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1. UVOD

Stanicna stijenka kvasca je esencijalna organela zasluzna za otpornost stanica na
nepovoljne vanjske utjecaje, te su njena biosinteza i odrzavanje njenog integriteta esencijalni
procesi za vijabilnost, rast i parenje stanica (Wei i sur., 2009; Feng i sur., 2018). Neki od klju¢nih
proteina koji neizravno utjeCu na remodeliranje i odrzavanje stabilnosti stani¢ne stijenke su RNA-
vezujudi proteini, koji imaju razli¢ite uloge u metabolizmu RNA molekula. Ovi proteini ¢esto su
neophodni za vijabilnost stanica te izvrSavaju ili reguliraju kljune funkcije u stanicama, ukljucujuéi
transkripciju, splicing, translaciju i degradaciju RNA (Cech i Steitz, 2014). Jedan od njih je Ssd1,
evolucijski o€uvani mRNA-vezujuéi protein uklju¢en u posttranskripcijsku regulaciju gena koji
kodiraju za proteine ukljuene u odrZavanje integriteta stanicne stijenke (Jansen i sur., 2009).
Ssd1 stupa u interakcije s odgovarajuéim mRNA molekulama, te ih pohranjuje u tzv. P-tjelesca,
stanicne nakupine proteina i RNA molekula u kojima se ¢uvaju do translacije ili degradacije (Xing
i sur., 2020). U metabolizmu RNA vaznu funkciju ima i RNA egzosom, kompleks od jedanaest
podjedinica koji degradira i procesira brojne vrste RNA molekula uz pomo¢ 3'-5'
egzoribonukleaznih aktivnosti dvije kataliticke podjedinice, Dis3 i Rrp6 (Allmang i sur., 1999).
Rrp6 je jedina neesencijalna podjedinica RNA egzosoma, ali stanice mutanta rrp6 pokazuju
temperaturno osjetljivi fenotip, koji je posljedica narusavanja integriteta stanicne stijenke (Briggs
i sur., 1998; Novaci¢ i sur., 2021). Medutim, temperaturna-osjetljivost stanica mutanta r7pé6 je
razliCito izraZzena u razliCitim linijama sojeva kvasca S. cerevisiae, a najizrazenija je kod stanica iz
linije sojeva W303. U ovom radu je ispitano je li razlog jaceg temperaturno osjetljivog fenotipa
mutanata rrp6 i dis3 exo u liniji sojeva W303 nefunkcionalnost polimorfnog alela SSDZ koji se u

stanicama ove linije sojeva javlja kao inaktivna inacica ssd-d.



2. TEORISKI DIO

2.1. Kvasac Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae poznatiji je kao pekarski ili pivski kvasac. Osim primjene u
prehrambenoj industriji i industriji alkoholnih pi¢a, u kojima se koristi zbog svoje mogucnosti
pretvorbe Secera u etanol i ugljikov dioksid, koristi se i kao modelni organizam u istrazivacke
svrhe (Burgess i sur., 2017). Ono Sto ga Cini dobrim modelnim organizmom u znanstvenim
istrazivanjima je Sto posjeduje veliki broj prednosti prokariotskih organizama, a pripada carstvu
eukariota, zbog Cega je pogodan za istrazivanja procesa tipicnih za eukariotske stanice te se
spoznaje dobivene sa stanicama kvasca mogu primijeniti na stanice ljudi i drugih visih eukariota.
Poput prokariota, kvasci su jednostani¢ni organizmi koji koriste jeftine i lako dostupne
komponente za rast, imaju vrlo kratko generacijsko vrijeme i predstavljaju pogodne sustave za
ekspresiju homolognih i heterolognih proteina, zbog prethodno razvijenih genetickih sustava koji
osiguravaju velik stupanj ekspresije Zeljenih proteina. Kvasac, kao i ostali eukarioti, ima
mogucnost izvrSavanja velikog broja posttranslacijskih modifikacija proteina, koje su od velikog
znacaja za njihovu ekspresiju i funkciju, a ujedno i osiguravaju pravilno smatanje proteina (Gomes
i sur., 2018).

Godine 1996. genom kvasca S. cerevisiae postao je prvi, u potpunosti, sekvenciran
eukariotski genom. U tipi¢noj haploidnoj stanici kvasca, oko 12 068 000 parova baza (pb) DNA,
koje kodiraju za oko 6000 proteina, rasporedeno je na 16 kromosoma cija je veli¢ina izmedu 0.2
i 2.2 Mb (10° pb). Kao Sto se ocekuje za eukariotske genome, geni kvasca S. cerevisiae sadrze
dvije skupine sekvenci: kodiraju¢e sekvence (eksone) i nekodirajue sekvence (introne).
Takozvana ,gustoca gena", odnosno ucestalost gena koji kodiraju za proteine u genomu ovog
kvasca je prilino visoka, pri ¢emu se jedan ekson pojavljuje priblizno svakih 2 tisu¢e parova baza.
S druge strane, broj gena koji sadrze introne je kod S. cerevisiae izrazito nizak, a iznosi oko 4%
(Goffeau i sur., 1996; Spingola i sur., 1999).

2.1.1. Stanicna stijenka kvasca Saccharomyces cerevisiae

Stanicna stijenka kvasca je dinamicna struktura koja omogucuje preZivljavanje u stresnim
uvjetima, daje zastitu, odreduje oblik stanice te osigurava osmotsku stabilnost, te predstavlja
selektivnu barijeru kroz koju razli¢ite molekule ulaze i izlaze iz stanice (Gow i sur., 2012). Ona je

viSeslojna struktura koja Cini do 25% masenog udjela stanice. U sastavu stijenke, unutarnji



polisaharidni sloj je primarno odgovoran za mehanicku izdrzljivost stijenke i osiguravanje veznih
mjesta za proteine, koji Cine vanjski sloj stijenke. Vanjski proteinski sloj takoder regulira
propusnost stanicne stijenke te stiti citoplazmatsku membranu i stani¢nu stijenku od degradacije
stranim enzimima (Klis i sur., 2002). Bitno je istaknuti da mehanicka izdrzljivost stijenke ne dolazi
od jedne specifi¢ne komponente, nego medudjelovanjem svih sastavnica iste (Tenhaken, 2015).

L B Vvv Vv b 4 e » &P 1 Manoproteini

B-giukani Stani¢na stijenka

Stanica kvasca mﬂm \ | ﬂwm

‘ Citoplazmatska membrana

GO || A A
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Slika 1 Grada stanicne stijenke kvasca (prema Anwar i sur., 2017)

Unutarniji sloj, koji pruza mehanicku i osmotsku stabilnost, graden je od polisaharida B-
1,3-glukana (50 %), B-1,6-glukana (5 %) i hitina (1-2 %). B-1,3-glukan je dugolancani polimer
glukoze koji nastaje povezivanjem oko 1500 glukoznih jedinica u lance. Sintetizira se prvi prilikom
sinteze stanicne stijenke, nakon ¢ega se na formirani glukanski sloj, kovalentno vezu B-1,6-glukan
i hitin. Lanci B-1,3-glukana formiraju strukturu sliénu uzvojnici, ¢ime se osigurava cvrstoca i
osmotska stabilnost stanicne stijenke (Gow i sur., 2012). Na vanjskoj strani mreze B-1,3-glukana
nalaze se visoko razgranati, u vodi topljivi lanci B-1,6-glukana na koje mogu biti kovalentno vezani
manoproteini (Klis i sur., 2002; Ruiz-Herrera i sur., 2006). Manoproteini su vec¢inom glikozilirani i

ukljuceni u specificne procese prepoznavanja medu stanicama (Cappellaro i sur., 1994).

Glavne karakteristike molekularne organizacije staniCne stijenke kvasaca su poznate,
medutim sastav i organizacija stani¢ne stijenke mogu se razlikovati s obzirom na fazu stani¢nog
ciklusa kvasca ili izlaganju stanice stresnim uvjetima. Sukladno tome, ugradnja proteina stanicne
stijenke je vremenski i prostorno kontrolirana i uvelike ovisi o okoliSnim uvjetima. Zbog toga je
potrebna precizna regulacija ekspresije gena, odnosno sinteze proteina koji utjeCu na gradu



stanicne stijenke, te ¢e stanica kvasca potrositi veliku koli¢inu energije pri izgradnji i remodeliranju

stanicne stijenke (Klis i sur., 2002).

2.2. RNA egzosom

Metabolicki putevi razgradnje RNA su kroz evoluciju oCuvani u svim Zivotnim oblicima, a
pomocu njih se postize regulacija koli¢ine RNA, degradacija nefunkcionalnih ili pogresno
procesiranih RNA, te procesiranje RNA molekula u zrele oblike (Chlebowski i sur., 2013).
Eukariotski RNA egzosom je esencijalni evolucijski o¢uvani proteinski kompleks veli¢ine oko 440
kDa koji ima srediSnju ulogu u degradaciji, sazrijevanju i kontroli kvalitete brojnih RNA molekula
u jezgri i citoplazmi svojom 3'-5' egzoribonukleaznom i endoribonukleaznom aktivnosti (Januszyk
i Lima, 2014). Uz to, ima funkciju u regulaciji ekspresije specificnih mRNA kao odgovor na razlicite

stresne okolisne uvjete, ali i tijekom normalnog stani¢nog rasta i razvoja (Kilchert i sur., 2016).

