteinske vrpce svih uzoraka $to dokazuje da su svi mutirani oblici proteina

uspjesno eksprimirani u stanicama i da se vezu nekovalentnim vezama u stijenku kvasca.
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Slika 15. Western blot analiza proteina iz NaOH ekstrakata stijenki kvasca uzgojenog pri pH=7.
Uzorci: 1. LMW proteinski standardi, 2. nativni Scw4 u wt kvascu, 3. mutirani oblik Scw4
AKA u wt kvascu, 4. nativni Scw4 u wt kvascu, 5. mutirani oblik Scw4 mut V u wt kvascu, 6.
mutirani oblik Scw4 mut P u wt kvascu, 7. nativni Scw4 u kex2 kvascu, 8. mutirani oblik Scw4
AKA u kex2 kvascu, 9. nativni Scw4 u kex2 kvascu, 10. mutirani oblik Scw4 mut V u kex2

kvascu, 11. mutirani oblik Scw4 mut P u kex2 kvascu.

Na slici 15 prikazani su uzorci NaOH ekstrakata izolirani nakon uzgoja kvasca u puferiranom
mediju pri pH=7. Kod uzorka Scw4 AKA i Scw4 mut P i u divljem tipu kvasca i u kex2 mutantu
vidljiva je proteinska vrpca Scw4 proteina $to znaci da mutacije u ovim regijama nisu utjecale
na sposobnost kovalentne ugradnje Scw4 proteina u stijnku. Naprotiv, Scw4 mut V forma
proteina nije vidljiva niti u divljem tipu kvasca niti u kex2 mutanu sto navodi na zakljucak kako

je taregija odgovorna za kovalentno vezanje proteina u stijenku.
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Slika 16. Western blot analiza proteina iz SDS ekstrakata stijenki kvasca uzgojenog pri pH=4.
Uzorci: 1. LMW proteinski standardi, 2. nativni Scw4 u wt kvascu, 3. mutirani oblik Scw4
AKA u wt kvascu, 4. nativni Scw4 u kex2 kvascu, 5. mutirani oblik Scw4 AKA u kex2 kvascu,
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6. nativni Scw4 u wt kvascu 7. mutirani oblik Scw4 mut V u wt kvascu, 8. mutirani oblik Scw4
mut P u wt kvascu, 9. nativni Scw4 u kex2 kvascu, 10. mutirani oblik Scw4 mut V u kex2

kvascu, 11. mutirani oblik Scw4 mut P u kex2 kvascu.

Na slici 16 prikazani su uzorci SDS ekstrakata izolirani nakon uzgoja kvasca u puferiranom
mediju pH=4. Vidljive su proteinske vrpce svih uzoraka sto dokazuje kako su svi mutirani oblici
proteina uspje$no eksprimirani i transportirani u stijenku te se vezu nekovalentnim vezama u
stijenku kvasca. Evidentne su samo najmanje forme proteina, Sto potvrduje aktivnost japsinskih

I Kex2 proteaza pri niskim pH-vrijednostima.
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Slika 17. Western blot analiza proteina iz NaOH ekstrakata stijenki kvasca uzgojenog pri pH=4.
Uzorci: 1. LMW proteinski standardi, 2. nativni Scw4 u wt kvascu, 3. mutirani oblik Scw4
AKA u wt kvascu, 4. nativni Scw4 u kex2 kvascu, 5. mutirani oblik Scw4 AKA u kex2 kvascu,
6. nativni Scw4 u wt kvascu, 7. mutirani oblik Scw4 mut V u wt kvascu, 8. mutirani oblik Scw4
mut P u wt kvascu, 9. nativni Scw4 u kex2 kvascu, 10. mutirani oblik Scw4 mut V u kex2

kvascu, 11. mutirani oblik Scw4 mut P u kex2 kvascu.

