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1. UvVOD

RNA egzosom je proteinski kompleks klju¢an za razgradnju, kontrolu kvalitete 1
sazrijevanje RNA molekula u eukariota. Egzoribonukleaza Rrp6 jedna je od dvije kataliticke
podjedinice RNA egzosoma zasluzna za distributivno procesiranje i razgradnju razli¢itih vrsta
RNA supstrata (Wasmuth i Lima, 2017). Kvasci Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces
pombe jednostani¢ni su organizmi iz carstva Fungi te se koriste kao modelni organizmi u
laboratorijskim istrazivanjima koja su usredotoc¢ena na RNA egzosom. Izuzev proucavanja RNA
egzosoma, spomenuti kvasci izvrsni su modelni organizmi za odredivanje ciljanih puteva i
mehanizama djelovanja lijekova, poput antiproliferativnog spoja 5-fluorouracila (5-FU).
Antimetabolit 5-FU dugo je u upotrebi kao kemoterapeutski lijek koji se koristi za lijeenje
razli¢itih vrsta tumora (Longley i sur., 2003). Lijek je izvorno razvijen kako bi ometao
metabolizam DNA, no poznato je da 5-FU remeti i metabolizam RNA (Parker i Chi Cheng, 1990).
Medutim, tumorske stanice mogu postati rezistentne na 5-FU, $to moze biti glavna prepreka
terapijama temeljenim na 5-FU, pogotovo jer molekularni mehanizmi koji leze u osnovi takve
rezistencije ostaju nedovoljno poznati. Vazno je napomenuti da je citotoksi¢nost 5-FU u S.
cerevisiae uglavnom uzrokovana narusenim procesiranjem RNA (Hoskins i Butler, 2007).
PredloZeni ucinci 5-FU na RNA ukljucuju inhibiciju splicinga i poliadenilacije mRNA,
posttranskripcijskih modifikacija tRNA te procesiranja shRNA i rRNA (Fang i sur., 2004; Lenz i
sur., 1994; Johnson i sur., 1980). Prethodna istrazivanja pokazala su da smanjenje razine
kataliticke podjedinice RNA egzosoma Rrp6/EXOSC10 dovodi do izraZzene osjetljivosti na 5-FU
u kvascu Saccharomyces cerevisiae i ljudskim stanicama (Kammler i sur., 2008; Fang i sur., 2004).
Dosadasnje analize uinka 5-FU na Rrp6 upucuju da djelovanje 5-FU narusava aktivnost
egzoribonukleaze Rrp6 in vitro (Silverstein i sur., 2011). Usprkos dosadasnjim saznanjima,
molekularni mehanizam kojim 5-FU utje¢e na funkciju Rrp6 in vivo ostaje nepoznanica.

Cilj ovog rada bio je stec¢i bolji uvid u povezanost djelovanja antitumorskog lijeka 5-
fluorouracila i razine ekspresije egzoribonukleaze Rrp6 u kvascima S. cerevisiae i S. pombe. U
sklopu rada, ispitana je ukljuc¢enost druge kataliticke podjedinice i kofaktora RNA egzosoma u
stani¢ni odgovor na 5-FU te je dobiven uvid u razinu ekspresije Rrp6 prilikom tretmana 5-FU u
stanicama divljih tipova kvasaca. Takoder, ispitan je utjecaj prekomjerne ekspresije proteina Rrp6

na rast stanica u prisutnosti 5-FU.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MODELNI ORGANIZMI U MOLEKULARNO-BIOLOSKIM ISTRAZIVANJIMA

Napredak u podrucju eksperimentalnih bioloskih znanosti omogucen je istrazivanjima na
razli¢itim razinama, od kontroliranih in vitro sustava koji oponaSaju karakteristike bioloskog
materijala izvan prirodnog okruzenja, do in vivo sustava modelnih organizama (Matthews, 2020).
Modelni organizmi su neljudske vrste koje istrazivaci koriste za prouc¢avanje specifi¢nih bioloskih
procesa. Oni pruzaju vrijedan uvid u bioloSke sustave na razini stanica, tkiva, organa i organskih
sustava (Dietrich i sur., 2019). Modelni organizmi obi¢no se biraju zbog njihovog jednostavnog i
jeftinog uzgoja te razmnozavanja u laboratorijskom okruzenju. Kratka generacijska vremena i
moguénost relativno jednostavne konstrukcije mutanata za proucavanje odredenih fenotipskih
karakteristika ili bolesti, takoder su neke od brojnih prednosti koristenja modelnih organizama.
Samo nekoliko vrsta omogucilo je mnoga od glavnih bioloskih otkri¢a 20. stolje¢a: bakterija
Escherichia coli, kvasci Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe, nematoda
Caenorhabditis elegans, musica Drosophila melanogaster, riba Danio rerio, zaba Xenopus laevis
te mi$ Mus musculus. Istrazivanja s navedenim vrstama dala su doprinos razumijevanju ciklusa
stani¢ne diobe, embrionalnog razvoja, bioloskog starenja i metabolizma na molekularnoj razini
(Matthews i Vosshall, 2020; Nurse, 2017). Navedeni organizmi omoguc¢uju modeliranje slozenih
bioloskih procesa relevantnih za ljudsko zdravlje, ¢ime se takoder produbljuje znanje o temeljnim
bioloskim principima. Vinska musica i zebrica (Fielden i sur., 2018; Vosshall, 2007; Friedman,
1998), zajedno s misjim modelima uvelike se koriste u biomedicinskim istrazivanjima za
proucavanje patofiziologije bolesti u svrhu razvoja potencijalnih novih lijekova (Rydell-Térmanen
i Johnson, 2019). Stoga, modelni organizmi nuzni su za sveobuhvatno razumijevanje biologije na

svim razinama.

2.1.1. KVASAC Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae eukariotski je organizam te pripada skupini jednostani¢nih gljiva iz razreda
Ascomycetes. Sadrzi membranom-obavijene organele, kao Sto su jezgra, endoplazmatski retikulum
I mitohondriji. S. cerevisiae raste u obliku pojedina¢nih ovalnih stanica (slika 1), ¢ija veli¢ina ovisi
o ploiditetu. Optimalni uvjeti za rast kvasca su temperatura od 28 do 30 °C te pH u rasponu od 3,5
do 5. S. cerevisiae je fakultativni anaerob koji moze jednako dobro rasti aerobno i anaerobno u
prisutnosti glukoze, pri ¢emu tijekom anaerobne respiracije razgraduje glukozu do etanola i
ugljikovog dioksida (Flores i sur., 2000). Projekt sekvenciranja genoma S. cerevisiae zavrsen je

1996. godine. To je ujedno i prvi potpunosti sekvenciran genom nekog eukariotskog organizma
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(Goffeau i sur., 1996). U tipi¢noj haploidnoj stanici kvasca, oko 12 Mb genomske DNA postoji u
obliku 16 kromosoma, za koje se smatra da im je struktura formirana procesom duplikacije cijelog
genoma (engl. Whole Genome Duplication, WGD). Prije otprilike 100 milijuna godina, endo-
reduplikacijom genoma diploida ili fuzijom dviju stanica kvasca nastao je tetraploidni kvasac.
Ovaj predak izgubio je oko 85 % dupliciranih kopija, ostaviv§i sadasnju vrstu s oko 6000 gena
(Kellis i sur., 2004). Osim genomske DNA, stanice S. cerevisiae sadrze 2 plazmidnu DNA te
mitohondrijsku DNA (Sherman, 2002). Gusto¢a genoma kvasca prili¢no je visoka (prosje¢no
jedan gen na 2 kb), ¢ak 50 puta veca od gustoce gena u ljudskom genomu. Visoka gustoca genoma
djelomic¢no se objasnjava relativno malim brojem gena koji sadrze introne (oko 4 %) (Spingola i
sur., 1999; Goffeau i sur., 1996). Takoder, u kvascu postoji vrlo efikasan mehanizam homologne
integracije transformiraju¢e DNA (Orr-Weaver i sur., 1981; Hinnen i sur., 1978), za razliku od
vecine ostalih eukariota kod kojih je prvenstveno aktivna ilegitimna rekombinacija. Zbog toga je
eksperimente na razini genoma puno jednostavnije izvesti s kvascem, nego s viSim eukariotima.
U laboratorijskim uvjetima stabilno se aseksualno razmnozava pupanjem kao haploid ili diploid,
pri ¢emu iz stanice majke nastaju dvije stanice kceri. Stanice S. cerevisiae u prirodi podlozne su
parenju: haploidne a stanice se pare s haploidnim o stanicama i tvore diploide — a/a stanice. Tip
parenja odreden je sekvencom u lokusu MAT, koji se nalazi na 3. kromosomu. U odredenim
uvjetima, diploidi se mogu usmijeriti za mejoticku diobu, tvoreéi Eetiri haploidne spore, po dvije
od svakog tipa parenja (Herskowitz, 1988).

Kvasac ima jednostavne nutritivne zahtjeve, kratko generacijsko vrijeme i lako se uzgaja u
laboratorijskim uvjetima. Kao modelni organizam omogucio donoSenje zaklju¢aka 0 ulogama te
medusobnim interakcijama pojedinih gena i proteina eukariota. Zbog visokog stupnja evolucijske
ocuvanosti, Stani¢ni procesi koje je jednostavno analizirati u kvascu mogu dati saznanja o onima
u ljudskim stanicama (Paques i Haber, 1999). IstraZivanja na kvascu prvenstveno su donijela nove
spoznaje o apoptozi, replikacijskom stresu, autofagiji, starenju te o funkcijama mitohondrija.
Gotovo 1000 gena kvasca pripadaju ortolozima gena povezanih s ljudskim bolestima (Heinicke i
sur., 2007). Obzirom na vaznost istrazivanja sinteze i agregacije proteina u kontekstu ljudskih
bolesti, kao $to su Huntingtonova ili Alzheimerova bolest, o¢uvanost osnovnih stani¢nih procesa
omogucuje koriStenje kvasca i u biomedicinskim istrazivanjima neurodegenerativnih poremecaja
(Tuite, 2019). Proucavanjem kromosomskih rearanzmana koji se dogadaju uslijed selektivnih
pritisaka u kvascu, primijeceno je da su prerasporedi genetickog materijala vrlo sli¢ni onima
uoCenim u ljudskim tumorskim stanicama (Aguilera i Garcia-Muse, 2013). Stoga, molekularni
mehanizmi koji leZze u osnovi adaptivne evolucije kvasca u laboratoriju djelomi¢no nalikuju onima
koji su prisutni tijekom progresije tumora (Ferea i sur., 1999). Osim u znanstvenim istrazivanjima,

S. cerevisiae ima vaznu ulogu u biotehnoloskoj proizvodnji. Koristi se za proizvodnju lijekova,
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finih kemikalija i biogoriva (Baghban i sur., 2019). Kvasac ima niz prednosti u procesima Kkoji
zahtijevaju proizvodnju u velikim razmjerima, kao $to su primjerice niska cijena medija za uzgoj

kulture i povijest uc¢inkovite tehnologije fermentacije.

Slika 1. Morfologija stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae vizualizirana fluorescentnim

mikroskopom nakon bojanja bojom Calcofluor-white (vlastita fotografija).

2.1.2. KVASAC Schizosaccharomyces pombe

Schizosaccharomyces pombe, poznat kao ,.fisijski kvasac*, askomicetni je kvasac koji se
koristi u tradicionalnom pivarstvu i kao modelni organizam u molekularnoj i stani¢noj biologiji.
Naziv pombe na svahili jeziku znaci ,,pivo“ (ili barem fermentirano pi¢e nalik pivu). To je
jednostani¢ni eukariot, ¢ije su stanice cilindricnog oblika, promjera 3 do 4 um i duljine 7 do 14
pm. Ovaj jednostanic¢ni eukariot je nepatogen, lako se uzgaja i jednostavno se laboratorijski
manipulira (Wixon, 2002). Oba kvasca Schizosaccharomyces pombe i Saccharomyces cerevisiae
Cesto su koristeni kao modelni organizmi, iako su se ove dvije vrste evolucijski razisle prije
otprilike 300 do 600 milijuna godina. To ¢ini evolucijsku udaljenost izmedu S. pombe i S.
cerevisiae istog reda kao i udaljenost izmedu ovih kvasaca i sisavaca (Heckman i sur., 2001;
Sipiczki, 2000). Glavnina istrazivackog rada sa S. pombe uvelike je poboljsala razumijevanje
eukariotskog stani¢nog ciklusa (Nurse, 2000) i njegove regulacije (Moser i Russell, 2000), sto je
pridonijelo shvacanju mnogih povezanih procesa, kao Sto su formiranje mikrotubula (Johnson
Sagollaisur., 2003), mejoticka diferencijacija (Mata i sur., 2007), stani¢éna morfogeneza (Brunner
i Nurse, 2000), mehanizmi odgovora na stres (Toone i sur., 1998) te odgovor na ostecenja DNA
(Zhou i Elledge, 2000). Povijesno znacajan rezultat u istrazivanju stani¢nog ciklusa bilo je
kloniranje cdc2+ gena za ciklin-ovisnu kinazu (Beach i sur., 1982) i demonstracija da ljudski

homolog moze komplementirati nativnu funkciju u temperaturno-osjetljivom cdc2 mutantu (Lee i
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Nurse, 1987). Posljedi¢no, S. pombe nastavlja biti klju¢ni modelni organizam za proucavanje
replikacije DNA, pri ¢emu su u fokusu cdc geni, koji su ukljuéeni u razlicite aspekte replikacije
DNA (Mojardin i sur., 2013).