Eukariotski RNA egzosom, ovisno o lokalizaciji, se sastoji od 10 ili 11 podjedinica u koje
ubrajamo jezgru prstenastog oblika od devet podjedinica (Exo9) koja je kataliticki inaktivna. Exo9
jezgra se sastoji od devet proteina koji su esencijalni za vijabilnost kvasca: njih Sest ima samo
jednu domenu i homologni su fosforilitickom enzimu RNaza PH (fosforiliticka 3'-5'
egzoribonukleaza), dok ostala tri sadrze RNA-vezuju¢e domene. RNazne PH podjedinice su Rrp41,
Rrp42, Rrp43, Rrp45, Rrp46 i Mtr3, dok su RNA-vezujuce podjedinice Rrp4, Rrp40 i Csl4. Iako
prvih Sest proteina ima veliku slicnost s RNazama PH, sve navedene podjedinice su kataliticki
inaktivne uslijed mutacija u klju¢nim aminokiselinskim ostacima (Liu i sur., 2006). Kroz sredisnji
kanal Exo9 kompleksa mogu proci samo jednolancane RNA molekule, te se kroz njega RNA dovodi
do kataliticke podjedinice Dis3 s kojom se tvori Exo10 kompleks (Bonneau i sur., 2009).

Kataliticku aktivhost RNA egzosom dobiva asocijacijom Exo9 jezgre s jednim ili dva
hidroliticka enzima: esencijalnim proteinom Dis3 i neesencijalnim proteinom Rrp6 (Briggs i sur.,
1998). Uz ove kataliticke podjedinice koje se vezu na suprotne krajeve Exo9 jezgre, na RNA
egzosom se vezu i kofaktori koji reguliraju njegove kataliticke aktivnosti, a u njih pripadaju
monomerni kofaktori Rrp47 i Mpp6 te TRAMP kompleks (Slika 2). Dis3 ima endoribonukleaznu i
3'-5' egzoribonukleaznu aktivnosti te se nalazi u sastavu RNA egzosoma u jezgri i u citoplazmi, a
okrenut je prema srediStu prstena Exo9, dok Rrp6 posjeduje samo 3'-5' egzoribonukleaznu
aktivnost i pojavljuje se iskljuivo u sastavu RNA egzosoma u jezgri te mu je aktivno mjesto

okrenuto prema vanjskoj strani RNA egzosoma (Liu i sur., 2006).



Exo-10

Slika 2 Struktura nuklearnog RNA egzosoma s kofaktorima (prema Schuch i sur., 2014)

Proteini Dis3 su visokooCuvani u svim eukariotskim vrstama. Iako je prisutna razlika u
aminokiselinskom slijedu, organizacija domena ovih proteina je identi¢na. Sastoje se od tri RNA-
vezujuce domene (dvije cold shock (CSD) i jedne S1), te jedne sredisnje kataliticke domene. Uz
nabrojane, Dis3 kvasca S. cerevisiae na N-terminusu sadrzi PIN domenu odgovornu za
stabilizaciju povezivanja s Exo9 prstenom RNA egzosoma, Sto je esencijalno za endoribonukleaznu
aktivnost Dis3 (Schneider i sur., 2009). Opseg RNA supstrata koje Dis3 prihvaca za hidrolizu je
Sirok, ali pokazuje povecanu aktivnost kod RNA s povecanim udjelom adenina i uracila (Chen i

sur., 2001). Dis3 je, kao i Ex09, esencijalan za vijabilnost stanica kvasca (Brouwer i sur., 2002).

2.2.1. 3'-5' egzoribonukelaza Rrp6

Druga kataliticka podjedinica, te jedina neesencijalna komponenta RNA egzosoma
prisutna iskljuCivo u jezgri je protein Rrp6 (Ribosomal RNA-processing protein 6). Ovaj enzim
posjeduje 3'-5' egzoribonukleaznu aktivnost koja sudjeluje u procesiranju 3' krajeva RNA,
degradaciji nekodiraju¢ih RNA (ncRNAs, engl. non-coding RNAs), odnosno kriptickih nestabilnih
transkripta (CUTs, engl. Cryptic unstable transcripts) te RNA molekula s preuranjenim STOP
kodonom (Briggs i sur., 1998). Osim degradacije, sudjeluje i u dozrijevanju RNA prekursora poput
snRNA (engl. small nuclear RNA — mala nuklearna RNA), snoRNA (engl. small nucleolar RNA —
mala nukleolarna RNA) i 5.8S pre-rRNA (Allmang i sur., 1999; Fox i sur., 2015)



Protein Rrp6 veli¢ine je 733 aminokiselinskih ostataka i molarne mase oko 84 kDa, a u
gradi su mu prisutne sljede¢e domene karakteristi¢ne za obitelj egzonukleaznih RNaza D, u koju
pripada: N-terminalna PMC2NT domena bitna za interakciju s kofaktorom Rrp47, EXO domena s
egzoribonukleaznom aktivnosti, dvije HRDC domene i C-terminalna domena (CTD) bitna za
povezivanje i aktivaciju Exo9 jezgre. Aminokiselinski motiv DEDD-Y unutar EXO domene ukljucuje
tri aspartatna, jedan glutamatni i jedan tirozinski ostatak koji koordiniraju dva metalna iona za
katalizu hidroliticke reakcije (Stead i sur., 2007; Januszyk i sur., 2011; Callahan i Butler, 2010).

Rrp6 se u jezgri stanica asocira s Exo9 i Dis3 te tvore kompleks od jedanaest podjedinica.
Rrp6 posjeduje aktivnosti koje su ovisne i neovisne o Ex09, medutim one neovisne o Exo9
obuhvacaju interakcije s malim dijelom RNA molekula (Callahan i Butler, 2010). Osim kataliticke
uloge u sklopu RNA egzosoma, Rrp6 ima i ulogu stimulacije aktivnosti Dis3 i proSirivanja Exo9
prstena, pri Cemu se obje kataliticke podjedinice mogu neovisno jedna o drugoj vezati na Exo9,
ali ¢e obostrana asocijacija dovesti do maksimalne razine njihovih enzimskih aktivnosti.
Uvodenjem specifiCne tockaste mutacije Y361A unutar EXO domene Rrp6 dovodi do gubitka
kataliticke aktivnosti proteina Rrp6, ali degradacija RNA se moZe nastaviti neovisno o inaktivaciji
Rrp6 jer je i dalje funkcionalan Dis3 (Liu i sur., 2006; Wasmuth i Lima, 2012; Makino i sur., 2015).
Iako je Rrp6 jedina neesencijalna podjedinica RNA egzosoma, delecija gena RRP6 uzrokovat e
sporiji rast, temperaturnu osjetljivost te nakupljanje specificnih RNA supstrata Rrp6. Za pojavu
ovih fenotipova je zasluzan nedostatak egzoribonukleazne aktivnosti Rrp6, ali i gubitak njegove

nekataliticke funkcije kojom stimulira aktivnost Dis3 (Phillips i Butler, 2003).

2.3. mRNA-vezujuci protein Ssd1

Protein Ssd1, kodiran genom SSDI sistematskog imena YRD293C je mRNA-vezujudi
protein kvasca koji stupa u interakciju primarno s 5', ali i 3'-UTR (engl. Untranslated region)
regijama mRNA, Cime regulira njihovu translaciju (Bayne i sur., 2020). Molekule mRNA koje Ssd1
veze nose upute za sintezu proteina koji imaju ulogu u organizaciji stani¢ne stijenke, stoga Ssd1
igra bitnu ulogu u odrzavanju integriteta stanicne stijenke i njezinom remodeliranju.
Remodeliranje stanicne stijenke je proces koji je esencijalan za normalnu stani¢nu diobu i rast, a
prvenstveno je lokaliziran na mjestima pupanija i citokineze tijekom mitoze (Hogan i sur., 2008;
Kurischko i sur., 2011).



Kada usporedujemo strukturu Ssd1 sa strukturom drugih enzima iz obitelji RNaza II kojoj
pripada, najslicnija je strukturi Dis3, esencijalne kataliticke podjedinice RNA egzosoma. Oba
proteina sadrze dvije cold shock domene na N-terminusu (CSD1 i CSD2), RNB domenu (engl.
RNA-Binding domain, RNA-vezuju¢a domena) i S1 domenu na C-terminusu proteina (Slika 3)
(Bonneau i sur., 2009). Medutim, dok u strukturi proteina Dis3 RNB domena sadrzi aktivno
egzoribonukleazno kataliticko mjesto, u strukturi proteina Ssd1 RNB domena je pseudonukleazna
zbog mutacija koje inaktiviraju aktivno mjesto, te je ono dodatno blokirano fiksnim strukturnim
elementima proteina. Smatra se da je u evolucijskoj proslosti Ssd1 bio bifunkcionalna RNaza i
RNA-vezujuci protein, ali da je kroz evoluciju o¢uvana samo funkcija vezanja mRNA molekula, a
gubitak kataliticke aktivnosti uzrokovan je promjenom u aminokiselinskom sastavu. U usporedbi
s drugim proteinima iz obitelji RNaza II, kod proteina Ssd1 nedostaje klaster od Cetiri kisela
aminokiselinska ostatka koji su odgovorni za katalizu, odnosno za usmjeravanje dvovalentnog
kationa potrebnog za aktivaciju molekule vode (Bayne i sur., 2020; Uesono i sur., 1997). Drugi
razlog nedostatka kataliticke aktivnosti Ssd1 je pojava a-uzvojnice unutar RNB domene koja
blokira dio aktivhog mjesta i prolaz za RNA supstrata do istog (Faehnle i sur., 2014; Lorentzen i

sur., 2008).
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Slika 3 Usporedba struktura proteina Ssd1 i Dis3 (prema Bayne i sur., 2020)