Na slici 17 prikazani su uzorci NaOH ekstrakata izolirani nakon uzgoja kvasca u puferiranom
mediju pH=4. Wt Scw4 AKA poput nativnog dolazi u dvije vrpce srednje i najmanje veliine
jer su pri niskom pH i u divljem tipu aktivne japsinske i Kex2 proteaze. Uzorci kex2 Scw4
nativni i kex2 Scw4 AKA ocekivano ne pokazuju srednju vrpcu, s obzirom na to da stanice kex2
nemaju Kex2 proteazu. Wt Scw4 mut V i kex2 Scw4 mut V nisu vidljivi ni u jednom od kvasaca
Sto navodi na zakljucak kako je ta regija odgovorna za kovalentno vezanje proteina u stijenku.
Uzorci wt Scw4 mut P i kex2 Scw4 mut P su iznimno slabo vidljivi, iako se o¢ekivalo njihovo
vezanje. Ovakav rezultat bi mogao biti posljedica promjene konformacije mutiranog proteina
koja posredno utjeCe na uspjeSnost uspostavljanja kovalentnih interakcija sa stanicnom

stijenkom u ovim pH uvjetima.
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Slika 18. Western blot analiza proteina SDS ekstrakata stijenki kvasca nakon uzgoja u
nepuferiranom mediju. Uzorci: 1. LMW proteinski standardi, 2. nativni Scw4 u wt kvascu, 3.
mutirani oblik Scw4 Q1 u wt kvascu, 4. mutirani oblik Scw4 Q2 u wt kvascu, 5. mutirani oblik

Scw4 Q3 u wt kvascu.

Na slici 18 prikazani su uzorci SDS ekstrakata izolirani iz stijenki divljeg tipa kvasca
transformiranih plazmidima koji nose Scw4 Q1, Scw4 Q2 i Scw4 Q3 mutirane forme proteina
nakon uzgoja kvasca u nepuferiranom mediju. Svi uzorci su vidljivi, pa se iz toga moZe
zakljuciti da su svi konstrukti uspjes$no eksprimirani i transportirani u stijenku te da se vezu u

stijenku kvasca nekovalentnim vezama.
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Slika 19. Western blot analiza proteina NaOH ekstrakata stijenki kvasca nakon uzgoja u
nepuferiranom mediju. Uzorci: 1. LMW proteinski standardi, 2. nativni Scw4 u wt kvascu, 3.
mutirani oblik Scw4 Q1 u wt kvascu, 4. mutirani oblik Scw4 Q2 u wt kvascu, 5. mutirani oblik

Scw4 Q3 u wt kvascu.

Na slici 19 prikazani su uzorci NaOH ekstrakata izolirani nakon uzgoja kvasca u nepuferiranom
mediju. Rezultati pokazuju fragmente srednje i najmanje veli¢ine za prva tri uzorka, dok se
uzorak wt Scw4 Q3 ne vidi, Sto ukazuje da je ovaj glutaminski ostatak odgovoran za kovalentno

vezanje ovog proteina u stijenku.
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Slika 20. Western blot analiza proteina SDS ekstrakata stijenki kvasca nakon uzgoja pri pH=4

I pH=7. Uzorci: 1. LMW proteinski standardi; 2. nativni Scw4 u wt kvascu na pH=4; 3. mutirani
oblik Scw4 Q1 u wt kvascu na pH=4; 4. mutirani oblik Scw4 Q2 u wt kvascu na pH=4; 5.
mutirani oblik Scw4 Q3 u wt kvascu na pH=4; 6. nativni Scw4 u wt kvascu na pH=7; 7. mutirani
oblik Scw4 Q1 u wt kvascu na pH=7; 8. mutirani oblik Scw4 Q2 u wt kvascu na pH=7; 9.
mutirani oblik Scw4 Q3 u wt kvascu na pH=7.