Genom S. pombe u potpunosti je sekvenciran 2002. godine, ¢ime je postao Sesti U
potpunosti sekvenciran eukariotski genom (Wood i sur., 2002). Bez obzira na mali broj protein-
kodirajuéih gena (5054), fisijski kvasac ima velik broj proteina (trenutno 338 identificiranih) koji
su evolucijski ocuvani u kraljeZznjacima. Genom Schizosaccharomyces pombe ¢esto se koristi za
proucavanje stani¢ne diobe i rasta zbog oCuvanih genomskih regija koje se nalaze i kod ljudi,
ukljucujuéi: heterokromatinske regije, velika ishodista replikacije, velike centromere, ofuvane
stani¢ne kontrolne tocke, telomere te mnoge druge (Sabatinos i sur., 2013; Hayano i sur., 2012).
Procjenjuje se da genom S. pombe sadrzi oko 14 Mb DNA. Obzirom da fisijski kvasac nema toliko
dupliciranih gena u usporedbi s pupaju¢im kvascem, cjelokupna DNA nalazi se u sklopu 3 razli¢ita
kromosoma (Wood i sur., 2002). Fisijski kvasac ima velike modularne centromere, koje vise
podsjecaju na centromere razvijenijih organizama nego na tzv. tokaste centromere u S. cerevisiae,
od kojih su 100-300 puta duze. Evolucijska o¢uvanost znacajki centromera, ukljucujuéi veli¢inu,
strukturu i organizaciju, ¢ini fisijski kvasac modelom za proucavanje funkcija centromera i
remodeliranja eukariotskog heterokromatina. Osim toga, velike heterokromatizirane centromere
S. pombe predmet su istrazivanja mehanizma transkripcijskog utisavanja (Allshire i sur., 1994).
Proucavanje centromernog heterokromatina S. pombe dovelo je do uspostave hipoteze ,,histonskog
koda“, bazirane na specifi¢cnim posttranslacijskim modifikacijama histona (Jenuwein i Allis,
2001). Unato¢ sliénom broju gena, S. cerevisiae ima samo oko 250 introna, dok S. pombe ima
gotovo 5000. Veliki broj introna kvasca S. pombe daje moguénost za povecanje broja proteina
nastalih alternativnim splicingom pripadaju¢e mRNA (Wood i sur., 2002). Za razliku od S.
cerevisiae, S. pombe kroz evoluciju zadrzao je tri gena ¢iji proteinski produkti sudjeluju u putu
RNA interferencije (engl. RNA interference, RNAI), ukljucuju¢i Dicer (Dcrl), RNA-ovisnu RNA
polimerazu (RARP; Rdp1) i Argonaute (Agol) (Volpe i sur., 2002).

Kada haploidne stanice dosegnu oko 14 um duljine, ulaze u mitozu, pri ¢emu se, kao i kod
vecéine gljiva, nuklearna ovojnica ne razgraduje, a jezgra se nalazi blizu centra stanice. Nakon
mitoze dolazi do binarne diobe (slika 2A) formiranjem septuma, koji se cijepa kako bi se razdvojile
dvije stanice kceri. Jedna specificna znacajka ciklusa S. pombe jest dulja G2 faza stani¢nog ciklusa
(posljedica tog je stroga kontrola prijelaza G2-M), za razliku od S. cerevisiae kojem je G1 najdulja
faza stani¢nog ciklusa (G1-S prijelaz je strogo kontroliran). Diploidne stanice S. pombe primjetno
su Sire od haploidnih stanica i ulaze u citokinezu kada dosegnu duljinu od otprilike 24 um (slika
2B). Kontrola mitoze fisijskog kvasca odvija se putem mehanizama koji su sliéni onima

viSestani¢nih organizama. Osim vegetativnog rasta, S. pombe ima seksualni ciklus. Dvije
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haploidne stanice odgovaraju¢eg tipa parenja u nedostatku hranjivih tvari podlijeZzu parenju
(konjugaciji) (Egel, 1994; Egel i Egel-Mitani, 1974). Uslijed fuzije stanica formira se diploidna
zigota, koja ulazi u mejozu i stvara Cetiri haploidne spore. Zigotni askusi obi¢no imaju savijen
oblik (slika 2C), a azigotni askusi koji potje¢u od vegetativnih diploidnih stanica kratki su i linearni
(slika 2D). Kada se okolisni uvjeti poboljsaju, spore klijaju, ¢ime nastaju proliferiraju¢e haploidne
stanice (Morgan i Veal, 2007). Sojevi divljeg tipa S. pombe homotali¢nog su tipa parenja koji se
naziva h%. Tip parenja odreden je informacijom kodiranom na lokusu mat1. Svaki alel lokusa mat1
kodira za dva divergentno transkribirana regulatorna proteina ¢ija je ekspresija inducirana
nedostatkom nutrijenata, prvenstveno dusSika (Kelly i sur., 1988). Stanice fisijskog kvasca
mijenjaju tip parenja izmjenom genetske informacije na transkripcijski aktivnom lokusu matl sa
sekvencama iz jednog od dva kripti¢na (transkripcijski utiSana) lokusa, mat2-P ili mat3-M. Stanice
S. pombe zahtijevaju uvjete bez hranjivih tvari da bi se parile, ali gotovo sve diploidne zigote

odmah sporuliraju.

Slika 2. Stanice i askusi S. pombe. Haploidna stanica koja sadrzi fisijsku plo¢u (A). Diploidne
stanice (B). Zigotni askusi nastali parenjem dviju haploidnih stanica (C). Azigotni askusi nastali

mejozom diploidnih stanica (D). Slike prilagodene prema (Hoffman i sur., 2015).

2.2. EUKARIOTSKI RNA EGZOSOM

Eukariotske stanice su dinami¢ni sustavi koji neprestano proizvode i razgraduju RNA.
Promjena razina RNA nuzna je za odrzavanje homeostaze stani¢nog transkriptoma i regulaciju
ekspresije gena. Stoga, sve vrste RNA podlijezu putevima procesiranja i degradacije (Schmid i
Jensen, 2018). Vecina istrazivanja prethodno je bila usredotoCena na razumijevanje procesa
degradacije mRNA koji se odvija u citoplazmi. Zanimanje za procese degradacije RNA u jezgri
privuklo je pozornost tek otkricem evolucijski o¢uvanog kompleksa RNA egzosoma. Tollervey i
suradnici otkrili su ga kasnih 1990-ih, pokazavsi ulogu ovog RNA-procesiraju¢eg kompleksa u
sazrijevanju 5,8S ribosomalne RNA (rRNA), komponente velike ribosomske podjedinice. Vecina
onoga $to se danas zna o egzosomu prvo je otkriveno u kvascu Saccharomyces cerevisiae, u kojem

je i prvi put identificiran (Mitchell i sur., 1997). Danas je poznato da je RNA egzosom glavni
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kompleks koji katalizira procesiranje i degradaciju RNA u smjeru 3'-5" u eukariotskim stanicama.
Ovaj proteinski kompleks sudjeluje u brojnim procesima procesiranja i kontrole kvalitete RNA u
jezgri i citoplazmi (Lingaraju i sur., 2020; Zinder i Lima, 2017; Chlebowski i sur., 2013).

Vecina regija eukariotskog genoma se transkribira (Jensen i sur., 2013), pri ¢emu Veliki dio
transkripcijskih dogadaja rezultira sintezom RNA koje se ne mogu detektirati zbog njihove brze
degradacije u jezgri stanice (Doma i Parker, 2007; Wyers i sur., 2005). Na primjer, degradacija
posredovana egzosomom u jezgri rezultira eliminacijom transfer RNA (tRNA) koje su aberantne
ili u suvisku (Gudipati i sur., 2012). U spomenutom stani¢nom odjeljku, egzosom specifi¢no
skrac¢uje male nuklearne (sn) i nukleolarne (sno) RNA prekursore (Allmang i sur., 1999; Mitchell
i sur., 1997). Takoder, bitna uloga egzosoma u jezgri je potpuna degradacija produkata
nekodirajuc¢e transkripcije, poput kripticnih nestabilnih transkripata (engl. Cryptic Unstable
Transcripts, CUTs) u kvascu (Lacava i sur., 2005; Wyers i sur., 2005) i promotorskih uzvodnih
transkripata (engl. Promoter upstream transcripts, PROMPTS) u ljudskim stanicama (Doma i
Parker, 2007). U jezgrici, egzosom sudjeluje u sazrijevanju ribosomalne RNA (rRNA). Dodatna
klasa ncRNA u ljudi, nazvana enhancer RNA (eRNA), nastaje divergentnom transkripcijom na
intergenskim pojacivackim (engl. enhancer) regijama te je i ova klasa RNA podlozna degradaciji
RNA egzosomom (Andersson i sur., 2014). Nasuprot tome, utjecaj egzosoma na metabolizam
RNA u citoplazmi o¢ituje se u regulaciji razina specifi¢cnih mRNA kao odgovor na promjene u
okolisu. Kljuéne RNA mete egzosoma u citoplazmi ukljucuju normalne i aberantne mRNA
transkripte, poput onih kojima nedostaje STOP kodon (Schaeffer i sur., 2009). Na primjer,
egzosom ima vaznu ulogu u ekspresiji gena tijekom razvoja stanica (Birot i sur., 2022). Post-
transkripcijski mehanizmi regulirani RNA egzosomom kontroliraju temeljne bioloske procese,
odrZavajuéi osjetljivu ravnotezu izmedu proliferacije i diferencijacije stanica, $to je kljucno za
razvoj eritrocita, epidermalnih stanica, embrionalnih mati¢nih stanica i drugih vrsta stanica (Fraga
De Andrade i sur., 2020).

U ljudi se egzosomske podjedinice nazivaju proteinske komponente egzosoma (engl.
exosome component, EXOSC). U S. cerevisiae vecina egzosomskih podjedinica naziva se Rrp
proteini, prema izvornom genetskom screeningu kvasca za mutante koji aberantno procesiraju
ribosomalnu RNA (engl. ribosomal RNA processing, rrp). U eukariotima, jezgra egzosoma sadrzi
10 razli¢itih podjedinica (Exol10). Istrazivanja na kvascu i ljudima pokazala su da devet
podjedinica egzosoma sacinjava strukturu slicnu bac¢vi kojoj nedostaje kataliticka aktivnost (Exo09)
(Liu i sur., 2006). Ex09 organiziran je u gornji prsten od tri podjedinice (Rrp4/40 i Csl4), s S1-KH
domenama sli¢énima onima koje se nalaze u RNA-vezujué¢im proteinima, te donji PH prsten od Sest
podjedinica (Rrp41/42/43/45/46 i1 Mtr3) (slika 3A). Exo9 sadrzi istaknuti sredi$nji kanal koji se u

obliku slova L proteze od ulazne pore na vrhu gornjeg prstena do dna donjeg prstena (Bonneau i
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sur., 2009; Lorentzen i sur., 2008). Ovaj sredis$nji kanal navodi RNA supstrate do 10. podjedinice,
ribonukleaze Rrp44 (takoder poznate kao Dis3) (Makino i sur., 2013). Dvije Kkataliticke
podjedinice na suprotnim krajevima Exo9 ¢ine Exol1 (slika 3A). Amino-terminalna PIN domena
Rrp44 ostvaruje vezu visokog afiniteta s Exo9 (Bonneau i sur., 2009), a osim toga sadrzi i dostupno
endoribonukleazno aktivno mjesto (Han i van Hoof, 2016; Schaeffer i sur., 2009; Schneider i sur.,
2009; Lebreton i sur., 2008). Karboksi-terminalna RNB domena Rrp44 dijeli sli¢ne strukturalne
znacajke kao RNaza Il E. coli te degradira RNA u 3'-5’ smjeru, cijepajuci jedan po jedan nukleotid
na procesivan nacin - to jest, katalizira sekvencijalne krugove cijepanja bez disocijacije od RNA
supstrata (Lorentzen i sur., 2008; Frazdo i sur., 2006). Druga kataliticka podjedinica Rrp6
smjeStena je na vrhu gornjeg prstena poznatog kao S1-KH ,.kapa“, blizu ulazne pore za RNA.
Rrp6 i Dis3 su 3'-5' egzoribonukleaze, ali Dis3 ima i endoribonukleaznu aktivnost (Schaeffer i
sur., 2009; Schneider i sur., 2009). Egzoribonukleazna aktivnost Rrp6 odcjepljuje pojedinaéne
nukleotide u 3'-5" smjeru na distributivni nacin (tj. disocira od RNA supstrata nakon svakog kruga
cijepanja) (Wasmuth i Lima, 2017). U pravilu, Dis3 razgraduje jednolan¢ane RNA koje su prosle
kroz cijeli sredi$nji kanal (slika 3B), 0sim toga, postoji alternativni put kojim RNA moze izravno
pristupiti aktivnom mjestu Dis3 (slika 3C). Rrp6 razgraduje ili skracuje RNA koja ulaze u S1-KH
prsten, a zatim prolaze do aktivnog mjesta Rrp6 (slika 3D) (Zinder i sur., 2016; Wasmuth i Lima,
2012). Exo011 kvasca po strukturi i funkciji sli¢an je ljudskoj izoformi, ali s odredenim razlikama.
Na primjer, u ljudskim stanicama postoje dva homologa Dis3, DIS3 u jezgri i DIS3L u citoplazmi,
Sto rezultira razli¢itim inaCicama centralne jezgre egzosoma (Staals i Pruijn, 2010; Tomecki i sur.,
2010).
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Slika 3. Model i prolazak supstrata kroz kompleks RNA egzosoma (Exoll) u kvascu
Saccharomyces cerevisiae. Povriinska struktura Exo11 (Exo1QPs3*RPeCterm) ‘Rrn6 je crvene, a S1-
KH kapa zelene boje; i Exo10R™5, PH prsten je plave, Dis3 ljubicaste, a RNA crne boje (A). Put
do aktivnog mjesta egzonukleaze Dis3 vodi kroz cijeli sredi$nji kanal jezgre egzosoma do RNB
domene (B). RNA moze pristupiti aktivnom mjestu endonukleaze Dis3 bilo kroz sredi$nji kanal
ili izravno iz okoline (C). RNA prolazi kroz gornji dio sredisnjeg kanala (S1-KH kapa) kako bi
dosla do aktivnog mjesta Rrp6 (D). Crvena linija oznacava RNA. Slike su prilagodene prema
radovima Kilchert i sur., 2016 i Chlebowski i sur., 2013.

Smatra se da je specificnost RNA egzosoma za ciljane transkripte moguca zahvaljujuci
razliitim egzosomskim kofaktorima koji usmjeravaju egzosom na razli¢ite RNA supstrate
predodredene za procesiranje ili razgradnju. Nedavne studije utvrdile su niz kofaktora, odnosno
adaptera nuklearnog egzosoma, koji pomazu usmjeravanju egzosoma na odredene RNA supstrate
(Zinder i Lima, 2017; Kilchert i sur., 2016). Struktura odredenih adaptera evolucijski je o¢uvana,
osobito izmedu fisijskog kvasca i ljudi (Richard i sur., 2018). Za maksimalnu aktivnost nuklearnog
egzosoma potrebna su tri kofaktora, TRAMP kompleks (Trf4/5-Airl/2-Mtr4), Rrp47 (takoder
poznat kao C1D) i Mpp6. Rrp47 je u interakciji s Rrp6, pri cemu tvore platformu za vezanje Mtr4



(u ljudi, poznat kao SKIV2L2 ili MTREX), esencijalnu RNA DExH-box helikazu (Schuch i sur.,
2014) koja djeluje u sklopu TRAMP kompleksa. Takav heterodimerizacijski modul Rrp6-Rrp47
(Makino i sur., 2015) veze se na vrh podjedinice jezgre egzosoma Rrp4 (Wasmuth i sur., 2014).
Mpp6 je protein koji se svojom centralnom regijom veze za podjedinicu Rrp40 (Falk i sur., 2017).
Mpp6 i heterodimer Rrp6—Rrp47 pridonose privlacenju RNA supstrata (Wasmuth i Lima, 2017) i
oba povecavaju aktivnost helikaze Mtr4 (Schuller i sur., 2018; Weick i sur., 2018). lzuzev
nuklearnih kofaktora, vazan kofaktor egzosoma je i RNA helikaza specificno lokalizirana u
citoplazmi, Ski2 (Brown i sur., 2000). Ski2 u sklopu Ski kompleksa doprinosi citoplazmatskim
funkcijama egzosoma, ukljucujuc¢i kontrolu kvalitete (prvenstveno mRNA), ali sudjeluje i u
procesima poput NMD puteva razgradnje (engl. Nonsense Mediated Decay, NMD) (Mitchell i
Tollervey, 2003) te RNA interferenciji (Orban i Izaurralde, 2005).