Mehanizmi posttranskripcijske regulacije ekspresije gena pomocu RNA-vezujuéih proteina
(engl. RNA-binding proteins, RBPs) ukljucuju regulaciju translacije, procesiranja, transporta i
razgradnje mRNA molekula. Obitelji RNA-vezujucih proteina se mogu naéi u svim organizmima,
gdje imaju ulogu u sazrijevanju i degradaciji RNA (Reis i sur., 2013). Nacin na koji Ssd1
prepoznaje svoje mRNA supstrate i regulira njihovu translaciju do nedavno nije bio u potpunosti
razjasnjen, ali znalo se da mnoge mRNA molekule koje Ssd1 veze imaju zajednicki motiv u svojoj
sekvenci bogat citozinima i uracilima (Hogan i sur., 2008). Utvrdivanjem kristalne strukture
proteina Ssd1 pokazano je da se na povrsini proteina nalazi podrucje bogato pozitivnim nabojem,
Sto je povoljno za vezanje nukleinskih kiselina negativnog naboja (Slika 4) (Bayne i sur., 2020).



negativno pozitivho

Slika 4 Kristalna struktura proteina Ssd1 s naznacenom raspodjelom naboja (prema Bayne i sur., 2020)

Protein Ssd1 kvasca S. cerevisiae je nukleocitoplazmatski protein. Primarno je smjesten u
citoplazmi, ali istrazivanja pokazuju da se Ssd1 prolazno lokalizira i u jezgri, gdje kotranskripcijski
veze ciljane mRNA tako da se sa svojim N-terminusom povezuje na C-terminus RNA polimeraze
II. Kompleks mRNA-Ssd1 se eksportira iz jezgre u citoplazmu kroz pore jezgrine membrane (Terry
i Wente, 2009; Erkmann i Kutay, 2004).

Uloga Ssd1, ovisno o uvjetima u kojim se stanica nalazi, jest da mRNA transportira u
citoplazmu ili na mjesta pupanja, dok je druga moguénost da dostavi i pohrani mRNA u tjelesca
za obradu mRNA (engl. P-bodies, mRNA-processing bodies; P-tjeleSca). U P-tjeleScima se
suprimira njihova translacija te se u njima mRNA molekule pohranjuju ili razgraduju (Rodriguez i
sur., 2008) u stresnim uvjetima poput manjka glukoze, hipertoni¢nog stresa ili toplinskog Soka
(Parker i Sheth, 2007). Ako dode do odvodenja u citoplazmu ili na mjesta pupanja, Ssd1 ¢e biti
supstrat enzimu Cbk1, kinazi koja fosforilira nestrukturiranu regiju Ssd1l i time inhibira njegovo
djelovanje. Inhibicija Ssd1 dovodi do otpustanja vezane mRNA u stanicama kceri tijekom pupanja,
¢ime se omogucava lokalizirana ekspresija tih mRNA. Gubitak aktivnosti Cbk1l vodi do smrti
stanica, odnosno nekontrolirana aktivnost Ssd1 ima letalan ucinak, obzirom na to da se brojne
mRNA bitne za regulaciju stabilnosti stani¢ne stijenke ne translatiraju ili degradiraju, Sto dovodi
do narusavanija vijabilnosti stanica kvasca (Kurischko i sur., 2011). Ssd1 ima osam mjesta koja
Cbk1l moze fosforilirati, a /7 vivo je pokazano da dolazi do fosforilacije na najmanje Sest njih
(Jansen i sur., 2009).



Postoji oko 50 razli¢itih vrsta mRNA molekula koje Ssdl veZe, a vecina kodira za
hidroliticke enzime uklju¢ene u odrzavanje stabilnosti stanine stijenke, njezinu izgradnju ili
remodeliranje septuma. U te proteine ukljuene su primarno glukanaze, ali jos i hitinaze i drugi
proteini stanicne stijenke. Nedostatak ovih proteina dovodi do stvaranja neuobicajeno Cvrste
stijenke, pa sukladno tomu, suprimiranje ekspresije gena koji kodiraju za ove proteine dovodi do
povecane otpornosti stijenke na enzimatsku razgradnju (Mouassite i sur., 2000; Yin i sur., 2005;
Hogan i sur., 2008).

Gen koji kodira za ovaj protein je polimorfan kod razliCitih sojeva kvasca S. cerevisiae s
dvije Ceste geneticke varijante: alel SSDI-V, koji kodira za funkcionalni protein od 1251
aminokiseline, te alel ssdi-d u kojem se zbog preuranjenog STOP kodona sinteza proteina
obustavlja na 698. aminokiselini i stoga kodira za protein dug 697 aminokiselina (Sutton i sur.,
1991; Jorgensen i sur., 2002). Cesto koritena laboratorijska linija sojeva BY4741 sadrzi alel
SSD1-V, dok linija sojeva W303 i linije sojeva izvedene iz nje sadrze alel ssd1-d (Jorgensen i sur.
2002). Pokazano je da prisutnost alela ssdZ-d ima pleiotropni ucinak koji se iskazuje smanjenom
tolerancijom na etanol (Avrahami-Moyal i sur., 2012), poviSenu temperaturu (Mir i sur., 2009) i
kafein (Parsons i sur., 2004).

3. MATERIALI I METODE
3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije i enzimi
Kemikalije i enzimi koriSteni u ovom radu nabavljeni su od sljedecih proizvodaca:

Agar: Liofilchem (Conyers, SAD)

Adenin, aminokiseline, agaroza, etidij bromid, Calcofluor white, kafein: Sigma Aldrich, Merck
(Darmstadt, Njemacka)

Glukoza: Gram Mol (Zagreb, Hrvatska)
Kvascev ekstrakt: Biolife (Milano, Italija)
Pepton: Becton Dickinson and Company (Franklin Lakes, SAD)

Taq DNA polimeraza, deoksiribonukleotidi, standardi za DNA elektroforezu (1kb): New England
Biolabs (SAD)

YNB: Difco (SAD)



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 Lach-Ner (Neratovice, Ceska).

3.1.2. Sojevi kvasca
Tablica 1 Popis sojeva kvasca S. cerevisiae koristenih u radu
S0J GENOTIP IZVOR
BY4741 divlji tip | MATa his341 leu2A0 met1540 ura34A0 Brachmann i sur., 1998

(wild type, wt)

BY4741 rrp6 BY4741 s rrp6.::KanMX4 Novadic i sur., 2021

BMA41 divlji tip MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1A canl- Baudin-Baillieu i sur., 1997
(wild type, wt) 100

BMA41 rrip6 BMA41 s rrp6.:KanMX4 Mosrin-Huaman i sur., 2009

DIS3 MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trp1-1 |Stuparevici sur., 2013
canl-100 dis3::KanMX4 [pBS3269-DIS3, LEU2]

dis3 exo MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-11,15 trpl-1 |Stuparevici sur., 2013
canl-100 dis3::KanMX4 [pBS3270-dis3D551N, LEU2]

W303 SsD1-v MATa ade2-1 trpl-1 leu2-3,112 his3-11,15 ura3-1 |Liisur., 2009

SsD1-v
W303 ssDi1-V W303 SSD1-V's rrp6::KanMX4 Ovaj rad
rpé6
W303 ssd1-d MATa ade2-1 trpi-1 leu2-3,112 his3-11,15 ura3-1 |Liisur., 2009
ssd1-d
W303 ssd1-d W303 ssd1-ds rrp6::KanMX4 Ovaj rad
rpé6
3.1.3. Plazmidi

Plazmid koriSten u radu pRS416 dio je pRS4xx serije plazmida koji se koriste za ekspresiju
gena u S. cerevisiae, ali imaju mogucnost replikacije unutar stanice bakterije Escherichia coli.
Centromerni je plazmid koji nosi URA3 marker gen i veliCine je 4898 parova baza. Plazmid
pRS416-SSD1-V dodatno nosi funkcionalni gen SSDI-V pod regulacijom nativhog promotora
(Avrahami-Moyal i sur., 2012).
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Tablica 2 Popis plazmida koriStenih u radu

PLAZMID RELEVANTNE REGIJE

IZVOR

pPRS416

URA3, CEN6

Christianson i sur., 1992

pRS416-55D1-V

URA3, CEN6, SSD1-V

Avrahami-Moyal i sur., 2012

3.1.4.

Pocetnice

Tablica 3 Popis pocetnica koristenih u radu

NAZIV

SEKVENCA

SVRHA

rrp6::Kan

fwd

GATAGACGAAATAGGAACAACAAACAGCTT
ATAAGCACCCAATAAGTGCGTTCCCGCCA
GCGACATGGAGGCCCAG

rev

GCCCTTGGTCCATTACTATCGCTAGATGAT
GGGTCGAATCTCCTTTTCCGAATCGACAG
CAGTATAGCGACCAGGCT

Umnazanje disrupcijske kazete
rp6::KanMx4

RRP6

fwd

CCCAAAAATATGAGGGCATCGG

rev

AAAATGGTGTGCATGGGGGA

Provjera delecije gena RRP6

RRP60ORF

fwd

AATAACCCCAGTCACTACCC

rev

ACAACACCGAAAACCTTTCC

Provjera delecije gena RRP6

3.1.5.