Na slici 20 prikazani su uzorci SDS ekstrakata izolirani nakon iz stijenki nakon uzgoja kvasca
u puferiranom mediju pri pH=7 odnosno pH=4. Vidljive su proteinske vrpce svih uzoraka §to
dokazuje kako su svi mutirani oblici proteina uspjesno eksprimirani i transportirani u stijenku

u koju se vezu nekovalentnim vezama.
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Slika 21. Western blot analiza proteina NaOH ekstrakata stijenki kvasca nakon uzgoja pri pH=4
i pH=7. Uzorci: 1. LMW proteinski standardi; 2. nativni Scw4 u wt kvascu pri pH=4; 3. mutirani
oblik Scw4 Q1 u wt kvascu pri pH=4; 4. mutirani oblik Scw4 Q2 u wt kvascu pri pH=4; 5.
mutirani oblik Scw4 Q3 u wt kvascu pri pH=4; 6. nativni Scw4 u wt kvascu pri pH=7; 7.
mutirani oblik Scw4 Q1 u wt kvascu pri pH=7; 8. mutirani oblik Scw4 Q2 u wt kvascu pri

pH=7; 9. mutirani oblik Scw4 Q3 u wt kvascu na pH=7.

Naslici 21 prikazani su uzorci NaOH ekstrakata izolirani iz stijenki nakon uzgoja u puferiranom
mediju pri pH=4 odnosno pri pH=7. Nativni Scw4, wt Scw4 Q1 i wt Scw4 Q2 vidljivi su na
oba pH. Kao i kod uzgoja u nepuferiranom mediju, uzorak proteina wt Scw4 Q3 ne vidi se ni

pri jednom pH, §to potvrduje kako je odgovoran za kovalentno vezanje u stijenku.
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Zbog mogucnosti jednostavne geneticke manipulacije, kratkog generacijskog vremena te
potpuno sekvencioniranog genoma (Goffeau i sur., 1996), kvasac Saccharomyces cerevisiae je
modelni organizam za istrazivanja razlicitih procesa u eukariotskim stanicama. Idealan je i za
provodenje procesa fermentacije zbog visoke uéinkovitosti i brzog rasta tijekom kojeg kao
supstrat moze koristiti razlicite Secere. Oblik i1 ¢vrstoca stanica S. cerevisiae definirana je
njegovom stani¢nom stijenkom koja ujedno osigurava fleksibilnost stanice tijekom sporulacije
i rasta (Tepari¢ i sur., 2007). Vanjski sloj stijenke ¢ine manoproteini za koje se pretpostavlja da
ogranicavaju njenu propusnost te odreduju povrsinska svojstva stanice (Grbavac i sur., 2017).
Unutrasnjost stani¢ne stijenke nastala je umrezavanjem polisaharida B-1,3-glukana s f-1,6-
glukanom i hitinom, a zasluzna je za mehanicku stabilnost i osmotsku stabilnost stanica (Mrsa
i sur., 1997). Na polisaharidne komponente stijenke kovalentnim ili nekovalentnim
interakcijama vezu se proteini. Nekovalentno vezani proteini tvore veze s B-1,3-glukanom, a iz
stijenki se mogu izolirati pomocu vruéeg SDS-a i B-merkaptoetanola (MrSa i sur., 2007).
Kovalentno vezani proteini iz PIR porodice (engl. Proteins with Internal Repeats) na N-
terminusu sadrze karakteristicne ponavljajuce sekvence ¢iji glutaminski ostaci mogu tvoriti
estersku vezu s hidroksilnom skupinom glukoze -1,3-glukana (Ecker i sur., 2006). PIR proteini
iz stijenke se mogu izolirati prekono¢nom inkubacijom na +4 °C u 30 mM NaOH (Mrsa i sur.,
1997). Za razliku od proteina PIR porodice, drugu skupinu od ukupno dvanaest proteina
karakterizira povezivanje s [-1,6-glukanom stani¢ne stijenke preko ostatka GPI
(glikozilfosfatidil-inozitolnog) sidra, a izoliraju se pomoc¢u glukanaza (Lipke i sur., 1989; Roy
i sur., 1991).