Obzirom da RNA egzosom i njegovi kofaktori imaju velik broj razli¢itih RNA supstrata,
oni imaju klju¢nu ulogu u regulaciji ekspresije gena (Schmid i Jensen, 2018; Kilchert i sur., 2016).
Gubitak funkcije egzosoma uslijed mutacija ili nedostatka aktivnosti njegovih podjedinica ili
kofaktora moze uzrokovati Stetne promjene u razli¢itim bioloSkim procesima i u konacnici
pridonijeti razvoju ljudskih bolesti (Fasken i sur., 2020; Morton, 2017). Mutacije u genima koji
kodiraju za strukturne podjedinice ovog kompleksa povezane su s odredenim bolestima koje se
manifestiraju karakteristiécnim klini¢kim slikama te su objedinjene nazivom egzosomopatije
(Burns i sur., 2018). Iako su klini¢ki slu¢ajevi egzosomopatija razliciti, utjecaj na mali mozak Cesta
je zajednic¢ka znacajka (Amorim i sur., 2020). Nadalje, mutacija gena i aberantna ekspresija
egzosomske komponente Dis3 pronadena je u nizu razli¢itih karcinoma, kao Sto je multipli

mijelom — karcinom kostane srzi (Tomecki i sur., 2014; Chapman i sur., 2011).

2.2.1. Kataliticka podjedinica RNA egzosoma Rrp6

Rrp6 je Kkataliticka podjedinica RNA egzosoma koja ima distributivnu 3-5'
egzoribonukleaznu aktivnost. Rrp6 nalazi se u jezgri kvasca i ljudi, ali je takoder prisutan u
citoplazmi ljudskih stanica (de Almeida i sur., 2010). Nasuprot tome, postoje dokazi da Rrp6 u
odredenim procesima moze djelovati i neovisno o RNA egzosomu (Wang i sur., 2020; Graham i
sur., 2009; Callahan i Butler, 2008). Rrp6, osim $to je RNA-vezujuéa podjedinica nuklearnog RNA
egzosoma, sudjeluje u interakcijama s drugim regulatornim proteinima koji vezu RNA i DNA
(Marin-Vicente i sur., 2015). Rrp6 je homolog ljudskom autoantigenu PM-Scl 100-kDa te je
proucavan u mnogim organizmima poput Caenorhabditis elegans, Schizosaccharomyces pombe,
Arabidopsis thaliana, Drosophila melanogaster, Trypanosoma brucei i Danio rerio (Mller i sur.,
2020; Lebreton i sur., 2008; Andrulis i sur., 2002). Svaki od ovih eukariotskih proteina u svojim
sredis$njim domenama dijeli homologiju s 3'-5' egzoribonukleazom RNazom D iz E. coli, sto
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upucuje na evolucijsku o¢uvanost funkcije RNaze D od bakterija do ljudi (Briggs i sur., 1998).
Rrp6 je polipeptid molekulske mase oko 100 kDa te sadrzi 733 aminokiselinska ostatka i
najmanje Cetiri razliite funkcionalne domene (slika 4). Obzirom da pripada obitelji
egzonukleaznih RNaza D, Rrp6 hidrolizira RNA putem mehanizma katalize za koji su bitna dva
metalna iona, ¢ime se poboljsavaju prepoznavanje supstrata i kataliticka specifi¢nost (Beese i
Steitz, 1991). Rrp6 sadrzi amino-terminalnu PMC2NT domenu (eng. Polycystin 2 N-Terminal,
PMC2NT) koja se povezuje s kofaktorom Rrp47 (Stead i sur., 2007), egzoribonukleaznu domenu
(EXO), HRDC domenu (engl. Helicase RNase D C-terminal domain, HRDC) i karboksi-
terminalnu domenu (CTD) koja se povezuje s jezgrom Exo9 (Callahan i Butler, 2008) i sastoji se
od otprilike dvije stotine aminokiselinskih ostataka. Aminokiselinski ostaci CTD stupaju u
interakciju s vanjskom povrsinom Exo9 (Makino i sur., 2013) i na taj nacin Rrp6 stupa u kontakt
s Mtr3, Rrp43 i Csl4, tvoredi regiju za povezivanje s egzosomom (engl. Exosome Associating
Region, EAR). Preostalih 100 aminokiselinskih ostataka CTD tvore vrlo bazi¢an i nestrukturirani
C-terminalni rep, tzv. ,laso”. Rrp6 laso sadrzi lokalizacijski signal za import u jezgru (engl.
Nuclear Localization Signal, NLS) (Phillips i Butler, 2003). Strukturne studije pokazale su da
domene EXO i HRDC C¢ine kataliticki modul (CAT) unutar kojeg je 3-5' egzoribonukleazno
aktivno mjesto (Midtgaard i sur., 2006). Rrp6 EXO domena u kontaktu je s dva od tri S1/KH
proteina, Rrp4 i Rrp40, a HRDC domena najblize je Rrp4, iako izravni kontakti nisu kristalografski
identificirani (Wasmuth i sur., 2014). EXO domena dijeli sekvencijsku sli¢nost s EXO I, IT i III
motivima egzonukleazne domene DNA polimeraze | koja sadrzi ¢etiri kisela ostatka, DEDD (Ollis
i sur., 1985). Cetiri spomenuta visoko otuvana aminokiselinska ostatka (3 aspartatna i 1
glutamatni) potrebna su za razgradnju nukleinskih kiselina u 3'-5' smjeru hidroliti¢kim reakcijskim
mehanizmom (Steitz i Steitz, 1993). Neki enzimi iz DEDD skupine u aktivhom mjestu sadrze
dodatni ocuvani histidinski ili tirozinski ostatak i prema tome se nazivaju DEDD-H, odnosno
DEDD-Y. Ljudski EXOSC10, kvas¢ev Rrp6 i enzim za degradaciju bakterijske RNA, RNaza D,
sadrze DEDD-Y motiv (Midtgaard i sur., 2006; Phillips i Butler, 2003; Blithner i Bautz, 1992).
HRDC domena stupa u interakciju s EXO domenom preko o¢uvanog aspartatnog ostatka (D457).
HRDC domena ukljucena je u vezanje RNA te je pretpostavka da zapravo omogucava pravilnu
orijentaciju kompleksnih supstrata u aktivnom mjestu (Midtgaard i sur., 2006). Domena PMC2NT
prostire se preko srediSnjeg Exo9 kanala, Sto omogucuje interakciju s Rrp47 te olaksava
privlacenje supstrata (Stead i sur., 2007). Rrp47 je neophodan za ekspresiju, odnosno stabilnost
Rrp6 in vivo (Feigenbutz i sur., 2013). Opisana interakcija evolucijski je ouvana i izmedu
EXOSC10 i ljudskog ortologa Rrp47 (C1D) (Schilders i sur., 2007). Delecija gena RRP6 rezultira
izostankom proteina Rrp47, dok je u mutantu rrp47 razina proteina Rrp6 smanjena do 90 %

(Stuparevic i sur., 2013; Feigenbutz i sur., 2013; Stead i sur., 2007). Ovaj fenotip uglavnom je
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posljedica promijenjene stabilnosti proteina, jer je uoceno da se razine mMRNA RRP6 i RRP47 ne
smanjuju u spomenutim delecijskim mutantima (Garland i sur., 2013; Stuparevic i sur., 2013).

Funkcionalnost svih domena egzoribonukleazne podjedinice Rrp6 potrebna je za uspjesno
3'- 5' procesiranje i degradaciju RNA supstrata. Unato¢ tome Sto ima vazne i vrlo raznolike uloge,
Rrp6 nije esencijalan za vijabilnost stanica. No, stanice mutanta rrp6 pokazuju temperaturno
osjetljivi fenotip (engl. temperature sensitive, ts), kao i defekte u procesiranju RNA (Briggs i sur.,
1998). Stanice mutanta rrp6 karakterizira sporiji rast u usporedbi sa stanicama divljeg tipa, ¢ak i
pri permisivnoj temperaturi. Sojevi koji sadrze mutacije u EXO domeni rrp6-D238A (exo-) i rrp6-
Y361A (rrp6-cat), takoder pokazuju sporiji rast pri poviSenoj temperaturi, ali takav fenotip nije
izrazen kao kod deletanta rrp6 (Assenholt i sur., 2008; Phillips i Butler, 2003).

NTD CAT Lasso

1 128 400 434
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{W e

Slika 4. Struktura i sastav domena Rrp6. Shema strukturnih motiva u N-terminalnoj (NTD),
katalitickoj (CAT) i C-terminalnoj (CTD) domeni Rrp6. Koordinate aminokiselina nazna¢ene Su
za svaki fragment proteina. EAR, regija za povezivanje s egzosomom; EXO, egzoribonukleazna
domena; HRDC, helikazna i RNaza D karboksi terminalna domena; ,,laso* domena; NLS, signal
nuklearne lokalizacije; PMC2NT, policistin 2 N-terminalna domena. Slika je prilagodena prema

radu Stuparevic i sur., 2021.

Za razliku od mutanta rrp6, kataliticki mutant rrp6-cat pokazuje osjetljivost na hladnocu
(Mukherjee i sur., 2016). To sugerira da su za funkciju ovog proteina bitne znacajke koje nisu
vezane uz egzoribonukleazno aktivno mjesto Rrp6. Nadalje, nekataliti¢ka uloga Rrp6 pri aktivaciji
RNA egzosoma manifestira se kroz alostericku regulaciju aktivnosti Dis3. Rrp6 se povezuje s
vrhom egzosoma (S1/KH kapa), kroz koji RNA molekule ulaze, ¢ime potencijalno regulira
prolazak RNA kroz jezgru egzosoma do aktivnog mjesta Dis3 (Makino i sur., 2015). Centralna
uloga Rrp6 ocituje se u procesiranju 3' krajeva 5,8S pre-rRNA te skrac¢ivanju malih
nuklearnih/nukleolarnin RNA (sn/snoRNA) (Allmang i sur., 1999; Briggs i sur., 1998). Takoder,
Rrp6 je nuzan za razgradnju kratkozivuéih nekodirajucih kripti¢énih nestabilnih transkripata
(CUTs) (Colin i sur., 2011) i RNA nastalih preranom terminacijom transkripcije (Vasiljeva i

Buratowski, 2006), dok u citoplazmi ljudskih stanica regulira duljine poli(A) repa kodirajucih
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transkripata (Schmid i sur., 2012). lako je ljudski EXOSC10 strukturno sli¢an kvaséevom, uocene
su neke jedinstvene strukturne i biokemijske razlike. Na primjer, EXOSC10 u odredenoj mjeri
bolje razgraduje supstrate koji sadrze sekundarne strukture u odnosu na kvasc¢ev homolog
(Januszyk i sur., 2011).

2.2.3. TRAMP kompleks

Jedan od najbolje proucenih puteva razgradnje nekodiraju¢ih RNA u kvascu
Saccharomyces cerevisiae zahtijeva aktivnost TRAMP kompleksa. 1zvorno, TRAMP kompleks
otkrili su LaCava i sur., 2005. godine u kvascu S. cerevisiae, te su pokazali da stimulira egzosom
prilikom razgradnje RNA supstrata in vitro i in vivo (Lacava i sur., 2005; Wyers i sur., 2005).
TRAMP kompleks je multiproteinski heterotrimerni kompleks koji ima distributivno
poliadenilacijsko djelovanje te stimulira egzosom na degradaciju sirokog spektra nekodiraju¢ih
transkripata. Postoji nekoliko izoformi kompleksa TRAMP, ali svaka ukljucuje tri komponente:
Trf4 ili Trf5, Airl ili Air2 i Mtr4, a sve komponente evolucijski su ocuvane od stanica kvasca do
ljudi.