Za uzgoj stanica bakterije Escherichia coli koristene su kruta i tekuca LB (Luria-Bertani)
podloga uz dodatak antibiotika ampicilina. Teku¢a LB podloga priprema se dodatkom 10 g/L
baktotriptona, 5 g/L kvasCeva ekstrakta i 5 g/L NaCl. Kruta LB podloga priprema se na isti nacin
uz dodatak 16 g/L agara. Podloge se steriliziraju u autoklavu, te se nakon sterilizacije dodaje

antibiotik ampicilin u finalnoj koncentraciji od 100 pg/mL. Kod priprave krutih podloga ampicilin

Hranjive podloge

3.1.5.1. Hranjiva podloga za uzgoj bakterije Escherichia coli

se dodaje prije izlijevanja.
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3.1.5.2. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Saccharomyces

cerevisiae

Za uzgoj kvasca S. cerevisiae koristene su YNB i YPD hranjive podloge.
YNB (Yeast Nitrogen Base) hranjiva podloga

YNB podloge su koriStene za test rasta i uzgoj stanica kvasca S. cerevisiae, a sastava su:
YNB prah 6,7 g/L, smjesa aminokiselina i dusi¢nih baza (engl. drop-out) 2 g/L, triptofan, uracil i
histidin svaki po 80 mg/L, leucin 160 mg/L. U tekuée hranjive podloge nakon sterilizacije
autoklaviranjem se dodaje sterilizirana otopina 50% glukoze, a konacna koncentracija u podlozi
joj iznosi 20 g/L, odnosno 2%. Za pripremu krute hranjive podloge, prije sterilizacije se dodaje
uz glukozu dodaje i agar, Cija koncentracija iznosi 16 g/L. U slucaju priprave YNB -Ura podloge,
ne dodaje se uracil u podlogu, a u slucaju priprave YNB -Ura -Leu, izuzimaju se i uracil i leucin.
Za pripremu krute podloge s kafeinom prije sterilizacije dodaje se potrebna masa krutog kafeina
(Sigma) za postizanje Zeljene koncentracije, dok se za podlogu s agensom Calcofluor White (CFW)
dodaje otopina boje (Sigma, 1 mg/mL) sterilno nakon autoklaviranja za postizanje Zeljenje

koncentracije.
YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) hranjiva podloga

YPD podloge su koriStene za uzgoj stanica kvasca prije i nakon transformacije. Sastav im
je: pepton 20 g/L, kvasCev ekstrakt 10 g/L i adenin 0.1 g/L. U tekuée hranjive podloge, nakon
sterilizacije autoklaviranjem, dodaje se sterilizirana otopina glukoze do finalne koncentracije 20
g/L. U krute hranjive podloge, prije sterilizacije, uz otopinu glukoze dodaje se i agar, koncentracije
16 g/L. Za pripremu YPD podloge s kanamicinom, nakon autoklaviranja se u sterilni medij dodaje
aminoglikozidni antibiotik G418 (Geneticin®, Sigma) u finalnoj koncentraciji 200 pg/mL, te se

pripremljena podloga koristi za selekciju transformanata.

3.1.6. Puferi
1x TAE pufer: 40 mM Tris, 20 mM octena kiselina, 1 mM EDTA

Pufer za razbijanje stanica za izolaciju genomske DNA: 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 10 mM
EDTA, 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl

TE pufer pH 7,5: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA
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3.2. Metode

3.2.1. Test rasta
Test rasta (engl. Plate assay) je metoda za odredivanje vijabilnosti stanica. U radu je
koriStena za usporedbu rasta razliitih mutanata u odnosu na divlje tipove stanica kvasca pri

povisenoj temperaturi ili djelovanju razli¢itih agensa koji ostecuju stani¢nu stijenku.

Za provodenje testa rasta potrebno je uzgojiti stanice kvasca do logaritamske faza rasta
u tekucoj podlozi, nakon Cega se spektrofotometrijski mjeri gustoca kultura izrazena kao
ODesoo/mL. Gustocu kulture potrebno je prilagoditi na 1 ODsoo/mL. Ako je gustoéa veéa od 1
ODsoo/mL, potrebno je suspenziju kvasaca razrijediti, a ako je manja od 1 ODeoo/mL, potrebno ju
je centrifugirati pa talog stanica resuspendirati u sterilnoj destiliranoj vodi. Test se provodi s Cetiri
sukcesivna decimalna razrjedenja, pri ¢emu se suspenzija priprema mijeSanjem 100 pL suspenzije
kvasaca s 900 pL sterilne destilirane vode. Na odgovarajuéu osusenu krutu podlogu potrebno je
nakapati po 10 pL svakog decimalnog razrjedenja, nakon cega slijedi inkubacija, a ovisno o
eksperimentu, provodi se na 30°C i/ili 37°C tijekom 3 dana, nakon ¢ega se podloge slikaju Uvidoc

HD6 kamerom.

3.2.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Lanc¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) je metoda koja
omogucuje brzo i ucinkovito umnazanje odredenog fragmenta DNA molekule u /in vitro uvjetima,
¢ime se osigurava dovoljna koli¢cina DNA produkta za daljnje istrazivanje. U ovom radu koristena

je u svrhu sinteze disrupcijske kazete rrp6::KanMXi za genotipizaciju mutanata rpé.

Reakcijska smjesa za PCR od 50 pL sadrzi: 1 yL genomske DNA odgovarajuc¢eg soja
kvasca, 1 gL 10 mM otopine svakog od 4 dNTP-a, 2.5 pyL 10 puM otopine svake od pocetnica
forward (fwd) i reverse (rev), 1 uL Taq polimeraze, 5 pyL 10x Taqg reakcijskog pufera i 37 pL
sterilne vode. Reakcija se odvijala prema programu: 4’ 95°C // 30x (30" 95°C/ 30" 59°C/ 1'/kb
produkta 72°C) // 7' 72°C.

3.2.3. Gel elektroforeza DNA

Gel elektroforeza DNA je analiticka metoda koja se zasniva na putovanju fragmenta DNA
neto negativnog naboja u puferu prema pozitivnoj elektrodi (katodi) kroz agarozni gel. Metoda se
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bazira na razdvajanju molekula DNA po velicini, pri ¢emu ¢e vedi linearni fragmenti putovati kroz

gel sporije, a manji brze.

U radu je koristena horizontalna elektroforeza DNA u 0,8% agaroznom gelu pripremljenom
otapanjem odredene mase agaroze u 1x TAE puferu do vrenja, nakon ¢ega se gel hladi i izlijeva
u kalup s cesljicem. Uzorci za elektroforezu se pripremaju mijeSanjem 1 pL uzorka DNA s
odgovarajuéim volumenom 1x TAE pufera i bojom za elektroforezu (6x koncentriranom), tako da
konacni volumen boje iznosi 1/6 ukupnog volumena smjese. Uzorci s bojom i puferom se
injektiraju u jazice gela uronjenog u TAE pufer u kadici za elektroforezu. Nakon elektroforeze pri
90 V gel se namace u otopiti etidijevog bromida 15 minuta. DNA u gelu je slikana Uvidoc HD6

kamerom uz UV svijetlo.

3.2.4. Odredivanje koncentracije DNA

Koncentracija genomske DNA izmjerena je uz fluorimetar ,Qubit 3,0" i set kemikalija

dsDNA Broad Range Assay Kit prema uputama proizvodaca (Invitrogen, Life Technologies).

3.2.5. Izolacija i taloZzenje genomske DNA kvasca

Kvasac je potrebno uzgojiti u 10 mL podloge do stacionarne faze rasta, nakon cega se
cijeli volumen centrifugira 5 minuta na 3000 o/min. Supernatant se uklanja i talog se resuspendira
u 1 mL sterilne destilirane vode, nakon ¢ega se prenosi u sterilnu Eppendorfovu epruvetu.
Suspenzija se centrifugira 1 minutu na 8000 o/min, te se nastali talog resuspendira u 200 pL
pufera za razbijanje stanica, cemu dodajemo 300 pl staklenih kuglica. U digestoru je potrebno
dodati 200 pl otopine fenol/kloroform (1:1), te vorteksirati 4 minute, nakon ¢ega se dodaje 200
Wl TE pufera i centrifugira 5 min na 13000 o/min. Gornja vodena faza s DNA se izdvaja i pretalozi
dodatkom 1 mL (2,5x vol) hladnog apsolutnog EtOH, te se inkubira barem 15 min na -20°C. DNA
se pretalozi centrifugiranjem 10 minuta pri 11000 o/min. Supernatant se odbacuje, te se talog
ispire s 0.5 mL 70% hladnog etanola, nakon Cega slijedi ponovno centrifugiranje 2 minute pri
11000 o/min. Supernatant se ponovno odbacuje i talog DNA se otapa u 400 ul TE pufera te se
dodaje 5 pl RNaze A (5 mg/ml) i inkubira 30 min na 37 °C.