Scw4 protein smatrao se nekovalentno vezanim proteinom i prvotno je izoliran u SDS ekstraktu
(Cappellaro i sur., 1998), medutim, daljnjim istraZivanjem ustanovljeno je kako se Scw4 protein
veze i kovalentnim vezama u stijenku. Nakon disrupcije sva 4 PIR gena i izolacije proteina iz
takvog Cetverostrukog pir mutanta u NaOH ekstraktu dobivena je vrpca veli¢ine 67 kDa koja
odgovara veli¢ini Scw4. Zakljucak da se Scw4 protein veze na oba nacina u stijenku potvrden
je disrupcijom SCW4 gena u ¢etverostrukom pir mutantu nakon ¢ega proteinska vrpca veli¢ine
67 kDa vise nije bila vidljiva (Tepari¢ i sur., 2010). Usprkos napretku svih dosadas$njih
istrazivanja, mehanizam odgovoran za kovalentno vezanje Scw4 u stijenku jos uvijek nije
poznat, medutim, zbog nacina njegove izolacije, smatra se kako bi mogao biti slican mehanizmu
vezanja PIR proteina. Obzirom da se PIR proteini kovalentno povezuju sa stani¢nom stijenkom
pomocu odredenog glutaminskog ostatka, u ovom radu za provedbu eksperimenata odabrana je

regija Scw4 proteina koja sadrzi glutaminske ostatke najslicnije rasporedene onima u
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odgovarajucoj regiji PIR proteina, a mutirani konstrukti nazvani su pBG1805 SCW4 mut V,
pBG1805 SCW4 Q1, pBG1805 SCW4 Q2 i pBG1805 SCW4 Q3. Takoder, mutacija je uvedena
u jo$ jednu regiju koja je donekle sli¢na PIR repetitivnoj sekvenci po sadrzaju glutaminskih
ostataka (konstrukt pBG1805 SCW4 mut P), te u regiju na koju djeluju japsinske proteaze, a
koja sadrzi dva glutaminska ostatka (konstrukt pBG1805 SCW4 AKA). Mutacije su uvedene
PCR-om upotrebom Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit-a, a dobivenim plazmidima
transformirana je bakterija Escherichia coli s ciljem njihovog umnaZanja. Nakon uzgoja
bakterije, plazmidi su izolirani i provjereni restrikcijskom analizom, te vizualizacijom uz
dodatak etidij-bromida nakon provedene elektroforeze. Plazmidima je potom transformiran
kvasac i uzgojen do logaritamske faze rasta, nakon cega je provedeno razbijanje stanica i
izolacija stijenki i proteina stijenki. Nekovalentno vezani proteini izdvojeni su pomocu vruceg
SDS-a uz dodatak B-merkaptoetanola, dok su kovalentni proteini ekstrahirani pomo¢u 30 mM
NaOH. Vizualizacija proteina vr$i se pomo¢u Western blot metode detaljno opisane u poglavlju

Materijali i metode.

Prema rezultatima prethodno provedenih istrazivanja u ovom Laboratoriju, na temelju vidljivih
proteinskih vrpci mozemo donijeti zakljucke o njihovom procesiranju. Najveca forma odgovara
neprocesiranom obliku proteina, forma srednje veli¢ine predstavlja protein procesiran Kex2
proteazom, a najmanja forma predstavlja protein procesiran japsinskim proteazama. Na formu
utjece 1 pH medija u kojem se odvijao uzgoj proteina, pa tako znamo da su proteoliticki enzimi
aktivniji pri pH=4, dok pri pH=7 imaju smanjenu aktivnost. To je potvrdeno i u ovom radu, te
je evidentno na svim uzorcima pri pH=7 gdje se ne vidi vrpca koja predstavlja najmanju formu
proteina. Takoder, u uzorcima izoliranim iz kex2 kvasca koji ne posjeduje Kex2 proteazu, nema

pojave srednje vrpce, sto je sukladno dosadasnjim istrazivanjima.

Forma proteina Scw4AKA u kojoj su mutirani glutaminski ostatci u regiji u kojoj se vrsi
procesiranje japsinskim proteazama vidljiva je u NaOH ekstraktima pri oba pH. Medutim, pri
pH=4 evidentna je najmanja forma proteina, $to znaci da su japsinske proteaze aktivne. Kod
pH=7 izostanak donje, te vidljivost samo najvece vrpce mozemo pripisati utjecaju pH kada je
aktivnost proteolitickih enzima smanjena. Buduci da se ovaj mutirani protein uspjesno veze u
stijenku kovalentnim vezama moze se zakljuciti da glutaminski ostatci u ovoj regiji nisu

odgovorni za kovalentno vezanje proteina u stijenku.