Mtr4 je ¢lan obitelji RNA i DNA helikaza sli¢nih Ski2, ukljuc¢enih u razgradnju RNA (Mtr4
i Ski2), splicing mRNA (Brr2), translaciju (SIhl) i replikaciju/rekombinaciju DNA (Hel308)
(Fairman-Williams i sur., 2010; Caprara, 2010). Mtr4, osim u sklopu TRAMP kompleksa, djeluje
kao sredisnja podjedinica mnogih analognih proteinskin kompleksa poput NEXT i PAXT/PPC,
koji zajedno s egzosomom sudjeluju u kontroli kvalitete RNA u ljudskim stanicama. NEXT (engl.
Nuclear Exosome Targeting Complex, NEXT) i PAXT (engl. Poly(A) Exosome Targeting, PAXT)
kompleksi su koji sadrze Mtr4 specifiénu za viSestani¢ne organizme, a prvi put su izolirani iz
ljudskih stanica (Meola i sur., 2016; Lubas i sur., 2011). Mtr4 i Ski2 imaju sli¢nu strukturu (Olsen
i Johnson, 2021) i oba imaju sredisnju ulogu u metabolizmu eukariotske RNA kao aktivatori
egzosoma RNA, pri ¢emu Mtr4 obavlja tu funkciju u jezgri, a Ski2 u citosolu (Mitchell, 2014;
Anderson i Parker, 1998). Struktura Mtr4 ukljucuje helikaznu jezgru s Cetiri domene (DExH),
nestrukturirani N-terminus i jedinstvenu domenu ,,luka” (engl. arch ili kow domena) (Olsen i
Johnson, 2021). Helikazna jezgra Mtr4 sadrzi ATP-aznu aktivnost ovisnu 0 RNA te posreduje
vezanju Trf4 i Air2. Airl i Air2 su proteini cinkovog prsta (engl. Zn-knuckle), koji vezu RNA te
koji su originalno detektirani u screeningu za faktore koji sudjeluju u modifikacijama heterolognih
nuklearnih ribonukleoproteina (Inoue i sur., 2000). Airl/2 sadrze pet CCHC motiva (tri cisteinska
I jedan histidinski ostatak) izmedu C i N terminusa, koji su karakteristicni za RNA-vezujuce
domene. Stoga, pretpostavka je da Airl/2 omogucuju privlaéenje TRAMP kompleksa na supstrate
vezanjem RNA (Schmidt i Butler, 2013; LaCava i sur., 2005). Osim toga, strukturna i biokemijska
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istrazivanja pokazala su da cinkovi prsti omogucuju interakciju Air2 s Trf4 (Fasken i sur., 2011;
Hamill i sur., 2010). Ovi podaci koreliraju s ranijim istrazivanjima koja pokazuju da Trf4 ne
uspijeva poliadenilirati supstrate in vitro u odsutnosti Airl i Air2 (Vanacova i sur., 2005; Wyers i
sur., 2005). Trf4 i Trf5 pripadaju obitelji Cid1l nekanonskih Poli(A) polimeraza. Strukturna jezgra
Trf4 ima poli(A) polimeraznu aktivnost i ¢ini platformu za heterodimerizaciju i interakciju s N-
terminalnim krajem Air2 (San Paolo i sur., 2009). Trf4 ili Trf5 dodaju kratki oligo(A) rep, znatno
kra¢i od poli(A) repa koji dodaje kanonska polimeraza (Papl). Arhitektura TRAMP kompleksa
predo¢ava model prema kojem Mtr4 provlac¢i RNA kroz helikaznu jezgru do Trf4-Air2 Kkoji joj
dodaju kratki poli(A) rep (slika 7A). TRAMP dovodi do usmjeravanja nuklearnog egzosoma na
kripti¢ne nestabilne transkripte (CUTSs) i hipomodificirane tRNA (Wang i sur., 2008; Kadaba i
sur., 2006).

Veéina strukturnih i funkcionalnih analiza funkcija TRAMP kompleksa bila je
usredotoc¢ena na izoformu TRAMP4, a manje se zna o izoformi TRAMPS (Falk i sur., 2014; Jia i
sur., 2012). TRAMP4 prvenstveno sadrzi modul Trf4—Air2, a TRAMPS sadrzi isklju¢ivo modul
Trf5-Airl (slika 7B).

A \ B

tRNA Met
&

TRAMP
kompleksi

RNA egzosom

Tri4

Slika 6. Model mehanizama djelovanja TRAMP kompleksa i interakcija komponenti TRAMP
kompleksa koje formiraju specifi¢ne izoforme kompleksa. Shematski prikaz TRAMP kompleksa
na kojem je DExH helikazna jezgra Mtr4 prikazana zutom, a domena luka zelenom bojom. Trf4
prikazan je ruzic¢astom bojom s oznac¢enim aktivnim poliadenilacijskim mjestom. Air2 je u plavoj
boji. N-terminalne domene Trf4 i Air2 u interakciji su s DExH jezgrom. 3' kraj tRNA (crna boja)
prolazi kroz kanal helikaze i doseze poliadenilacijsko mjesto Trf4 (A). Proteini TRAMP
kompleksa koji medusobnim interakcijama formiraju specificne izoforme istaknuti su bojama:
Mtr4 helikaza plavom, Mtr4 mutant bez domene luka ljubi¢astom, Airl i Air2 proteini cinkovog
prsta zelene i narancaste boje, a Trf4 i Trf5 poli(A) polimeraze u crvenoj i Zutoj boji (B). Slike su

prilagodene prema Falk i sur., 2014 i Delan-Forino i sur., 2020.
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Parovi proteina Airl/2 i Trf4/5 pokazuju odredenu funkcionalnu redundantnost. Trf4 i Trf5
dijele 67 % sli¢nosti aminokiselinskih sekvenci u svojim sredi$njim regijama, ali se razlikuju u i
N- i C-terminalnim regijama. Gubitak obje poli(A) polimeraze je letalan (Castafio i sur., 1996).
Smanjena razina Trf5 u deletantu trf4 povecava razine specifiénih RNA, kao $to su U14 snoRNA,
23S pre-rRNA i neke vrste CUT transkripata, sto ukazuje da Trf4 i Trf5 pokazuju djelomic¢no
preklapajuce specifi¢nosti prema supstratima in vivo (Egecioglu i sur., 2006; Houseley i Tollervey,
2006). Sli¢no, proteini Airl i Air2 dijele 45 % identiteta aminokiselinske sekvence. N-terminalne
regije samo su im ~44 % identi¢ne, dok su C-krajevi znatno razli¢iti (Schmidt i Butler, 2013). To
korelira s prethodnim eksperimentima, koji su pokazali da se neke razli¢ite vrste nekodirajucih
RNA nakupljaju u sojevima kojima nedostaje bilo koji od Air proteina (Vanacova i sur., 2005;
LaCava i sur., 2005). Homolozi Trf4 i Trf5 zastupljeni su u brojnim eukariotima, iako se pokazalo
da je samo Cid14 iz Schizosaccharomyces pombe funkcionalno homologan s Trf proteinima iz S.
cerevisiae (Buhler i sur., 2007; Win i sur., 2006; Aravind i Koonin, 1999).

2.3. 5-FLUOROURACIL

5-fluorouracil (5-FU) kemijski je spoj, nukleozidni analog pirimidina koji pripada skupini
antimetabolita (slika 8A). 5-FU je sintetizirao Charles Heidelberger 1957. g. Nukleozidni analozi
nastaju modifikacijom duSi¢ne baze ili Se¢erne skupine prirodnog nukleozida. Nukleozidni analozi
pokazuju razna bioloska djelovanja u lije¢enju virusnih bolesti 1 tumora, obzirom da dijele veliku
strukturnu sli¢nost s nukleozidima (Jordheim i sur., 2013). Antimetaboliti oponasaju fizioloske
uloge nukleozida u staniécnom metabolizmu, ¢ime inhibiraju bitne biosintetske procese ili se
ugraduju u makromolekule, kao §to su DNA i RNA (Longley i sur., 2003).

In vivo mehanizam citotoksi¢nosti 5-FU pripisuje se pogre$noj inkorporaciji
fluoronukleotida u RNA i DNA i inhibiciji enzima timidilat sintaze (TS). Stanice koje se brzo
dijele (poput tumorskih stanica) ovisne su o povecanoj opskrbi timidilatom za sintezu DNA. Stoga
se inhibicijom timidilat sintaze, jedne od najcescih meta u kemoterapiji (Rose i sur., 2002), zapravo
posredno inhibira replikacija DNA. Inhibicijom replikacije dolazi do smrti stanice zbog nedostatka
timina, takozvane ,,tymineless death* (Ladner, 2001). Osim toga, 5-FU ugraduje se u RNA umjesto
uracila te na taj na¢in ometa transkripciju i posttranskripcijsko procesiranje RNA (Hoskins i Scott
Butler, 2008). Stani¢nim anabolizmom 5-FU se prevodi u niz aktivnih metabolita (slika 8B): (1)
fluorouridin trifosfat (FUTP) koji utjeCe na sintezu RNA ugradnjom umjesto uridin trifosfata
(UTP); (2) fluorodeoksiuridin trifosfat (FAUTP) koji utjece na sintezu DNA inkorporiranjem u
novonastali lanac umjesto deoksitimidin trifosfata (dTTP); (3) fluorodeoksiuridin monofosfat

(FAUMP) koji utjece na aktivnost timidilat sintaze, ¢ime posljedi¢no utjece na sintezu DNA (Miura
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i sur., 2010). Smanjenje razine dTMP rezultira naknadnim smanjenjem deoksitimidin trifosfata
(dTTP) (slika 8B), sto mehanizmima povratne sprege inducira stetne promjene U razinama drugih
deoksinukleotida (dATP, dGTP i dCTP) (Longley i sur., 2003).
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Slika 8. Struktura i metabolizam 5-FU. 5-FU s oznacenim brojevima atoma unutar prstena (A).
Shematski prikaz stani¢nog metabolizma 5-FU i nazivi aktivnih metabolita: fluorouridin (FUR),
fluorouridin monofosfat (FUMP), fluorouridin difosfat (FUDP), fluorouridin trifosfat (FUTP),
fluorodeoksiuridin (FUDR), fluorodeoksiuridin monofosfat (FdAUMP), fluorodeoksiuridin difosfat
(FdUDP), fluorodeoksiuridin trifosfat (FAUTP), deoksitimidin trifosfat (dTTP), prema

https://www.invivogen.com/5-fluorouracil Pristupljeno: 17.6.2022. (B).

FUTP, 5-FU metabolit, u velikoj se mjeri ugraduje u RNA, ¢ime ometa normalno
procesiranje i funkciju RNA. Pogre$na inkorporacija 5-FU moze negativho djelovati na
metabolizam RNA na nekoliko razina. Ne samo da inhibira procesiranje pre-rRNA u zrelu rRNA
(Ghoshal i Jacob, 1997; Kanamaru i sur., 1986), ve¢ ometa i posttranskripcijsku modifikaciju
tRNA (Santi i Hardy, 1987) te nastajanje i aktivnost ShnRNA/proteinskih kompleksa, ¢ime izravno
utjece na splicing pre-mRNA (Patton, 1993). Takoder, rRNA, tRNA i snRNA sadrze modificiranu
bazu pseudouridin, koja je bitna za njihove funkcije, a pokazalo se da 5-FU inhibira
posttranskripcijsku konverziju uridina u pseudouridin u ovim vrstama RNA (Samuelsson, 1991).
Takoder, poznato je da je poliadenilacija mRNA inhibirana pri relativno niskim koncentracijama
5-FU (Balatsos i sur., 2000).

Obzirom da je metabolizam uracila potencijalna meta za antimetabolitsku kemoterapiju, 5-
FU jedan je od najéesc¢e koristenih onkoloskih lijekova. Kao monoterapija ili u kombinaciji sa
drugim citostaticima, indiciran je za lijeCenje karcinoma dojke, debelog crijeva i rektuma. Tijekom
posljednjih 50 godina, unato¢ brojnim prednostima, klini¢ke primjene bile su uvelike ogranicene

zbog razvijanja otpornosti stanica tumora na djelovanje 5-FU.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije i enzimi

Kemikalije i enzimi kori$teni u ovom radu nabavljeni su od slijedecih proizvodaca:

Phloxine B, 5-fluorouracil, aktinomicin D, SDS, agaroza, akrilamid, adenin, amonijev
persulfat, R-merkaptoetanol: Sigma Aldrich, Merck (Darmstadt, Njemacka)

Agar, kvaséev ekstrakt, Ponceau S: Biolife Italiana (Milano, Italija)

Aminokiseline (histidin, leucin, triptofan, lizin), dusi¢na baza (uracil): Acros Organics
(Geel, Belgija)

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

Kvasceva dus$i¢na baza bez aminokiselina (YNB), pepton: Difco (SAD)

Clarity Western ECL Substrate - otopine za razvijanje imunoblota: Bio-Rad Laboratories
(Hercules, SAD)

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

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

DNaza | bez RNaza, migracijsko bojilo za nukleinske kiseline: New England Biolabs
(Ipswich, SAD)

StainIN Red — boja za nukleinske kiseline: highQu (Kraichtal, Njemacka)

Pierce™ 660nm Protein Assay Kit, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
standardi za proteinsku elektroforezu, fenol/kloroform, EDTA, Natrij acetat: Thermo
Fisher Scientific (Waltham, SAD)

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

3.1.2. Otopine i puferi

3.1.2.1. Otopine za izolaciju i procis¢avanje RNA

AE pufer: 50 mM Natrijev acetat pH 5,3, 10 mM EDTA pH 8, deionizirana voda tretirana
dietilpirokarbonatom (DEPC)

10 % SDS: 10 g/mL SDS

Otopina fenola / kloroforma (5:1) pH 4,5

Otopina fenola / kloroforma / izoamilnog-alkohola (25:24:1) pH 6,7
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= 10x pufer za DNazu (pH 7,6): 100 mM Tris-HCI, 25 mM MgClz, 5 mM CaCl;
= 1 %-tni agarozni gel za elektroforezu: priprema se zagrijavanjem agaroze u TAE puferu
= 50x TAE pufer (pH =8,5): 2 M Tris; 1 M ledena octena kiselina; 50 mM EDTA, koristi se

1x koncentrirani

3.1.2.2. Otopine i puferi za rad s proteinima

= NaOHO0,2Mi0,6 M

= Laemmli pufer (0,06 M Tris-HCI pH 6,8; 5 % glicerol, 2 % SDS, 2 % B-merkaptoetanol,
0,0025 % bromfenolplavo (nesterilno)) — na magnetnoj mjesalici, 1 g SDS otopi se u 3
mL 1 M Tris-HCI te se doda 2,5 mL glicerola, 1 mL B-merkaptoetanola i 1,25 mg
bromfenol plavo. Volumen otopine potom se namjesti na 50 mL dodatkom deionizirane
vode. Isti volumen modificiranog Laemmli pufera sadrzi: 3 mL 1 M Tris-HCI, 2,5 mL
glicerola, 2 mL B-merkaptoetanola, 2 g SDS te 5 mg boje bromfenolplavo

= 50 % PEG —4000: 0,5 g/mL

= 10x koncentrirani pufer za elektroforetsko razdvajanje proteina (pH 8,3): 25 mM Tris, 192
mM glicin i 0,1 % SDS

= Pufer za donji gel/gel za razdvajanje (pH = 8,8): 1,5 M Tris-HCI pufer

= Pufer za gornji gel poliakrilamida/gel za sabijanje (pH = 6,8): 1 M Tris-HCI pufer

= Mati¢na otopina akrilamida/bisakrilamida: 30 % akrilamid, 8 % bisakrilamid

= 10 % APS: 10 g/mL

= Gel za proteinsku elektroforezu: 10 % donji gel (1,25 mL pufera za donji gel (pH 8,8), 1,25
mL akrilamid, 1,25 mL deH20, 2,5 uL TEMED, 19 puL amonij-persulfat (APS)), 4,5 %
gornji gel: (1,065 mL pufera za donji gel (pH 6,8), 0,15 mL akrilamid, 1,25 yL TEMED,
11,25 pL amonij-persulfat (APS))

= 10x koncentrirani pufer za SDS elektroforezu: 0,025 M Tris-baza, 0,192 M glicin, 0,1 %
SDS, deH.0

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

= Otopina za blokiranje membrane: 5 % obrano mlijeko u prahu u TBST puferu

= 1x TBST pufer (engl. Tris buffer saline Tween): 150 mM NaCl, 20 mM Tris, 0,1 % Tween-
20, deH20

= Ponceau S boja (0,1 % Ponceau S u 5 %-tnoj ocetnoj kiselini)
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3.1.3. Hranjive podloge

3.1.3.1. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae

Za uzgoj sojeva kvasca S. cerevisiae koristene su YPD i YNB hranjive podloge. U krute
hranjive podloge, prije sterilizacije, uz otopinu glukoze dodaje se i agar, koncentracije 16 g/L. U
tekuc¢e hranjive podloge, nakon sterilizacije autoklaviranjem, dodaje se sterilizirana otopina
glukoze do finalne koncentracije 20 g/L kao i 5-fluorouracil (40 mg/mL) sterilno do finalne
koncentracije ovisno o eksperimentu.

= YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) hranjiva podloga
Tekuce YPD podloge koristene su za mjerenje rasta stanica kvasca. Sastav im je: pepton
20 g/L, kvascev ekstrakt 10 g/L i adenin 0,1 g/L

= YNB (Yeast Nitrogen Base) hranjiva podloga

Krute YNB podloge koristene su za test rasta (engl. ,,plate assay*) sastava: YNB 6,7 g/L,

smjesa aminokiselina i dusi¢nih baza drop out 2 g/L, triptofan, uracil i histidin svaki po 0,8

g/L, leucin 0,16 g/L

Tablica 1. Smjesa aminokiselina i drugih tvari rasta (,,drop-out*).

adenin 3g L-izoleucin 2g
L-alanin 2g L-lizin 4g
L-arginin 2¢g L-metionin 2g
-asparagin 2g p-aminobenzojeva kiselina 02¢
L-asparaginska . . 5
Kiseling 2¢g L-fenilalanin 2g
L-cistein 2g L-prolin 2g
L-glutamin 2g L-sgerin 2g
L-glutaminska : -
kiselina 2g L-treonin 2g
L-glicin 2g L-tirozin 2g
mnozitol 2g L-valin 2g

3.1.3.2. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Schizosaccharomyces pombe

Za uzgoj sojeva kvasca S. pombe koristene su YPD i YES hranjive podloge. U krute
hranjive podloge, prije sterilizacije, dodaje se i agar, koncentracije 16 g/L kao i 5-fluorouracil (40
mg/mL) sterilno do finalne koncentracije ovisno o eksperimentu. U tekuée hranjive podloge,

nakon sterilizacije autoklaviranjem, dodaje se sterilizirana otopina glukoze do finalne
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koncentracije 30 g/L kao i Phloxine B do finalne koncentracije 5 mg/L.

= YES (Yeast Extract with Supplements) hranjiva podloga

Tekuce i krute hranjive podloge su koristene za test rasta i uzgoj stanica kvasca S. pombe,

a sastava su: kvascev ekstrakt 5 g/L, aminokiseline - adenin, histidin, uracil, leucin, lizin

dodaju se svaka po 0,24 g/L

= YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) hranjiva podloga

Krute YPD podloge koriStene su za test rasta: Sastav im je: pepton 20 g/L, kvascev ekstrakt
10 g/L i adenin 0,1 g/L.

3.1.4. Sojevi kvasca

Tablica 2. Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae koristeni u ovom radu.

SOJ

wt (divlji tip)

rpé

rrp47

rp6-Y361A4

trf4

BMA41

trfs

mpp6

airl

air?

airl air2

DLY1354 = DIS3

DLY1350 = dis3-DI171N (dis3
endo”)

DLY1358 = dis3-D551N (dis3
exo’)

GENOTIP

MATa ade2-1 ura3-1leu2-3,112 his3-
11,15 trplA canl-100

MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-
11,15 trplA canl-100rrp6.: KanMX4

MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-
11,15 trplAd canl-100vrp47.::KanMX4

MATa ade2-1 ura3-1leu2-3,112 his3-
11,15 trplA canl-1001p6Y3614

MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-
11,15 trpiA cani-100 trf4::KanMX4

MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-
11,15 trpl4 canl-100 trf5::KanMX4

MATa ade?-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-
11,15 trplA canl-100mpp6::KanMX4

MATa ade2-1 ura3-1leu2-3,112 his3-
11,15 trplA canl-100 airl::KanMX4

MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-
11,15 trplAd canl-100 air2::KanMX4

MATa ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-
11,15 trpIA canl-100airl::HIS3
air2:: KanMX4
MATo ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-
11,15 trpl-1 canl-100dis3.::KanMX4
[pBS3269-DIS3, LEU2]

MATo ade2-1 ura3-1leu2-3,112 his3-
11,15 trpl-1 canl-100dis3.::KanMX4
[pBS3278-dis3D17IN, LEU2]

MATo ade2-1 ura3-1 leu2-3,112 his3-
11,15 trpl-1 canl-100dis3.::KanMX4
[pBS3270-dis3D551N, LEU2]
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Stuparevi¢ 1 sur., 2013

Stuparevic 1 sur, 2013

Stuparevi¢ i sur., 2013

Stuparevi¢ 1 sur., 2013

Stuparevic 1 sur, 2013

Stuparevi¢ 1 sur., 2013

Stuparevi¢ 1 sur., 2013

Mosrin-Huaman 1 sur., 2009

Stuparevi¢ 1 sur., 2013

Stuparevi¢ 1 sur., 2013

Stuparevi¢ 1 sur., 2013
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Tablica 2. Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae koristeni u ovom radu — nastavak.

SOJ

wt (divlji tip)

SK1

TEF-RRP6

wt (divlji tip)

rpé

BY4741

airl

air?2

wt (divlji tip)

JHY222

1Tp6/rrp6

GENOTIP

MATa/MATa ho::LYS2/ho: . LYS?2

ura3/ura3 lvs2/lys2

leu2: :hisGfleu?2: hisG arg4-Nsp/arg4-Bgl
his4x::LEU2-URA3/his4B.:LEU2

MATa/MATo ho::LYS2/ho::LYS2

uras/ura3 lyvs2/lys2

leu2: :hisG/leu2: :hisG arg4-Nsp/arg4-Bel
his4x.:LEU2-URA3/his4B:.LEU2

TEF-RRPG6/TEF-RRP6

MATa his3A1 leu2A0 metl5A0 ura3A0
MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0

rrp6.  KanMX4

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0

airl:: KanMX4

MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0

air2:: KanMX4
MATa/MATo HAPI/HAPI
MKTI(D30G)/MKTI(D30G)

RMEI(INS308A)/RMEI(INS 3084)

TAO3(E14930)/TA03(E14930)
MATa/MATo. HAP1/HAPI

MKTI(D30G)/MKTI1(D30G) RMEI(INS

3084)/RMEI(INS 3084)
TAO3(E14930)/TAO3(E14930)
116 KanMX4/rrp6. : KanMX4

IZVOR

Primig i sur., 2000

Laboratorij M. Primiga,
IRSET Inserm

Brachmann i sur., 1998

Novaci¢ i sur., 2021

EUROSCARF

EUROSCARF

Lardenois 1 sur., 2011

Lardenois 1 sur., 2011

Tablica 3. Sojevi kvasca Schizosaccharomyces pombe koristeni u ovom radu.

50J

AT16 wt (divlji tip)

SP599 prpl

SP1024 RRP6-MYC

MY65 wt (divlji tip)

MY 1240 dis3-54 (dis3 exo’)

GENOTIP

h90 ura4-D18 ade6-M210 leuil-32

h00 fenl-32 urad-DI18 ade6-M210
Fro0d: kanr

hO0 lewl-32 urad-D18 ade6-M210 redl-
FLAG: kanr rrp0-myc: :kanr

bt leud urad his2

h+ urad leul his? dis3-54

IZVOR

NBRP Japan
(Shimoda, Chikashi)

NBRP Japan
(Sugiyama, Tomoyasu)

NBRP Japan
(Yanagida, Mitsuhiro)
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3.1.5. Primarna i sekundarna antitijela

Tablica 4. Popis antitijela kori$tenih u radu

Antitijelo Kataloiki broj Izvor Razrjedenje
S Laboratorij M. Primiga. IRSET Inserm 1:3000
poliklonsko iz zeca
A.nu-Pg]-z_l - ab113687 Abcam, UK 1:5000
monoklonsko iz misa
(=]
i M
£ Ante-Mye 9E10 Santa Cruz Biotechnology, SAD 1:1000
=] monoklonsko 1z misa
=] . -
g Anti-Beta aktin | mAbcam 8224 Abcam, UK 1:2500
g monoklonsko iz mifa
iAir?
BT Laboratorij R. Rahmounija, CBM CNRS 1:1000
poliklonsko iz zeca
Anti-Tfs Laboratorij R. Rahmounija, CBM CNRS 1:1000
poliklonsko iz zeca
< Anti-zeéji IgG 1z koze s
é—" vezanom peroksidazom 1z A0543 Sigma-Aldrich, SAD 1:50000
= hrena
o
E Anti-mi&ji [sG iz zeca s
E vezanom peroksidazom 1z A9044 Sigma-Aldrich, SAD 1:50000
& hrena

3.1.6. RT-qPCR pocetnice

Tablica 5. RT-qPCR pocetnice kori$tene u ovome radu

Naziv gena Slijed nukleotida 5'-3' Duljina produkta [pb]

RRPG fwd: CGAGACCAAAGCAGACGGAA 126
rev: TTAGTGACAGGCTTGGCTCG

CPS] fwd: GGGGCGTGGTTCTAACGATT 135
rev: GTGCCGCTTGCTTCTTCATC

ACTI fwd: AGTTGCCCCAGAAGAACACC 139
rev: GGACAAAACGGCTTGGATGG

TAF10 fwd: CACCTTTTCCATCGGTTGCG 110
} rev: CCCATCATCCACTACAGCCTC

SCRI fwd: GGCTGTAATGGCTTTCTGG 123
rev: GTGCGGAATAGAGAACTATCC

3.2. METODE

3.2.1. Test rasta (,,plate assay*)

Test rasta (engl. plate assay) je metoda za ispitivanje vijabilnosti stanica. U ovom radu
koristen je za usporedbu rasta odredenih mutanata u odnosu na stanice divljeg tipa na podlogama

s razli¢itim koncentracijama 5-fluorouracila te pri razli¢itim temperaturama. Stanice kvasca
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uzgojene su u odgovaraju¢oj tekucoj podlozi na 30 ‘C do logaritamske faze rasta, zatim je
spektrofotometrijski odredena gustoca kulture (ODsoo/mL) koja je prilagodena na 1 ODgoo/mL
sterilnom vodom. Slijedila je priprema 4 decimalna razrjedenja ove pocetne suspenzije
sukcesivnim mijeSanjem 100 pL suspenzije stanica s 900 pL sterilne vode. 10 pL svakog
decimalnog razrjedenja nakapano je na dobro osusenu krutu YNB, YPD ili YES podlogu sa ili bez
odgovarajuc¢e koncentracije 5-fluorouracila. Podloge su inkubirane pri 30 °C, 37 °C ili 38 °C

tijekom 3 dana i fotografirane Uvidoc HD6 kamerom.

3.2.2. Mjerenje rasta stanica kvasca

Sojevi kvasca uzgojeni su preko no¢i na rotacijskoj tresilici na 30 °C u teku¢oj YPD
podlozi do logaritamske faze rasta. Prekonoénim kulturama spektrofotometrijski je odredena
gustoca i odgovaraju¢i volumen kulture nacijepljen je po izracunu za logaritamski rast na ciljanu
gusto¢u stanica od 0,1 OD/mL. Inkubaciji kultura na 30 °C ili 37 °C prethodi dodatak
odgovarajuce koncentracije 5-fluorouracila. Pracenje rasta provodi se kontinuiranim mjerenjem

ODsoo U logaritamskoj fazi rasta kultura inkubiranih na rotacijskoj tresilici na 30 °C ili 37 °C.

3.2.3. lzolacija ukupne RNA i sinteza cONA za RT-gPCR

Prije pocetka izolacije RNA sve radne povrSine i pribor tretirani su otopinom RNaza Zap
koja uniStava enzim RNazu. RNaza je enzim koji katalizira reakciju razgradnje RNA. Voda je
tretirana dietilpirokarbonatom (DEPC) te potom autoklavirana kako bi se inaktivirale potencijalno
prisutne RNaze. Talog od 10 OD jedinica stanica kvasca uzgojenih u odgovaraju¢im uvjetima je
resuspendiran u sterilnoj deH2O. Slijedi centrifugiranje (1 min/11000 rpm) nakon kojeg se talog
resuspendira u 1 mL AE pufera. Nakon jo§ jednog koraka centrifugiranja supernatant se ukloni, a
talog stanica je skladiSten na — 80 °C. Ukupna RNA iz smrznutih uzoraka ekstrahirana je metodom
vruceg fenola prema Schmitt i sur., 1990. Talog stanica resuspendira se u 400 uL AE pufera,
prebaci u Eppendorf epruvetu koja sadrzi staklene kuglice za razbijanje stanica te se u suspenziju
doda 10 % SDS. Suspenzija se kratko vorteksira i dodaje se 440 uL otopine fenola i kloroforma
(5:1, pH 4,5) prethodno zagrijane na 65 °C. Fenol solubilizira bioloski materijal i denaturira
proteine. Nakon solubilizacije dodatak kloroforma dovodi do odvajanja faza pri ¢emu se proteini
ekstrahiraju u organsku fazu, DNA se nalazi u medufazi, a RNA ostaje u vodenoj fazi. Suspenzija
se snazno vorteksira u tri ciklusa po 1 minutu uz grijanje na 65 °C u pauzama izmedu vorteksiranja.
Nakon inkubacije na — 80 °C tijekom 20 min, opet su uslijedila tri ciklusa vorteksiranja uz
zagrijavanje. Potom su uzorci centrifugirani u centrifugi s hladenjem (10 min/10000 rpm/4 °C).
Oko 400 pL gornje vodene faze pazljivo je prebaceno je u novu Eppendorf epruvetu. Tome je
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dodan jednak volumen otopine fenol/kloroform/IAA (24:25:1, pH 6,7) i sve je promije$ano
okretanjem Eppendorf epruvete. Nakon centrifugiranja (10 min/10000 rpm/4 °C) vodena faza se
izdvoji u novu Eppendorf epruvetu uz dodatak natrijevog acetata do finalne 0,3 M koncentracije
pa 3 volumena 100 % etanola u svrhu taloZzenja RNA. Uzorci se taloZze na — 80 °C oko 20 minuta.
Suspenzija je centrifugirana (10 min/10000 rpm/4 °C) te je talog RNA ispran s 80 % etanolom u
svrhu ispiranja zaostalih soli. Nakon centrifugiranja (10 min/10000 rpm/4 °C), supernatant je
odliven, a epruveta s talogom je osusena u termobloku na 30 °C, kako bi sav etanol ispario.