Dobivenoj otopini DNA se doda 1/25 vol. 5 M NaCl, konacne koncentracije 0,2 M i 2,5x
volumena hladnog apsolutnog EtOH, te se naglo pomijesa okretanjem Eppendorfove epruvete,
te se inkubira na -20 °C barem 15 minuta. Suspenzija se centrifugira (10’/11000 o/min) pri +4°C,
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supernatant odbacuje, a talog ispire s 0.5 ml 70%-tnog hladnog etanola. Nakon centrifugiranja
(2/11000 rpm) pri +4°C ponovno se odbacuje supernatant. Talog se susi na zraku 15 minuta uz
plamen otvorenog plamenika, te otapa u 500 pL TE pufera u termobloku pri 45°C uz povremeno

protresanje.

3.2.6. Izolacija plazmida iz stanica E. coli

Iz kulture stanice E£. coli koje nose zeljeni plazmid se izoliraju plazmidi koriste¢i set
»Plasmid DNA purification NucleoSpin® Plasmid" (Macherey-Nagel) prema uputama proizvodaca.

3.2.7. Transformacija kvasca S. cerevisiae LiAc metodom

Za provodenije transformacije potrebno je kvasac uzgojiti do logaritamske faze rasta, te
izdvojiti 5 OD jedinica stanica centrifugiranjem 5 min na 3000 o/min. Supernatant se ukloni, te
se provodi jo$ jedno ispiranje sterilnom destiliranom vodom, a zatim s 0,7 mL 0,1 M litijevog
acetata. Na talog stanica dodaju se, sljede¢im redom, 240 uL 50%-tnog PEG-a, 36 UL 1 M LiAc,
25 pL jednolan¢ane DNA (,DNA carrier"), te ukupno 50 pL transformiraju¢e DNA i sterilne
destilirane vode. Smjesa se zatim vorteksira do homogenosti i inkubira u termobloku 30 minuta
na 30 °C nakon Cega slijedi temperaturni Sok na 42 °C u trajanju od 20 minuta. Uzorak se zatim
centrifugira 15 sekundi na 8000 o/min i supernatant se uklanja. Ako se selekcija temelji na
antibiotickoj rezistenciji, potrebno je talog resuspendirati u 3 mL tekuce neselektivne podloge.
Nakon inkubacije kvasca na tresilici pri 30 °C tijekom 3 sata stanice kvasca se centrifugiraju 5
minuta na 3000 o/min, resuspendiraju u 100 pL sterilne destilirane vode te se nacijepe na krutu

YPD podlogu koja sadrzi antibiotik i inkubiraju pri 30 °C do porasta kolonija (3-5 dana).

Ako se selekcija temelji na auksotrofnoj komplementaciji, nakon toplinskog Soka i
centrifugiranja pri 8000 o/min, talog se resuspendira u 1 mL sterilne vode, te se iscrpljivanjem
nacijepi 100 pL na odgovarajucu selektivnu podlogu, nakon ¢ega se inkubira pri 30 °C do porasta

kolonija (3-5 dana).

3.2.8. Mikroskopiranje fluorescentnim mikroskopom

Za mikroskopiranje fluorescentnim mikroskopom koristena je boja Calcofluor White, koja
se kao nespecifi¢ni fluorokrom veze na molekule hitina stani¢ne stijenke kvasca. Preparat se
priprema kapanjem vode na predmetnicu i resuspendiranjem kvasca s podloge ezom, nakon ¢ega

se dodaje jednak volume boje Calcofluor White (masene koncentracije 1 mg/mL, Sigma).
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Predmetnica se prekriva pokrovnicom i dodaje se kap imerzijskog ulja. Stanice su vizualizirane uz
pomoc fluorescentnog optickog mikroskopa Olympus BX51 pri povecanju 1000x. Buduéi da su

prikladne valne duljine za ekscitaciju boje 300 - 440 nm, koristen je DAPI filtar.

4. REZULTATI I RASPRAVA

Eukariotski RNA egzosom katalizira 3'-5' procesiranje i degradaciju Sirokog raspona RNA
supstrata (Januszyk i Lima, 2014; Kilchert i sur., 2016). U jezgri, Exo10”3 se asocira s drugom
3'-5' egzoribonukleazom Rrp6 (Feigenbutz i sur., 2013). Podjedinica Rrp6 nije esencijalna,
medutim mutanti s deletiranim genom RRP6 pokazuju sporiji rast, temperaturno-osjetljivi fenotip
i defekte u procesiranju RNA molekula (Briggs i sur., 1998; Allmang i sur., 1999.).

Nedavno je pokazano da je temperaturno-osjetljivi fenotip mutanta r7p6 povezan s
kompromitiranom stabilnosti stanicne stijenke, zbog ¢ega se defekt u rastu ovog mutanta pri
povisenoj temperaturi moze u potpunosti suprimirati dodatkom osmotskog stabilizatora (Novaci¢
i sur., 2021). Stanice mutanata kod kojih nije prisutan protein Rrp6 (r7p6) ili je inaktivna
egzoribonukleazna domena proteina Dis3 (dis3 exo’) su osjetljive na agense koji ostecuju stijenku
te ne mogu rasti pri povisenoj temperaturi, buduéi da zbog oslabljene stanicne stijenke dolazi do
lize stanica (Novacic¢ i sur., 2021). Pokazano je da je takav fenotip posljedica u promjeni ekspresije
gena koji kodiraju za proteine ukljucene u proces glikozilacije proteina, koji je bitan za odrzavanje
stabilnosti stani¢ne stijenke (Novacic¢ i sur., 2021). Medutim, primije¢eno je da je temperaturna
osjetljivost mutanta r7p6 razlicito izraZzena u razli¢itim linijama sojeva. Sukladno tome, kada
usporedujemo rast mutanta r7p6 iz linije sojeva BMA41, izvedene iz linije sojeva W303, te
odgovarajuéeg soja divljeg tipa, s rastom ekvivalentnih sojeva iz linije sojeva BY4741,

temperaturno-osjetljivi fenotip mutanta r7p6 je bitno naglaseniji kod linije sojeva BMA41 (Slika 5)

37:°C

BMA41 BY4741

Slika 5 Vijabilnost stanica kvasca linija sojeva BY4741 i BMA41 (W303) za stanice divljeg tipa i mutanta

rrp6 pri povisenoj temperaturi, analizirana testom rasta.
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Kada je utvrdeno da je za temperaturnu osjetljivost mutanta r7p6 odgovorna
destabilizacija staniCne stijenke, postavljena je hipoteza da je za razliku u jacini temperaturno-
osjetljivog fenotipa mutanata r7p6 razlicitih linija sojeva odgovorna odredena mutacija, odnosno
razlika u genotipu koja je takoder povezana sa stabilnoS¢éu stanicne stijenke. Za povecanu
temperaturnu osjetljivost mutanata rp6 linije sojeva BMA41 u usporedbi s BY4741 kao
potencijalni uzrok razlike u jacini fenotipa je izdvojena mutacija u genu SSDI, koji kodira za
protein Ssd1. Ovaj gen je polimorfan u razli¢itim linijama sojeva kvasca S. cerevisiae, te se u
BY4741 javlja kao varijanta SSDI-V koja kodira za funkcionalan protein, dok se u liniji sojeva
W303 i onim izvedenim iz nje, poput BMA41, javlja kao varijanta ssd1-d kod koje se uslijed C—G
mutacije na 2094. nukleotidu javlja preuranjeni STOP kodon, Sto vodi do obustave sinteze
proteina Ssd1 prije RNB domene, a nastali protein je nefunkcionalan (Slika 6) (Sutton i sur., 1991;
Jorgensen i sur., 2002).

ATG W ATC

TAC(Tyr) TAG(STOP)
Y Y, ssd1-d

oL

Slika 6 Prikaz alela gena SSD1 u razli¢itim linijama sojeva kvasca S. cerevisiae

Ssd1 je mRNA-vezujuci protein koji stupa u interakciju s molekulama mRNA koje kodiraju
za proteine bitne za odrzavanje stabilnosti stanic¢ne stijenke i njezino remodeliranje, a ukljucuju
hitinaze, glukanaze i proteine stanicne stijenke (Wanless i sur., 2014; Mouassite i sur., 2000).
Uloga proteina Ssd1 je da mRNA molekule pohrani u P-tjelesca, gdje se reprimira njihova
translacija (Kurischko i sur., 2017). Stanice kvasca s inaktivhim Ssd1 imaju smanjenju toleranciju
na etanol (Avrahami — Moyal i sur., 2012), poviSenu temperaturu (Mir i sur., 2009) i kafein
(Parsons i sur., 2004). Sukladno tome, protein Ssd1 ima bitnu ulogu u odrzavanju stabilnosti
stanicne stijenke.
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Cilj ovog rada bio je ispitati je li mutacija ssdZ-d uzrok povecane destabilizacije stani¢ne
stijenke mutanta r7p6 u liniji sojeva BMA41 (W303), odnosno dobiti uvid u medudjelovanje

proteina Rrp6 i Ssd1 pri odrzavanju stabilnosti stani¢ne stijenke kvasca.