Uzorci Scw4mutP u divljem tipu kvasca i u kex2 mutantu vidljivi su u NaOH ekstraktima pri

pH=7, medutim pri pH=4 vide se jako slabo. Ovakav rezultat bi mogao biti posljedica promjene
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konformacije mutiranog oblika proteina koja se negativno odrazava na mogucénost kovalentnog
vezanja ovog proteina na stijenku. Konac¢ni zakljucak je, medutim, kako ova regija nije

odgovorna za kovalentno vezanje proteina u stijenku.

Uzorci Scw4mutV proteina u divljem tipu kvasca i u kex2 mutantu nisu vidljivi u NaOH
ekstraktima ni pri jednom pH, S$to navodi na zaklju¢ak kako je mutirana regija
Q233ATPSQ233VGQ2410dgovorna za kovalentno vezanje proteina Scw4 u stijenku. Obzirom da
se radi o regiji koja sadrzi tri glutaminska ostatka, sljede¢i cilj ovog rada bio je ustanoviti koji
od tri glutamina je odgovoran za kovalentno vezanje. 1z tog razloga konstruirana su tri mutanta.
U konstruktu pBG1805 SCW4Q1 mutiran je prvi, u konstruktu pBG1805 SCW4Q2 drugi, a u
pBG1805 SCW4Q3 tre¢i glutamin. Nakon uzgoja kvasca do logaritamske faze, razbijanja
stanica te izolacije proteina iz stijenki, Western blot metodom dobiveni su rezultati prikazani
na slikama 14-21. Uzgoj je proveden u nepuferiranom mediju, te pri pH=4 i pH=7. U NaOH
ekstraktu uzoraka za nepuferirani medij vidljivi su najmanji fragmenti te fragmenti srednje
veli¢ine za uzorke Scw4Q1 i Scw4Q?2, tj. proteoliticki procesirane forme, dok uzorak Scw4Q3
nije vidljiv. Uzorak Scw4Q?3 takoder nije vidljiv ni u puferiranom mediju, dok se za uzorke
Scw4Q1l i Scw4 Q2 pri pH=4 vide obje procesirane forme, a pri pH=7 najmanje vrpce nema jer
su tada japsinske proteaze slabo aktivne. Sumarno, moze se zakljuciti kako je za kovalentno
vezanje proteina Scw4 u stijenku kvasca odgovoran glutaminski ostatak Q241 regije
Q233ATPSQ238VGQ241.

Kako je ve¢ prethodno spomenuto, regija Q233ATPSQ238VGQ2410dabrana je iz razloga Sto
pokazuje sli¢nosti s ponavljaju¢om regijom PIR proteina u rasporedu glutaminskih ostataka
(slika 10). Rezultati provedenih eksperimenata u ovom radu donekle se razlikuju od o¢ekivanih
da bi za kovalentno vezanje trebao biti odgovoran glutaminski ostatak Q23s u sekvenci, obzirom
da je on klju¢an u kovalentnom povezivanju PIR proteina. Medutim, ponavljanje eksperimenata
u puferiranom i nepuferiranom mediju, te provjera plazmida sekvencioniranjem ukazuju na

njihovu to¢nost.
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6. ZAKLJUCCI



Na temelju rezultata provedenog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1. Rezultati ovog rada dokazali su kako je regija Q233ATPSQ238VGQ241 Scw4 proteina

odgovorna za njegovo kovalentno vezanje u stijenku kvasca.

2. Glutaminski ostatci koji se nalaze u regiji za procesiranje Scw4 djelovanjem japsinskih

proteaza nisu odgovorni za kovalentno vezanje Scw4 proteina u stijenku.

3. Nakon mutacije svakog od tri glutaminska ostatka regije Q233ATPSQ238VGQ241, rezultati su
pokazali kako je glutamin Q241 odgovoran za kovalentno vezanje proteina Scw4 u stijenku

kvasca.
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Izjava o izvornosti

Ijavijujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezullat mojeg rada te da se u njegovej izradi nisam
koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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