Izolirana RNA resuspendira se u 100 pL DEPC vode i uzorci se skladiste na — 80 °C.

3.2.3.1. Tretman RNA DNazom

Na dobivenim uzorcima ukupne RNA proveden je tretman enzimom DNazom kako bi se
uklonila genomska DNA koja se djelomi¢no ekstrahira zajedno s RNA. Za tretman koristen je
enzim RNase-free DNase | (New England Biolabs, SAD). Na temelju masenih koncentracija RNA
odredenih Nanodrop spektrofotometrom nakon izolacije izraunat je potreban volumen za
reakcijsku smjesu tako da u toj smjesi bude oko 10 pg neprociséene RNA. U reakcijsku smjesu se
zatim doda 10 pL pufera za DNazu [ 1 1 pLL DNaze 1. Dodatkom DEPC vode kona¢ni volumen
reakcijske smjese iznosi 100 pL. Reakcijske smjese inkubirane su 10 minuta na 37 °C, zatim je
proveden jo§ jedan korak fenolizacije dodavanjem jednakog volumena otopine
fenol/kloroform/IAA (pH 6,7). U izdvojenu vodenu fazu dodaje se natrijev acetat do finalne 0,3
M koncentracije kao i 3 V 100 % etanola te se uzorci taloze na — 80 °C. Talog RNA centrifugira
se (10 min/10000 rpm/4 °C) i ispire se s 80 % etanolom u svrhu ispiranja zaostalih soli. Nakon
centrifugiranja (10 min/10000 rpm/4 °C), etanol se izdvaja pipetiranjem, a Eppendorf epruveta
ostavlja se otvorena kako bi preostali etanol ispario. 1zolirana RNA resuspendira se u 15 uL DEPC
vode i skladisti na — 80 °C.

3.2.4. Odredivanje koncentracije RNA

Koncentracija i ¢istoca ukupne RNA dobivene izolacijom iz stanica kvasca i procis¢ene
RNA uslijed tretmana DNazom I odredena je pomoc¢u NanoDrop spektrofotometra (Thermo Fisher
Scientific, SAD) prema uputama proizvodaca. Nakon mjerenja svakog uzorka treba provjeriti
sljedece parametre: omjer Azeo/A230 | Aze0/A2g0 za provjeru prisutnosti kontaminacija u obliku

proteina, fenola i soli.
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3.2.5. Agarozna RNA elektroforeza

Provjera integriteta RNA provodila se RNA elektroforezom. Koristen je 1 %-tni agarozni
gel u koji je dodana boja StainIN™ RED Nucleic Acid STAIN. Dodatkom ove boje nakon
elektroforeze nije potrebno inkubirati gel u otopini etidij bromida ¢ime se smanjuje mogucnost
degradacije RNA molekula. Pripremljeni uzorci RNA pipetiraju se u jazice gela uronjenog u TAE
pufer u kadici za elektroforezu te se elektroforeza provodi 1 sat pri naponu od 55 V uz hladenje.

Gel je vizualiziran pod UV svjetlom pomocu uredaja UVIDOC HD6.

3.2.6. Reverse transcription quantitative PCR (RT-qPCR)

U svrhu analize ekspresije gena, proveden je proces reverzne transkripcije u kojem se
sintetizira kodiraju¢a DNA (cDNA), katalizator reakcije je enzim reverzna transkriptaza, a lanac
RNA sluzi kao kalup za sintezu. Ovom metodom izolirana RNA (1 pg) prevedena je u cDNA, a
reakcija se provodi u PCR termobloku. KoriStena je ekvimolarna smjesa specifi¢nih pocetnica, pri
¢emu je finalna koncentracija svake u reakcijskoj smjesi bila 0,1 pM. Za umnazanje mRNA RRP6
koristena je nizvodna (engl. reverse) pocetnica koja umnaza samo sense lanac cDNA, odnosno
izbjegava se eventualno umnazanje antisense RNA transkribirane s tog lokusa, a za umnazanje
housekeeping transkripata koristene su odgovarajuce reverse pocetnice. Aktinomicin D dodaje se
u reakcijsku smjesu kako bi se sprijecilo nespecifiéno umnazanje antisense transkripata, odnosno
sinteza drugog lanca cDNA. Za RT je koristen High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific, SAD). Prema dobivenim masenim koncentracijama RNA nakon
DNaznog tretmana uzeto je 1 pug RNA i stavljeno u mikroepruvetu za PCR, te je prema potrebi
dodana DEPC voda tako da ukupan volumen bude 10 pL. Pripremljena je smjesa za reverznu

transkripciju. Sastav smjese za reverznu transkripciju prikazan je u tablici 6.

Tablica 6. Prikaz sastava smjese za reverznu transkripciju (RT)

Komponenta smjese za RT V [pL]
10x pufer za reverznu transknptazu 2
25x smyesa dNTP-ova (100 mM) 0.8
Ekvimolarna smjesa specifi¢nih pocetnica 1.6
MultiScribe™ reverzna transkriptaza 1
Alktimomicin D (50 pgiml) 2
DEPC voda 2.6
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U smjese za reverznu transkripciju dodano je 10 uL pripremljene otopine RNA razli¢itih uzoraka
te je sve dobro promijesano pipetom. Uzorci su kratko centrifugirani i reakcija se provodi u PCR

termobloku. Program reverzne transkripcije prikazan je u tablici 7.

Tablica 7. Program za reverznu transkripciju

Parametri Korak1 Korak 2 Korak 3 Korak 4
Temperatura ["C] 25 37 85 4
Vrijeme [min] 10 120 5 ol

Nakon zavrSetka reverzne transkripcije uzorci su spremljeni na - 80 °C. Dobivena cDNA i
pocetnice koje su specifi¢ne za RRP6 te pocetnice specifi¢ne za 4 razlicite housekeeping endogene
kontrole (ACT1, CPS1, TAF10, SCR1), analizirani su kvantitativnim PCR-om koriste¢i qPCR set
kemikalija Maxima SYBR Green. Na mikrotitarskoj plocici za qPCR eksperimente pripremljene
su reakcijske smjese s uzorcima cDNA, ukupnog volumena 10 pL s 2 tehnicke paralele za svaki
uzorak. Sastav jedini¢ne reakcije je u tablici 8. Mikrotitarsku plocica kratko se spinna i zatim
stavlja u uredaj za qPCR (Thermo Scientific™ PikoReal™ Real-Time PCR System). Pokrenut je
program za kvantitativni PCR (tablica 9). Nakon pocetnog zagrijavanja na 95 °C tijekom 10
minuta (aktivacija polimeraze), provedeno je 40 ciklusa amplifikacije s denaturacijom na 95 °C
tijekom 15 sekundi te vezanje pocetnica i elongacija na 60 °C tijekom 1 minute. Nakon zavrSetka

programa dobiveni podaci su analizirani u programu Excel metodom AACt.

Tablica 8. Prikaz sastava smjese za kvantitativni PCR (qPCR)

Komponenta V [uL]
Maxima SYBR Green Master Mix 5
Uzvodna (fwd) pocetnica 0.5
Nizvodna (rev) pocetnica 0.5
DEPC voda 3
cDNA 1

Tablica 9. Program za kvantitativni PCR (gPCR)

Parametar Korak 1 Korak 2 Korak 3
Temperatura ["C] 95 95 60
Vrijeme 7’ 15~ 457
40x
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3.2.7. lzolacija ukupnih proteina iz stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae

Izolacija ukupnih proteina iz stanica kvasca provedena je prema Kushnirov, 2000. Izdvojen
je volumen kulture koji je sadrzavao 5 OD jedinica kvasca te je centrifugiran 5 min/3000 rpm.
Talog stanica resuspendiran je u 200 pL deH2O, zatim je dodan isti volumen 0,2 M NaOH za lizu
stanica i sve je preneseno u Eppendorf epruvetu u kojoj je inkubirano 5 min pri sobnoj temperaturi.
Nakon toga, otopina je centrifugirana 5 min/110000 rpm. Supernatant se odbacuje, a talog se
resuspendira u 100 uL Laemmli pufera (0,06 M Tris-HCI pH 6,8, 5 % glicerol, 2 % SDS, 2 % B-
merkaptoetanol, 0,0025 % bromfenolplavo). Uzorci se ponovno inkubiraju u termobloku 3 min pri
100 °C te potom centrifugiraju 1 min/11000 rpm. Proteinski ekstrakt (supernatant) izdvaja se u

novu Eppendorf epruvetu i ¢uva pri — 20 °C do SDS elektroforeze i western blot analize.

3.2.7.1. 1zolacija ukupnih proteina iz stanica kvasca Schizosaccharomyces pombe

Protokol za izolaciju proteina iz stanica kvasca S. pombe prilagoden je protokolu za
izolaciju proteina iz stanica kvasca S. cerevisiae. Nakon izdvajanja 5 OD jedinica kvasca talog
stanica resuspendira se u 300 uL deH20 i dodaje se 0,6 M NaOH, a inkubacija se odvija pri sobnoj
temperaturi tijekom 10 min. Nakon koraka centrifugiranja i izdvajanja supernatanta, talog se
resuspendira u 70 pL modificiranog Laemmli pufera (0,06 M Tris-HCI pH 6,8, 5 % glicerol, 4 %
SDS, 4 % B-merkaptoetanol, 0,01 % bromfenolplavo). Ostali koraci jednaki su protokolu pod
3.2.7.

3.2.8. Kvantifikacija ukupnih proteina

Ukupni proteini stanica kvasca kvantificirani su komercijalnim setom kemikalija za
odredivanje koncentracije proteina ,,Pierce™ 660nm Protein Assay Kit“. Kolorimetrijska metoda
bazira se na vezanju kompleksa boja-metal na protein u kiselim uvjetima S$to uzrokuje pomak
maksimuma apsorpcije boje, koji se mjeri na 660 nm. Kompleks boja-metal crvenkasto-smede je
boje i mijenja se u zelenu nakon vezanja proteina. Promjena boje nastaje deprotonacijom boje pri
niskom pH potpomognutom interakcijama s pozitivno nabijenim skupinama aminokiselina u
proteinima. Zbog toga boja uglavnom stupa u interakciju s baziénim ostacima u proteinima, kao
Sto su histidin, arginin i lizin te u manjoj mjeri s tirozinom, triptofanom i fenilalaninom. U
Eppendorf epruveti pripremi se otopina s 45 uL Laemmli pufera, 5 uL uzorka i 750 pL reagensa
za odredivanje koncentracije proteina. Slijepa proba sadrzavala je iste sastojke izuzev proteinskog
ekstrakta. Otopine se vorteksiraju i premjeste u usku kivetu. Nakon inkubacije od 5 min mjeri se
apsorbancija uzoraka i slijepe probe na 660 nm. Na temelju standardne krivulje, izradene prema
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razrjedenjima poznatih koncentracija albumina iz seruma goveda (engl. Bovine serum albumine,

BSA), izra¢unaju se nepoznate koncentracije proteinskih uzoraka.

3.2.9. SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza

SDS-PAGE (engl, Sodium dodecyl sulphate polyacryl gel electrophoresis) ili SDS
poliakrilamidna gel elektroforeza metoda je kojom se u elektricnom polju razdvajaju proteini na
osnovu razlike u masi. U poliakrilamidni gel dodaje se deterdzent SDS (engl. Sodium dodecyl
sulphate) te se SDS u konstantnom masenom omjeru vezu na proteine, §to maskira naboj proteina
i doprinosi ukupnom negativnom naboju molekule. Na taj nacin, svi proteini u uzorku imaju jednak
omjer mase i naboja. SDS-PAGE najcesce je koriStena elektroforetska tehnika za analizu proteina,
prvenstveno zahvaljuju¢i sposobnosti SDS-a da u prisutnosti reagensa za razaranje disulfidnih
veza, denaturira i disocira vecinu proteina u pojedinacne polipeptidne lance. U ovom radu
koristena je diskontinuirana SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza, za koju su pripremljena dva
gela, gela za sabijanje i gela za razdvajanje. Gornji, 4,5 %-tni gel za sabijanje i donji, 10 %-tni gel
za razdvajanje medusobno se razlikuju u sastavu i pH. Gel za sabijanje je rjedi 1 manjeg pH
(pH=6,8) te sluzi za poravnavanje uzoraka, dok je gel za razdvajanje guséi, veceg pH (pH=8,8) 1
sluzi za razdvajanje proteina na temelju razlika u molekulskim masama. Za izradu oba gela
koriStena su stakla za gel elektroforezu s razmaknicom od 1 mm ili 0,75 mm. Izmedu stakla
umetnuta na nosace prvo se ulije gel za razdvajanje te nakon njegove polimerizacije dodaje se gel
za sabijanje 1 postavlja ¢eslji¢ za 10 jazica. Nakon polimerizacije, ¢eslji¢ se izvadi i nanosi se 10
ug ukupnih stani¢nih proteina skupa s Laemmli puferom u kojem su bili ekstrahirani. Laemmli
pufer sadrzi boju bromfenolplavo koja omogucuje vizualizaciju uzoraka i njihovo pracenje za
vrijeme putovanja kroz gel tijekom elektroforeze. Kadica za SDS-elektroforezu Mini-PROTEAN
(Biorad) napuni se s puferom za elektroforezu. U jaZice je naneSeno 2,5 pL Precision Plus Protein
Standarda te je kadica spojena na uredaj za napajanje. Elektroforeza se odvijala pri naponu od 180

V i jakosti struje 380 mA oko 1 h.