4.1. Konstrukcija i genotipizacija mutanata rrp6 sojeva W303

SSD1-ViW303 ssd1-d

Kako bi se provijerilo ima li prisutnost mutacije ssdZ-d utjecaj na jacinu temperaturno-
osjetljivog fenotipa mutanta r7pé6, bilo je potrebno uvesti mutaciju r7p6 u izogene sojeve iz W303
koji se razlikuju samo po varijanti alela SSDI-V ili ssd1-d na genomskom lokusu SSD1. Za
konstrukciju mutanata r7p6 koristena je disrupcijska kazeta rrp6.::KanMX4 koja se ugraduje u
genom kvasca S. cerevisiae homolognom rekombinacijom. Disrupcijsku kazetu je bilo potrebno
najprije umnoziti PCR metodom, Cija se uspjeSnost provjerava DNA gel elektroforezom. Za PCR
reakciju je kao kalup koriStena genomska DNA izolirana iz stanica mutanta BMA41 rrp6, uz
odgovarajudi par pocetnica koje se hibridiziraju uzvodno i nizvodno od lokusa r7p6, pri éemu dolazi
do umnazanja fragmenta DNA koji sadrzi marker gen KanMX4 omeden sekvencama homolognima
s genomom kvasca. Rezultati DNA gel elektroforeze pokazuju da je sintetizirani fragment DNA
ocekivane veliine od 1478 parova bara, odnosno da je disrupcijska kazeta uspjeSno umnozena
(Slika 7A).

Homologna rekombinacija je izmjena geneticke informacije izmedu homolognih, odnosno
identicnih ili vrlo slicnih sekvenci DNA. Buduci da disrupcijska kazeta rrp6::KanMX4 sadrzi krajeve
homologne sekvencama koje se u genomu kvasca nalaze neposredno prije i nakon otvorenog
okvira Citanja (engl. Open reading frame, ORF) gena RRP6, ugraduje se u taj dio genoma i dovodi
do zamjene gena RRP6 marker genom KanMX4. Dakle, kod ishodnih sojeva (npr. divljeg tipa
kvasca) ovaj lokus kodirat ¢e za funkcionalan protein Rrp6, dok ¢e kod mutanata r7p6 sadrzavati
gen odgovoran za rezistenciju na antibiotik kanamicin, na temelju Cega Ce se vrSiti selekcije
uspjesno transformiranih stanica. ORF gena KanMX4 kradi je u odnosu na ORF gena RRP6 (Slika
7B).
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2 KanMXx4

1 - standardi, NEB 1 kb DNA ladder
2 - disrupcijska kazeta rrpb::KanMX4
RRPS

Slika 7 (A) DNA gel elektroforeza za provjeru uspjesnosti sinteze fragmenta DNA vrSene PCR metodom.
U usporedbi sa standardima, disrupcijska kazeta rrp6.:KanMx4 je oCekivane veli¢ine od 1478 parova
baza. (B) Shema ugradivanja disrupcijske kazete rrp6::KanMX4 u genom divljeg tipa kvasca S. cerevisiae,

pri ¢emu dolazi do zamjene gena RRP6 marker genom KanMX4

Selekcija transformanata se vrSi na YPD hranjivoj s dodatkom 200 pg/mL kanamicina.
Kako bi se potvrdila uspjesnost delecije gena RRP6, odnosno ispravne ugradnje disrupcijske
kazete, potrebno je provesti genotipizaciju poraslih kolonija. Genotipizaciji prethodi izolacija
genomske DNA iz ishodnih sojeva i konstruiranih mutanata kvasca, nakon Cega se izolirana DNA
umnaza PCR metodom uz odgovarajue parove pocetnica zahvaljujuéi kojima ¢e doci do
umnazanja fragmenata razliCitih duljina ovisno o genotipu stanice, a nastali PCR produkti se
analiziraju DNA gel elektroforezom. Koristena su dva seta pocetnica u svrhu potvrdivanja
uspjesnosti konstrukcije mutanata rrp6 (Slika 8). Set pocetnica koriSten u prvoj genotipizaciji se
veze uzvodno i nizvodno od lokusa RRP6, zbog Cega Ce tijekom odvijanja PCR reakcije biti
umnozeni fragmenti DNA koji sadrze sekvencu gena RRP6, odnosno KanMX4. Za produkt
umnoZzen iz genomske DNA divljeg tipa oCekivana veli¢ina produkta je 2434 pb, dok je za mutanta
rp6 1716 pb, Sto odgovara rezultatima dobivenima za odredene kolonije transformanata (Slika
8A). U drugoj genotipizaciji koriSten je set pocetnica koje se hibridiziraju unutar ORF-a gena RRP6,
Sto ¢e dovesti do umnazanja PCR produkta od 1138 pb s genomskom DNA ishodnih sojeva te
sojeva kod kojih nije uspjesno deletiran gen RRP6. S genomskom DNA uspjesno konstruiranih
mutanata rrp6 nece doéi do umnazanja PCR produkta s obzirom na to da se pocetnice ne mogu
vezati unutar ORF-a gena RRP6 jer je isti zamijenjen genom KanMX4 (Slika 8B). Na temelju
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rezultata obje genotipizacije, potvrdena je uspjesna delecija gena RRP6 u stanicama mutanata
W303 ssdi-d rrp6 (kolonije 2-5) i W303 SSD1-V rrpé6 (kolonije 1, 4 i 5) (Slika 8).
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Slika 8 Genotipizacija DNA mutanata /7p6 vrsena je PCR metodom s dva seta pocetnica (A i B), a provjera

|
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uspjesnosti umnazanja produkata odgovarajucih veli¢ina se vrsila DNA gel elektroforezom u usporedbi sa
standardima. Oznacene su jaZice sa standardima, produktima umnoZenima iz genomske DNA ishodnih
sojeva W303 SSD1-V i W303 ssd1-d, te uspjesSne i neuspjesne konstrukcije mutanata. Mjesta hibridizacije

pocetnica naznaCena su crnim strelicama.

4.2. lIspitivanje utjecaja poviSene temperature i agenasa koji
osStecuju stanicnu stijenku na stanice sojeva W303 SSD1-V

rrp6 i W303 ssd1-d rrpb6

Kako bi se utvrdilo je li za temperaturno-osjetljiviji fenotip mutanta r7pé kod linije sojeva
W303 odgovoran nefunkcionalni alel ssdZ-d, proveden je test rasta, odnosno ispitana je vijabilnost
stanica kvasca uzgojenih pod utjecajem poviSene temperature. Testom rasta se omogucuje
usporedba rasta stanica uzgojenih u fizioloSkim uvjetima u odnosu na one u stresnim uvjetima, u
ovom slucaju temperaturi od 37 °C. Na YNB podlogama usporeden je rast stanica kvasca S.
cerevisiae divljeg tipa iz linije sojeva W303 (ssd1-d), izogenog soja W303 koji nosi funkcionalan
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gen SSDI-V, te prethodno konstruiranih ekvivalentnih mutanata r7p6. Kao kontrola isti sojevi su
rasli na YNB podlozi pri 30 °C. Nakon 3 dana rasta pri 30 °C nije uoCena razlika u rastu stanica
medu sojevima (Slika 9). Kao Sto je i ocekivano, sojevi W303 SSD1-Vi W303 ssd-d uspjesno su
porasli i pri poviSenoj temperaturi. Medutim, pri 37 °C moze se uociti da mutanti /7p6 s obje
inaCice alela SSD! pokazuju slabiji rast (Slika 9). Bitno je istaknuti da jacina temperaturno-
osjetljivog fenotipa mutanta rp6 soja W303 uistinu ovisi o funkcionalnosti alela SSD1 - u
usporedbi s mutantom r7p6 koji nosi funkcionalnu varijantu SSDI1-V, dvostruki mutant ssdi-d rrp6
pokazuje puno jacu temperaturnu osjetljivost (Slika 9).

3076

Slika 9 Vijabilnost stanica kvasca ispitana testom rasta. Stanice kvasca su uzgojene u tekucoj YNB podlozi
do koncentracije od 1 ODeoo/mL te su Cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja nacijepljena na krutu YNB
podlogu i ostavljena na rast 3 dana pri 30 °Ci 37 °C.

Ispitivanjem morfologije stanica mikroskopiranjem svjetlosnim mikroskopom vidljivo je da
su stanice dvostrukog mutanta ssdZ-d rrmp6 nepravilnog oblika, povecanih dimenzija i pokazuju
defekte u dijeljenju stanica u odnosu na one divljeg tipa. Ovi efekti su izrazeni pri 37 °C, ali pri
istim uvjetima prisutnost aktivnog alela SSDI-V uzrokuje znacajno poboljSanje u morfologiji
stanica mutanta /7p6, odnosno stanice tog mutanta su normalne velicine, a problemi u segregaciji

su manje izrazeni (Slika 10).
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SSD1-v  SSD1-Vrrp6  ssdi-d ssd1-d rrp6

30°C

37°C

Slika 10 Morfologija stanica kvasca ispitana je uz pomoc svjetlosnog mikroskopa, a vizualizirana je Dino-
Lite digitalnom kamerom pri povecanju 400x.