3.2.10. Western blot analiza

Western blot je imunokemijska metoda u kojoj se proteini elektroforetski razdvojeni na
gelu prenose na nitroceluloznu membranu. Membrana se blokira, a potom tretira s primarnim
antitijelom, sekundarnim antitijelom s vezanim enzimom te se dodaje supstrat koji omogucéava
vizualizaciju. Nakon SDS elektroforeze, proteini iz gela preneseni su na nitroceluloznu membranu
te je koriStena tzv. tehnika mokrog prijenosa, pri kojoj proteini iz gela izlaze u pufer za prijenos 1

vezu se na povrSinu membrane, gdje su lako dostupni za interakcije sa specificnim monoklonskim
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ili poliklonskim antitijelima. Prijenos proteina odvijao se u sustavu za transfer (Bio-Rad, SAD)
ispunjenim puferom za transfer (25 mM Tris, 192 mM glicin pH 8,3, 20 % metanol). Sustav za
prijenos proteina spojen je na izvor napajanja pod uvjetima stalne jakosti struje od 90 V tijekom
1,5 h. Nakon prijenosa, membrane odredenih uzoraka inkubirane su u otopini boje Ponceau S (0,1
% Ponceau S u 5 %-tnoj ocetnoj kiselini) za detekciju proteinskih vrpci nakon prijenosa na
membranu, a membrana je potom odbojana deioniziranom vodom. Zatim slijedi inkubacija
membrane 1 h u 10 mL pufera za blokiranje (5 % obrano mlijeko u TBST puferu). Potom se
membrana inkubira preko no¢i u otopini primarnog antitijela i TBST pufera. Primarna i
sekundarna antitijela razrijedena su u 1x TBST puferu na zeljenu koncentraciju te se primarno
antitijelo nanosi na membranu, tako da prekrije povrSinu membrane. Inkubacija se odvija pri
sobnoj temperaturi tijekom 1 h uz protresanje, a zatim pri 4 °C preko noéi bez protresanja.
Membrana se ispire tri puta po 5 min u 1x TBST puferu kako bi se uklonila nevezana primarna
antitijela. Membrane su zatim inkubirane u otopini sa sekundarnim antitijelom s vezanom
peroksidazom iz hrena 1 h pri sobnoj temperaturi uz protresanje. Nakon inkubacije membrana se
ispire tri puta po 5 min TBST puferom i inkubira u otopinama Clarity Western ECL Blotting
Substrate (Biorad). Standardi na membranama oznaceni su WesternSure olovkom. Membrana je
vizualizirana pomoc¢u uredaja C-Digit Blot Scanner (LI - COR), a kvantifikacija proteinskih vrpci

napravljena je programom GelAnalyzer.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Eukariotski RNA egzosom sudjeluje u dinami¢noj posttranskripcijskoj regulaciji klju¢noj
za uspostavljanje i odrzavanje stani¢nog transkriptoma (Fraga De Andrade i sur., 2020). Rrp6
jedna je od dvije kataliticke podjedinice RNA egzosoma koja svojom 3'-5' egzoribonukleaznom
aktivno$c¢u selektivno procesira i razgraduje RNA supstrate, ¢ime izravno utjeCe na razine
razli¢itih klasa RNA u stanici (Sloan i sur., 2012). Sukladno tome, nedostatak proteina Rrp6
uzrokuje defekte u procesiranju RNA. Sli¢no, narusavanje homeostaze metabolizma nukleinskih
kiselina ocituje se uslijed djelovanja antimetabolita 5-fluorouracila. U¢inci 5-FU na stani¢nu DNA
uglavnom su poznati i ve¢ina terapeutika na bazi 5-FU temelji se na inhibiciji biosinteze pirimidina
i enzima timidilat sintaze (Longley i sur., 2003). Medutim, citotoksi¢nosti nukleozidnog analoga
5-FU posreduje i njegovo ugradivanje u staniénu RNA. Osim negativnog u¢inka na sazrijevanje
rRNA, 5-FU inhibira posttranskripcijsku modifikaciju tRNA, snRNA te splicing mRNA (Zhao i
Yu, 2007; Ghoshal i Jacob, 1997; Santi i Hardy, 1987).

DNA microarray analiza transkriptoma kvasca provedena sa stanicama tretiranim 5-FU
otkrila je nakupljanje poliadeniliranih pre-rRNA (Kuai i sur., 2004; Fang i sur., 2004). Ovaj u¢inak
bio je izrazeniji u heterozigotnom soju RRP6+/rrp6—, koji je pokazao najvisi stupanj osjetljivosti
na 5-FU prilikom screeninga provedenog na razini cijelog genoma. Daljnja istrazivanja predlozila
su model djelovanja 5-FU na Rrp6. Ugradnja 5-FU u RNA interferira s posttranskripcijskim
modifikacijama, §to dovodi do stvaranja aberantnih vrsta RNA koje su manje podlozne djelovanju
egzoribonukleazne aktivnosti Rrp6. Takoder, stanice kvasca kojima nedostaje RRP6 pojacano su
osjetljive na 5-FU, a restriktivna temperatura pojacava citotoksi¢ni uc¢inak ovog antimetabolita
(Xie i sur., 2019; Hoskins i Butler, 2007). Ljudski i kvas¢ev egzosom evolucijski su o¢uvani pa
nedostatak EXOSC10 takoder uzrokuje stani¢nu osjetljivost uslijed tretmana 5-FU, ¢ak i u
prisustvu cjelovite jezgre egzosoma i druge kataliticke podjedinice DIS3 (Kammler i sur., 2008).
Kako bi se dodatno istrazilo medudjelovanje ove ribonukleaze i antitumorskog lijeka 5-FU, cilj
ovog rada bio je ispitati povezanost izmedu djelovanja 5-FU i razine ekspresije Rrp6 te ustanoviti
je li opisani efekt djelovanja 5-FU specifican za Rrp6 ili su i druge podjedinice RNA egzosoma te
njegovi kofaktori potrebni za rast i otpornost stanica kvasca u prisutnosti 5-FU. Istrazivanje je
provedeno sa stanicama dva eukariotska jednostani¢na organizma, kvascima Saccharomyces
cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe, koji se standardno koriste kao modelni organizmi za

istrazivanje strukture i funkcije RNA egzosoma.
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4.1. POVEZANOST DJELOVANJA ANTITUMORSKOG LIJEKA 5-FLUOROURACILA
| RAZINE EKSPRESIJE EGZORIBONUKLEAZE Rrp6 U KVASCU Saccharomyces
cerevisiae

4.1.1. Stanice mutanata za kataliticke podjedinice i kofaktore RNA egzosoma pokazuju osjetljivost
na tretman 5-fluorouracilom

Poznato je da delecija gena RRP6 pojacava citotoksi¢ni u¢inak 5-FU u stanicama kvasca
(Hoskins i Butler, 2007). Citotoksi¢ni u¢inak uslijed djelovanja 5-FU izrazeniji je kod mutanata
rrp6 iz razlicitih linija sojeva kvasca prilikom rasta na povisenoj temperaturi (Lum i sur., 2004;
Gustavsson i Ronne, 2008). To sugerira da Rrp6 ima direktnu ulogu u staniénom odgovoru na
djelovanje 5-FU. Medutim, trenutno je slabo istrazeno jesu li i druge podjedinice i kofaktori
egzosoma ukljuceni u otpornost na 5-FU. Razliciti sojevi kvasca S. cerevisiae podvrgnuti su in
vivo fenotipskoj analizi - testu rasta (engl. plate assay). Test rasta semi-kvantitativna je metoda
koja omogucéuje identifikaciju stanica koje se ne mogu dijeliti pri odredenim uvjetima. Metoda se
zasniva na usporedivanju rasta mutanata s kontrolnim stanicama divljeg tipa. Rast stanica kvasca
Saccharomyces cerevisiae divljeg tipa (wild type, wt) iz linije sojeva BMA41 te izogenih mutanata
rrp6, rrpd7 i rrp6-Y361A ispitan je na YNB podlozi sa i bez 15 ili 40 pg/mL 5-FU prilikom uzgoja
na 30 °C i 37 °C tijekom 3 dana (vidi Materijale i metode). U stanicama mutanta rrp6 deletiran je
cijeli gen RRP6, dok je u stanicama mutanta rrp6-Y361A u gen RRP6 uvedena tockasta mutacija
koja dovodi do inaktivacije katalitiCke aktivnosti proteina Rrp6 (Stuparevic i sur., 2013). U
stanicama mutanta rrp47 deletiran je gen RRP47 koji kodira za stabilizacijski kofaktor
egzoribonukleazne podjedinice Rrp6, protein Rrp47. Eksperimenti na slici 9 provedeni su pri dvije
koncentracije 5-FU kako bi se omogucilo detektiranje povecane osjetljivosti na 5-FU na 37 °C, a
koncentracije su odabrane i prilagodene prema radu Gustavsson i Ronne, 2008. Nakon 3 dana nije
vidljiva razlika u rastu izmedu stanica sojeva linije sojeva BMA41 prilikom uzgoja na 30 °C bez
dodatka 5-FU (slika 9A). Medutim, uslijed rasta na podlogama s 15 ili 40 pg/mL 5-FU na 30 °C
moze se uociti defekt u rastu stanica mutanta rrp6 u usporedbi s divljim tipom, $to potvrduje
prethodno opisanu osjetljivost tog mutanta (Hoskins i Butler, 2007). Sli¢an rezultat moze se uociti
u rastu mutanta rrp47, sto je u skladu s ocekivanim obzirom da Rrp47 stabilizira podjedinicu
egzosoma Rrp6 (Garland i sur., 2013; Stuparevic i sur., 2013). U slu¢aju mutanta rrp6-Y361A isto
se moze primijetiti osjetljivost stanica na 5-FU, ¢ime je potvrdeno da je kataliticka aktivnost Rrp6
potrebna za otpornost stanica na 5-FU (Fang i sur., 2004). Nadalje, nakon uzgoja na 37 °C bez
dodatka 5-FU uocljiv je defekt u rastu mutanata rrp6 i rrp47, ¢ime je pokazana prethodno opisana
temperaturna osjetljivost tih mutanata (vidi poglavlje 2.2.1.). Stanice divljeg tipa pri istim uvjetima
pokazuju normalan rast, dok je temperaturno osjetljivi fenotip ocekivano slabo izrazen u slucaju

mutanta rrp6-Y361A. Dodatkom 15 pg/mL 5-FU, nakon trodnevne inkubacije na 37 °C moze se
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uociti da je osjetljivost mutanata rrp6 i rrp47 izrazenija na povisenoj temperaturi u odnosu na
stanice divljeg tipa. Uzgoj u podlogama s viSom koncentracijom 5-FU, 40 pg/mL, pri istoj
temperaturi, u potpunosti je inhibirao rast spomenutih mutanata, no blazi sintetski fenotip pri ovim
uvjetima vidljiv je i u rastu divljeg tipa. Obzirom da mutant rrp6-Y361A pokazuje znatno slabiji
temperaturno-osjetljivi fenotip prilikom rasta na poviSenoj temperaturi, moze se primijetiti da
dodatak 5-FU usporava rast stanica tog mutanta u usporedbi s divljim tipom, ali ne u tolikoj mjeri

kao kod mutanata rrp6 i rrp47 (slika 9A).

A YNB, 3 dana na 30 °C YNB, 3 dana na 37 °C
+15 pg/mL 5-FU + 40 pg/mL 5-FU + 15 pg/mL 5-FU

+ 40 pg/mL 5-FU

BMAd41

YNB -Leu + YNB -Leu +
15 pg/mL 5-FU 40 pg/mL 5-FU

YNB -Leu + YNB -Leu +
15 pg/mL 5-FU 40 pg/mL 5-FU

Slika 9. Osjetljivost stanica kvasca analizirana testom rasta. Stanice divljeg tipa te izogenih
mutanata rrp6 i rrp6-Y361A linije sojeva BMA41 uzgojene su u YNB podlozi do logaritamske
faze rasta na 30 °C te Cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja takve kulture nacijepljena su na krutu
YNB hranjivu podlogu na 30 °C i 37 °C. Pri obje temperature u medij je dodan 5-FU u
koncentracijama od 15 ili 40 pg/mL (A). Vijabilnost sojeva DIS3, dis3 endo", dis3 exo" ispitana je
u YNB —Leu podlozi na isti na¢in kao i kod linije sojeva BMA41 (B). Podloge s kolonijama
fotografirane su nakon 3 dana rasta.

Za razliku od gena RRP6 i RRP47, gen DIS3 koji kodira za drugu kataliticku podjedinicu
RNA egzosoma je esencijalan. Stoga, delecija ovog gena nije moguca, zbog ¢ega je provedeno
istrazivanje s mutantima kod kojih su inaktivirane kataliti¢ke aktivnosti proteina Dis3. U tu svrhu
koristeni su prethodno konstruirani sojevi kojima je u genomu deletiran gen DIS3, a na
centromernom plazmidu prisutna je funkcionalna kopija gena DIS3 (ekvivalentne stanicama
divljeg tipa, DIS3) ili inacica gena DIS3 u koju je uvedena toCkasta mutacija koja inaktivira
endoribonukleaznu (stanice dis3 endo,, odnosno dis3-D171N), odnosno egzoribonukleaznu
(stanice dis3 exo’, dis3-D551N) aktivnost proteina Dis3 (Stuparevic i sur., 2013). Kako bi se
osigurala selekcija stanica s plazmidom, na plazmidu se nalazi marker gen LEUZ2 te su stanice

tijekom svih eksperimenata uzgajane u YNB podlozi koja ne sadrzi aminokiselinu leucin. Rast i
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vijabilnost stanica DIS3 i izogenih katalitickih mutanata dis3 endo™ i dis3 exo ispitan je testom
rasta na isti nacin kao §to je prethodno opisano. Nakon tri dana uzgoja pri 30 °C na kontrolnim
hranjivim podlogama bez dodatka 5-FU nije bilo razlike u fenotipu sojeva. No, rastom na 30 °C
na podlozi s dodatkom 15 pg/mL 5-FU uodljiv je slabiji rast stanica dis3 exo’, a dodatkom 40
pg/mL 5-FU rast je skoro u potpunosti izostao (slika 9B). To potvrduje da je i druga kataliticka
podjedinica RNA egzosoma, odnosno njena egzoribonukleazna aktivnost, potrebna za rast stanica
u prisustvu 5-FU, ¢ime se iskljucuje da je samo Rrp6 ukljucen u otpornost na djelovanje 5-FU. Za
razliku od toga, stanice mutanta dis3 endo™ rastu vrlo slicno kao stanice divljeg tipa pri istim
uvjetima uzgoja, iz ¢ega proizlazi da endonukleazna aktivnost Dis3 nije uklju¢ena u stani¢nu
otpornost na djelovanje 5-FU. Katalitickog mutanta za egzoribonukleaznu aktivnost Dis3
karakterizira temperaturna osjetljivost (Milbury i sur., 2019). Uslijed uzgoja na 37 °C na podlozi
bez dodatka 5-FU uocljiv je slabiji rast stanica dis3 exo’, u odnosu na stanice divljeg tipa i dis3
endo”. Kod uzgoja tijekom 3 dana na 37 °C i ve¢ uz 15 pg/mL 5-FU primijecen je potpuni gubitak
vijabilnosti mutanta dis3 exo™ za razliku od stanica DIS3 i mutanata dis3 endo™. Prilikom uzgoja
stanica u podlogama s viSom koncentracijom (40 pg/mL) 5-FU, defekt u rastu moze se primijetiti
Cak i kod stanica DIS3 i mutanta dis3 endo” sto potvrduje da visoka koncentracija 5-FU i
restriktivna temperatura imaju sinergisticki efekt na rast stanica (slika 9B).