Prethodno je pokazano da se dodatkom osmotskog stabilizatora sorbitola u 1 M
koncentraciji u hranjivu podlogu moze suprimirati temperaturna osjetljivost mutanata rrpé6 pri 37
°C (Novaci¢ i sur., 2021). Pri 30 °C, neovisno o koristenoj podlozi, stanice svih ispitanih sojeva
kvasca rastu pri svim decimalnim razrjedenjima (Slika 11). Ako se usporeduje rast stanica kvasca
pri 37 °C na YNB podlozi bez i s dodatkom sorbitola, jasno se vidi da dodatak osmotskog
stabilizatora u potpunosti suprimira temperaturno-osjetljivi fenotip i omogucuje rast stanica
mutanata r7p6 (Slika 11). S obzirom na to da je temperaturna osjetljivost mutanata r7p6 povezana
s nestabilnoscéu stanicne stijenke, ispitan je i utjecaj dodatka glukozamina u hranjivu podlogu na
njihov rast pri 37 °C. Glukozamin je prekursor hitina, komponente unutarnjeg sloja stani¢ne
stijenke s bitnom ulogom u pupanju stanica kvasca (Klis i sur., 2006). Dodatak glukozamina u
koncentraciji od 5 mg/mL daje rezultate sline onima koje daje dodatak sorbitola kao osmotskog
stabilizatora, Sto potvrduje da je za temperaturnu osjetljivost mutanata r7p6 odgovorna narusena
stabilnost stanicne stijenke i da kod ovih stanica dolazi do defekta u biosintezi hitina ili njegovoj
lokalizaciji u stijenci (Slika 11).
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™M
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Slika 11 Vijabilnost stanica kvasca ispitana testom rasta. Stanice kvasca su uzgojene u tekucoj YNB podlozi
do koncentracije od 1 ODsoo/mL te su Cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja nacijepliena na krutu YNB
podlogu. U krutu podlogu je dodan 1 M sorbitol ili 5 mg/mL glukozamin. Ploc¢e su fotografirane nakon 3

dana rasta.

Dodatak sorbitola kao osmotskog stabilizatora, osim Sto utjece na rast mutanata rrpé6 pri
37 °C, takoder utjeCe i na morfologiju istih. Stanice kvasca su vizualizirane fluorescentnim
mikroskopom, pri ¢emu je koriStena boja Calcofluor White, koja se veze na hitin stanicne stijenke
kvasca (Rasconi i sur., 2009). Mutanti SSD1-V rrp6 pokazuju defekte u segregaciji stanica, ali su
stanice normalne veliCine i okruglog oblika. Dodatkom 1 M sorbitola je taj defekt u potpunosti
suprimiran (Slika 12). Dvostruki mutant ssdz-d rrpé6 pri 37 °C pokazuje jako obojenje, Sto ukazuje
na defekte u odvajanju stanica na septumu, a stanice su znacajno uveéane i nepravilnog oblika.
Sorbitol u potpunosti suprimira aberantni fenotip ovih stanica, one postaju simetricnog oblika i

normalne veli¢ine, te nakupine stanica nisu prisutne (Slika 12).
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37°C+1M
sorbitol

30 °C 37:°C

SsD1-V

ssdli-d

ssdi1-d rip6

SSDI-V rrpb6

Slika 12 Morfologija stanica kvasca S. cerevisiae. Stanice su uzgajane na odgovarajucoj hranjivoj podlozi,
te je nakon 3 dana uzgoja pripremljen mikroskopski preparat. Stanice su obojene bojom Calcofluor White

i vizualizirane fluorescentnim mikroskopom Olympus BX51 uz DAPI filtar.

Bududi da je utvrdeno da je kod mutanta r7p6 kompromitirana stabilnost stanicne stijenke,
ispitan je utjecaj re-aktivacije gena SSDI1-I/na vijabilnost i morfologiju mutanta r7pé pri djelovanju
agensa koji oStecuju stanic¢nu stijenku: boje Calcofluor White i kafeina. Calcofluor White je
fluorokromna boja koja pokazuje antifungalnu aktivnost, odnosno negativno utjece na rast stanica
kvasca bududi da se veze na hitin, Sto dovodi do destabilizacije stanicne stijenke (Roncero i sur.,
1988). Kafein je agens koji ima pleiotropni ucinak na stanice kvasca uzrokujuéi promjene u
morfologiji stanica i sporiji rast (Kuranda i sur., 2006). Vijabilnost stanica je ispitana pri
temperaturi od 30 °C, a u hranjive podloge su dodane odredene koncentracije agensa Calcofluor

White, odnosno kafeina. MoZe se uoditi da vijabilnost stanica dvostrukog mutanta ssd-d rrp6 pri
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izlaganju ovim agensima znacajno smanjena u odnosu na stanice mutanta /7pé6 koje nose aktivan
alel SSD1-V (Slika 13). Stanice iz soja W303 SSDI-V rastu pri svim ispitanim koncentracijama
CFW, dok stanice kvasca W303 ssdZ-d ne mogu rasti pri svim decimalnim razrjedenjima pri
koncentraciji CFW od 25 pg/mL, Sto je i ocekivano s obzirom na nedostatak funkcije proteina
Ssd1 (Slika 13A). Slican ucinak je primijecen i kada je u hranjivoj podlozi prisutan kafein. Stanice
sojeva W303 SSD1-Vi W303 ssdi-d pokazuju bolji rast u odnosu na mutante r7p6, ali su problemi
u rastu posebice prisutni kod dvostrukog mutanta ssdZ-d rrpé6 (Slika 13B). Pojacana osjetljivost
dvostrukog mutanta na agense stanicne stijenke, u odnosu na stanice odgovarajucih jednostrukih
mutanata, upucuje na to da Ssd1 i Rrp6 djeluju sinergisticki pri odrzavanju integriteta stani¢ne

stijenke, Sto je tipicno za proteine koji imaju uloge u paralelnim putevima.

A YNB + 10 YNB + 15 YNB + 20 YNB + 25
pg/mbL CFW pa/mlL CFW Ha/mlL CFW pa/mL CFW
SSD1-V Q0902|000 %x|09 ® 4
SSDI-V rrp6
ssd1-d
ssd1-d rrp6
B YNB + 2 mM YNB + 4 mM YNB 4+ 6 mM
kafein kafein kafein
Ssp1-V
SSD1-V rrp6
ssdl-d
ssdi-d rmpb

Slika 13 Vijabilnost stanica kvasca ispitana testom rasta. Stanice kvasca su uzgojene u teku¢oj YNB podlozi
do koncentracije od 1 ODsoo/mL te su Cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja nacijepliena na krutu YNB
podlogu. U krutu podlogu je dodan CFW ili kafein u odgovaraju¢im koncentracijama. Ploce su fotografirane

nakon 3 dana rasta.

Mikroskopiranjem stanica kvasca nakon izlaganja djelovanju agensa koji oStecuju stani¢nu
stijenku, moze se uoCiti da stanice pokazuju ekvivalentne defekte u morfologiji koji se pojavljuju
i pri djelovanju povisene temperature. Kod dvostrukog mutanta ssd1-d rrp6 izlozenog 15 pg/mL

CFW se pojavljuju nakupine stanica kvasca koje upucuju na probleme u segregaciji. Ovaj ucinak
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je suprimiran prisutnos¢u aktivnog alela SSD1-V (Slika 14). Dodavanje kafeina u podlogu takoder
je dovelo do toga da stanice dvostrukog mutanta ssdz-d rrp6imaju povecani volumen i nepravilne
oblike te rastu u nakupinama. Medutim, uz inacicu alela SSDI-V, mutanti rrp6 zadrzavaju
normalan oblik, ali su defekti u odvajanju stanica i dalje prisutni. Vidljivo je da su stanice kvasca
osjetljivije na djelovanje ovih agensa kada nose alel ssdi-d (Slika 14).

YNB + 15 YNB + 4

YHE pg/mL CFW mM kafein

SSD1-v

SSD1-V rrp6

ssdl-d

ssd1-d rrp6

Slika 14 Morfologija stanica kvasca pri djelovanju agensa staniCne stijenke ispitana je uz pomoc
svjetlosnog mikroskopa, a vizualizirana je Dino-Lite digitalnom kamerom pri povecanju 400x.

4.3. Ispitivanje utjecaja povisene temperature na stanice
mutanata za kataliticke podjedinice RNA egzosoma

transformirane plazmidima koji nose alel SSD1-V

Prethodnim eksperimentima potvrdeno je da je za vecu temperaturnu osjetljivost
mutanata rrp6 soja W303, u odnosu na BY4741, zaista odgovorna mutacija u genu SSD1. U
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idu¢im eksperimentima je sa stanicama divljeg tipa (wt, wild type) i mutanta /7p6 soja BMA41
(W303, ssdi-ad) ispitan utjecaj uvodenja centromernog plazmida pRS416-SSD1-V, koji nosi
aktivnu inacicu alela SSD1-V. Ispitano je hoce li ekspresija SSD1-V's plazmida pokazati isti ucinak
na stanice mutanta /76 na razini morfologije i rasta pri povisenoj temperaturi kao ekspresija alela
SSDI1-V's genomskog lokusa. Osim za mutanta r7p6, ispitan je utjecaj ekspresije alela SSD1-V's
plazmida pri uvjetima poviSene temperature za katalitickog mutanta druge egzoribonukleazne
podjedinice RNA egzosoma, Dis3. Dis3 je esencijalan protein, pa delecija odgovarajueg gena
DIS3 nije moguca, no buduci da njegova endo- i egzoribonukleazna aktivnost zasebno nisu
esencijalne, koriSten je mutant dis? exo. Ovaj mutant ima uvedenu tockastu mutaciju dis3-
D511N, koja dovodi do inaktivacije egzoribonukleazne aktivnosti proteina Dis3. Ovim stanicama
je deletiran gen DIS3te su preko plazmida uvedene inacice gena DIS3 (ekvivalent divljem tipu) i
dis3 exo (Stuparevic i sur., 2013). Plazmidi pRS416 (prazni plazmid) i pRS416-SSD1-V su
umnozeni u stanicama bakterije Escherichia coli, nakon ¢ega su izolirani, te je vrSena
transformacija litij acetathom metodom kako bi se plazmidi unijeli u stanice kvasca. Stanice
kvasca divljeg tipa i mutanta r7p6 s plazmidima pRS416 i pRS416-SSD1-V uzgajane su na YNB
podlozi bez uracila, s obzirom na to da se na plazmidu nalazi marker gen URA3 u svrhu selekcije
stanica s plazmidom. Za uzgoj sojeva DIS3 i dis3 exo je koristena YNB hranjiva podloga bez
uracila i leucina. Uracil nije dodan zbog marker gena URA3 na plazmidima pRS416 i pRS416-
SSDI-V, a leucin je izostavljen kako bi se osigurala selekcija stanica s plazmidom koji ima i marker
gen LEUZ, a njegova uloga je ekspresija funkcionalne kopije gena DIS3, odnosno inacice koja ima

mutaciju za egzoribonukleaznu aktivnost proteina Dis3, dis3 exo'.

Rast ovih stanica ispitan je pri temperaturama od 30 °C i 36 °C. Kod stanica mutanta r7pé6,
uocljivo je da s ekspresijom SSD1-V preko plazmida pri 36 °C dolazi do djelomicne supresije
temperaturno-osjetljivog fenotipa u odnosu na stanice mutanta r7p6 koje su nosile prazan plazmid
pRS416 (Slika 15). Ovaj rezultat je u skladu s prethodnim rezultatima, pri ¢emu je ekspresija

aktivne inacice SSD1-V's genoma pokazala slican ucinak za mutanta ssd1-d rrpé6.
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Slika 15 Vijabilnost stanica kvasca ispitana testom rasta. Stanice kvasca su uzgojene u tekucoj YNB -Ura
podlozi do koncentracije od 1 ODsoo/mL te su Cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja nacijepljena na krutu

YNB -Ura podlogu. Ploce su fotografirane nakon 3 dana rasta.

Promatranjem fenotipa, za mutant 7p6 u soju BMA41 (ssd1-d) pri 36 °C, kao Sto je
oCekivano, vide se agregati stanica asimetricnog oblika i povecanog volumena (Slika 16).
Ekspresija gena SSDI-V s plazmida za mutante rp6 pri poviSenoj temperaturi pokazuje
ekvivalentan ucinak onome kada je SSD1-V aktivan u genomu, odnosno aberantni fenotip stanica
mutanta /7p6 suprimiran je prisutnos¢u plazmida pRS416-SSD1-V. U prisutnoScu plazmida stanica

su pravilnije morfologije s ocekivanim defektima u separaciji stanica (Slika 16)

_ pRS416-55D1-V

PRS416

28

BMA41
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Slika 16 Morfologija stanica kvasca pri 36 °C ispitana je uz pomoc svjetlosnog mikroskopa, a vizualizirana
je Dino-Lite digitalnom kamerom pri povecanju 400x.

S obzirom na to da je potvrdeno da je mutant dis3 exo takoder osjetljiv na agense koji
osStecuju stani¢nu stijenku i poviSenu temperaturu, ispitan je i utjecaj centromernog plazmida

pRS416-SSD1-V na stanice kvasca koje imaju uvedenu tockastu mutaciju u egzoribonukleaznoj
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domeni Dis3 zbog koje gube egzoribonukleaznu aktivnost Uocljivo je da ekspresija alela SSD1-V
s plazmida djelomic¢no suprimira temperaturno-osjetljivi fenotip mutanata dis3 exo (Slika 17A),

kao i u slucaju mutanta r7pé.

Narusavanje integriteta stanicne stijenke pri 36 °C za mutante dis3 exo uocljivo je i uz
pomo¢ svjetlosnog mikroskopa. Kao posljedica njezine destabilizacije, uslijed inaktivacije
egzoribonukleazne aktivnosti Dis3 dolazi do defekata u odjeljivanju pupova, sukladno tomu
stvaranja nakupina stanica, povecane propusnosti Sto vodi do rasta volumena i promjene oblika
stanica. Kada se preko plazmida eksprimira alel SSDI-V, ovakav fenotip je manje izrazen (Slika
17B).

A B

pRS416 pRS416-5501-V

DIS3 + pRSA16 B

DIS3

DIS3 + pRSA16-SSD1-V
dis? exc + pRSA16

BMA41

(W303)
BMA41
(W303)

dis3 exo + pRSA16-SS01-VE

Slika 17 (A) Vijabilnost stanica kvasca ispitana testom rasta. Stanice kvasca su uzgojene u tekucoj YNB -
Ura -Leu podlozi do koncentracije od 1 ODsoo/mL te su Cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja nacijepljena
na krutu YNB -Ura -Leu podlogu. PloCe su fotografirane nakon 3 dana rasta. (B) Morfologija stanica kvasca
pri 36 °C ispitana je uz pomo¢ svjetlosnog mikroskopa, a vizualizirana je Dino-Lite digitalnom kamerom pri
povecanju 400x.

Postaje sve jasnije da su regulacija translacije i degradacije mRNA molekula kljucni procesi
ukljuceni u odrzavanje stabilnosti stanic¢ne stijenke kvasca (Crawford i Pavitt, 2019). U ovom radu
potvrdeno je da je za razliku u temperaturnoj osjetljivosti mutanata katalitickih podjedinica RNA
egzosoma, koja je posliedica narusavanja integriteta stani¢ne stijenke u razli¢itim sojevima
odgovorna funkcionalnost mRNA-vezujuceg proteina Ssd1. Naime, u soju BMA41 (W303) uslijed
mutacije na lokusu SSD1 se javlja preuranjeni STOP kodon unutar dijela gena koji kodira za RNB
domenu proteina Ssd1, ¢ime se obustavlja njegova sinteza i nastali protein je nefunkcionalan.
Iako je Ssdl evolucijski srodan obitelji proteina Dis3L2, kroz evoluciju je izgubio funkciju
degradacije RNA molekula, ali je o¢uvana mogucnost vezanja mRNA molekula i pohranjivanja u
P-tjelesca, u kojima se njihova translacija onemogucava ili odgada (Decker i Parker, 2012). Obitelj
Dis3L2 u svojem sastavu ne sadrzi PIN domenu odgovornu za vezanje na jezgru RNA egzosoma,
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stoga proteini Dis3L2 djeluju neovisno o tom kompleksu (Lubas i sur., 2013). Fenotipska obiljezja
stanica dvostrukog mutanta ssdZ-d rrp6 u usporedbi sa stanicama odgovarajuéih jednostrukih
mutanata upucuju da ova dva proteina djeluju sinergisticki pri odrzavanju stabilnosti stani¢ne
stijenke, Sto je sukladno cinjenici da je Ssd1 evolucijski srodan Dis3L2 i da djeluje neovisno o RNA
egzosomu (Ballou i sur., 2020).

Prethodno je pokazano da uvodenje funkcionalnog alela gena SSDI1-V u stanice W303
(ssd1-d) omogucuje poboljSani rast i morfologiju stanica mutanata kvasca za druge bitne proteine
koji imaju funkciju u odrzavanju integriteta stani¢ne stijenke i vijabilnosti stanica u stresnim
uvjetima. ViSe je takvih primjera, pa tako SSDI-V alel ima moguénost odrzavanja vijabilnosti
mutanata s/it4, dok je ssdI-d alel u kombinaciji s delecijom gena SI74 letalan. Sit4 je protein
ukljuen u puteve organizacije citoskeleta i stani¢ne stijenke (Sutton i sur., 1991). Takoder,
ekspresija alela SSD1-V s plazmida je dovoljna za rast pri 37 °C za stanice kvasca W303 koji
nemaju funkcionalan protein Bckl, kinazu zaduZenu za regulaciju organizacije komponenti
stanicne stijenke (Costigan i sur., 1992). Sukladno tome, navedena istrazivanja i eksperimenti
napravljeni u ovom radu ukazuju na bitnu razliku izmedu stabilnosti stanicne stijenke Cesto
koristenih laboratorijskih sojeva kvasca te time vaznost odabira odgovarajuce linije sojeva za

istrazivanje.
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5. ZAKLJUCCI

1. Temperaturno-osjetljivi fenotip mutanta za kataliticke podjedinice RNA egzosoma Dis3 i Rrp6
ovisi o funkcionalnosti alela SSD1, te je stoga razliito izrazen u razli¢itim linijama sojeva kvasca.

2. Funkcionalna inacica alela SSDI-V suprimira defekte u rastu i morfologiji mutanata za
kataliticke podjedinice RNA egzosoma u soju W303 (ssdl-d) koji se javljaju pri povisenoj
temperaturi i izlaganju agensima koji ostecuju stani¢nu stijenku. Do supresije dolazi neovisno

eksprimira li se alel SSD1-V's odgovarajuceg genomskog lokusa ili s centromernog plazmida.

3. Ssd1 i RNA egzosom djeluju razli¢itim putevima pri odrzavanju stabilnosti stanicne stijenke

kvasca, te njihovo medudjelovanje ima sinergisticki ucinak koji se pokazuje u stresnim uvjetima.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem 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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