Istrazivanje Fang i sur., 2004 prvi put je pokazalo ulogu RNA egzosoma u otpornosti na 5-
FU. Rezultati ovog rada (slika 9A) u skladu su s navedenim istrazivanjem, buduc¢i da je pokazana
primjetna osjetljivost stanica mutanata rrp6, rrp47 i rrp6-Y361A na djelovanje 5-FU. U tom
istrazivanju je ustanovljena i osjetljivost mutanata za neke od podjedinica jezgre egzosoma na 5-
FU, no ona nije bila toliko izraZena, potencijalno zato §to je eksperimentalna strategija ukljucivala
heterozigotne stanice kvasca s jednom funkcionalnom kopijom gena. Takoder, recentnim
istrazivanjem ispitani su razli¢iti fenotipovi katalitickih mutanata Dis3 te nije ustanovljeno da su
osjetljivi na djelovanje 5-FU (Milbury i sur., 2019). Razlog tome moze biti §to je u spomenutom
istrazivanju koriStena puno slabija koncentracija 5-FU, za razliku od koncentracija ispitanih u
ovom radu kod kojih je uocljiva izrazita osjetljivost mutanta dis3 exo™ (slika 9B). Zaklju¢no, obje
kataliticke podjedinice RNA egzosoma, Rrp6 i Dis3, uklju¢ene su u otpornost stanica kvasca S.
cerevisiae na antitumorski lijek 5-FU te su pri tome klju¢ne njihove egzoribonukleazne aktivnosti.

RNA egzosom za svoju aktivnost zahtjeva kofaktore. TRAMP kompleks i protein Mpp6,
uz Rrp47, kofaktori su nuklearne izoforme egzosoma. TRAMP kompleks je multiproteinski
kompleks uklju¢en u prepoznavanje i procesiranje 3'-kraja razli¢itih RNA supstrata. U S.
cerevisiae, kompleks se sastoji od podjedinica Trf4 ili Trf5, Airl ili Air2, i Mtr4 koje poli(A)
polimeraznom, RNA-vezujuéom i helikaznom aktivno$¢u posreduju u aktivaciji egzosoma

prilikom prepoznavanja supstrata. Protein Mpp6 asocira se s jezgrom egzosoma i time omogucuje
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privlacenje helikaze Mtr4. Testom rasta ispitana je ukljucenost kofaktora nuklearnog egzosoma u
odgovor na djelovanje 5-FU. Eksperimentalna izvedba ista je kao $to je prethodno opisano u
poglavlju 3.2.1. Rezultati su pokazali da prilikom trodnevnog uzgoja na 30 °C bez 5-FU svi sojevi
pokazuju normalan rast (slika 10). Dodatkom 15 pg/mL 5-FU najizrazeniji defekt u rastu bio je
kod mutanata trf4 i airl air2 u odnosu na ostale sojeve koji su normalno rasli pri opisanim uvjetima
uzgoja. Poveéanjem koncentracije 5-FU na 40 pg/mL kod mutanta trf4 defekt u rastu je jos$
izrazeniji, a rast dvostrukog mutanta airl air2 skoro je u potpunosti inhibiran, tj., stanice su
iznimno osjetljive. Povecanje koncentracija 5-FU ne djeluje inhibitorno na ostale ispitane sojeve
pri temperaturi od 30 °C (slika 10). Dobiveni rezultati indiciraju da je prisutnost poli(A)
polimeraze Trf4 nuzna za otpornost stanica na 5-FU, kao i prisutnost barem jednog od Air proteina,
jer izostanak oba rezultira letalnim fenotipom prilikom tretmana 5-FU. Nakon uzgoja sojeva na
povisenoj temperaturi od 37 °C, vidljiv je defekt u rastu dvostrukog mutanta airl air2 koji
pokazuje temperaturno osjetljivi fenotip (Novacic i sur., 2021a). Temperatura od 37 °C i dodatak
15 pg/mL 5-FU inhibitorni su uvjeti za rast mutanata trf4 i airl air2, a kod ostalih sojeva moze se
primijetiti blagi efekt sporijeg rasta u odnosu na rast bez 5-FU pri istoj temperaturi. Tijekom tri
dana inkubacije na 37 °C uz dodatak 40 pg/mL 5-FU moze se uociti znafajna inhibicija rasta
veéine ispitanih sojeva mutanata te stanica divljeg tipa. Zanimljiv rezultat dobiven je u slucaju
mutanta airl. Stanice tog mutanta pokazale su pove¢anu otpornost u odnosu na stanice divljeg tipa
prilikom kori$tenja veée koncentracije 5-FU i tijekom uzgoja na restriktivnoj temperaturi (slika
10).
YNB, 3 dana na 30 °C YNB, 3 dana na 37 °C

I} 1
+ 15 pg/mL 5-FU +40 ng/mL 5-FU

+15 ng/mL 5-FU +40 ng/mL 5-FU

70 © ® 4
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0 ©® @ %0 @ &
o © ® #|0@ © ©
o o0 @ vjo © &

BMA41

airl air2

Slika 10. Osjetljivost stanica kvasca analizirana testom rasta. Stanice divljeg tipa te izogenih
mutanata trf4, trf5, mpp6, airl, air2 te dvostrukog mutanta airl air2 iz linije sojeva BMA41
uzgojene su u YNB podlozi do logaritamske faze rasta na 30 °C te cetiri sukcesivna decimalna
razrjedenja takve kulture nacijepljena su na krutu YNB podlogu na 30 °C i 37 °C. Pri obje
temperature u medij je dodan 5-FU u koncentracijama od 15 ili 40 pg/mL. Podloge s kolonijama

fotografirane su nakon 3 dana rasta.
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4.1.1.2. Tretman 5-fluorouracilom utjece na ekspresiju proteina Air2

Buduci da je rezultat testa rasta (slika 10) pokazao zanimljiv efekt kod mutanta airl, bilo
je potrebno provijeriti je li takav efekt specifican za liniju sojeva BMA4L ili se isti rezultat moze
detektirati i u drugoj liniji sojeva. Proveden je test rasta u liniji sojeva BY4741 prema prethodno
opisanom protokolu u poglavlju 3.2.1. Stanice divljeg tipa, mutanata rrp6, airl i air2 uzgojene su
na YNB podlozi sa i bez 5-FU, na 30 i 38 °C. Osim prethodno ispitanih koncentracija 5-FU (15 i
40 pg/mL), ispitan je rast pri vi§im koncentracije od 60 i 80 pug/mL te rast pri 38 °C jer je poznato
da je linija sojeva BY4741 manje temperaturno osjetljiva od linije sojeva BMA41 (Novaci¢ i sur.,
2021b). Oc¢ekivano, nakon tri dana uzgoja na 30 °C nije vidljiva razlika u rastu izmedu divljeg tipa
I mutanata rrp6, airl i air2 (slika 11). Kao i u liniji sojeva BMAA41, dodatak 5-FU djelovao je
inhibitorno jedino na rast mutanta rrp6 na 30 °C. Ako se usporeduje rast stanica pri 38 °C, jasno
se moze uociti da mutant rrp6 pokazuje temperaturnu osjetljivost, za razliku od ostalih sojeva, ¢ije
stanice rastu pri svim decimalnim razrjedenjima. Pri temperaturi od 38 °C, dodatkom 5-FU moze
se uoditi da su stanice mutanata airl i air2 podjednako ili manje osjetljive od stanica divljeg tipa,
za razliku od drasticne osjetljivosti mutanta rrp6. Najbitnije, rezultati testa rasta pri viSim
koncentracijama 5-FU i poviSenoj temperaturi pokazali su da su stanice mutanata airl otpornije
na 5-FU u odnosu na one divljeg tipa, $to je najprimjetnije pri koncentracijama od 40 i 60 pg/mL
(slika 11). lako je ovaj efekt nesto slabije izrazen u liniji sojeva BY4741 nego u liniji sojeva
BMA41, potvrduje prethodno pokazanu otpornost stanica mutanta airl na 5-FU pri poviSenoj

temperaturi, ¢cime je pokazano da ovaj efekt nije specifican za liniju sojeva.
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YNB, 3 dana na 30 °C

i - ]
-5FU
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YNB, 3 dana na 38 °C
+40 pg/mL 5-FU

BY4741

-5FU +15 pg/mL 5-FU + 60 pg/mL 5-FU + 80 pg/mL 5-FU

Slika 11. Vijabilnost stanica kvasca analizirana testom rasta. Stanice divljeg tipa te izogenih
mutanata rrp6, airl, air2 iz linije sojeva BY4741 uzgojene su u YNB podlozi do logaritamske
faze rasta na 30 °C te Cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja takve kulture nacijepljena su na krute
YNB podloge na 30 °C i 37 °C. Pri obje temperature u medij je dodan 5-FU u koncentracijama od
15, 40, 60 ili 80 pg/mL. Podloge s kolonijama fotografirane su nakon 3 dana rasta.

Testovima rasta utvrdeno je da osim proteina Rrp6, Trf4 i egzoribonukleazne aktivnosti
Dis3, Air proteini sudjeluju u otpornosti stanica na 5-FU. AIR1 i AIR2 paralogni su geni, te njihovi
proteinski produkti imaju redundantne uloge. Generalno, za paralogne gene pokazano je da se u
stanicama deletanta za jedan paralog ¢esto pojacava razina ekspresije drugog paraloga (DeLuna i
sur., 2010; Kafri i sur., 2006). Budu¢i da se otpornost stanica na 5-FU javlja u nedostatku proteina
Airl, a dodatni nedostatak proteina Air2 u stanicama dvostrukog mutanta uzrokuje pojacanu
osjetljivost (slika 10), moguce je da u stanicama mutanta airl dolazi do prekomjerne ekspresije
proteina Air2, na ¢emu bi se mogla temeljiti navedena otpornost. Sukladno tome, sljedec¢i korak
bio je dobiti uvid u razinu ekspresije proteina Air2 u stanicama mutanta airl koje su tretirane 5-
FU. Stanice divljeg tipa i mutanta airl linije sojeva BMA41 uzgojene su u tekucoj podlozi na 30
i 37 °C bez i u prisutnosti 200 uM 5-FU. Uzorci kultura uzorkovani su nakon 5 sati uzgoja i zatim
je provedena izolacija ukupnih stani¢nih proteina prema protokolu Kushnirov, 2000 opisanom u
poglavlju 3.2.7. Proteinski ekstrakti podvrgnuti su imunokemijskoj analizi metodom western blot.
Za semi-kvantitativnu detekciju proteina od interesa Air2 koriSteno je anti-Air2 poliklonsko
antitijelo. Takoder, U svim uzorcima koriSteno je anti-Tfsl antitijelo na osnovi ¢ijeg signala je
normalizirana razina ekspresije proteina Air2. Konstitutivno eksprimirani gen TFS1 kodira

fosfolipid-vezujuci protein koji sudjeluje u regulaciji signalnog puta protein kinaze A (PKA), kao
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i inhibiciji vakuolarne proteaze CPY (karboksipeptidaza Y). Takoder, membrana je nakon
transfera obojana bojom Ponceau S, koja nespecificno veze sve proteine kako bi se dodatno
potvrdilo da je nanesena jednaka kolic¢ina svih ekstrakata, buduci da su rezultati pokazali da pri
povisenoj temperaturi dolazi do nesto vise razine ekspresije kontrolnog proteina Tfs1. Naslici 12A
rezultat western blot analize demonstrira da pri uzgoju stanica na 30 °C tretman s 200 uM 5-FU u
trajanju od 5 sati ne utjeCe na razinu proteina Air2, odnosno da je ona podjednaka u stanicama
divljeg tipa i mutanta airl. S druge strane, u stanicama divljeg tipa pri 37 °C moze se detektirati
znacajan pad razine proteina Air2, koji je nesto slabiji ako se stanice tretiraju s 5-FU pri tim
uvjetima, medutim razina ostaje i dalje znacajno manja nego u stanicama uzgojenim na 30 °C. Pri
uzgoju na 37 °C, razina proteina Air2 neznatno je veca u stanicama mutanta airl u odnosu na
stanice divljeg tipa. Nasuprot tome, u stanicama mutanta airl razina Air2 proteina u uvjetima
uzgoja s dodatkom 5-FU na 37 °C znacajno je visa od one u stanicama divljeg tipa pri istim
uvjetima, StoviSe podjednaka je kao u stanicama divljeg tipa i mutanta airl pri 30 °C. Ovaj rezultat
potvrduje pretpostavku da se paralog Air2 poja¢ano eksprimira u stanicama mutanta airl pri
uvjetima u kojima ove stanice pokazuju otpornost, odnosno uvjetima tretmana s 5-FU pri

povisenoj temperaturi.
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Slika 12. Razina ekspresije proteina Air2 i kvantifikacija dobivenog signala. Semi-kvantitativna
analiza proteina Air2 i Tfs1 metodom western blot. Prikazana je ista membrana vizualizirana
bojanjem s Ponceau S (dolje) i kemiluminiscencijom (gore) (A). Vrijednosti razine proteina Air2
normalizirane su na Tfs1 kvantifikacijom u programu GelAnalyzer i izraZzene u odnosu na razinu

proteina u stanicama divljeg tipa na 30 °C (B).

U radu autora Schmidt i sur., 2012 takoder je ispitano dolazi li u fizioloskim uvjetima od
30 °C do pojacane ekspresije jednog Air proteina uslijed delecije paralognog gena, pri ¢emu, kao

i uovom radu, nije uocena razlika. No, u ovom je radu pokazano da prilikom uzgoja pri povisenoj
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temperaturi i u prisustvu 5-FU dolazi do prekomjerne ekspresije proteina Air2 u stanicama mutanta
airl u odnosu na stanice divljeg tipa (slika 12). Ovaj rezultat moze se objasniti u kontekstu
prethodno ustanovljenog fenomena da se kompenzacijski efekt u ekspresiji jednog paraloga uslijed
delecije drugog moze preferencijalno dogoditi primarno u uvjetima u kojima je njihova funkcija

izrazito potrebna, na primjer u stresnim uvjetima (DeLuna i sur., 2010).

4.1.2. Tretman 5-fluorouracilom utjece na razinu ekspresije proteina Rrp6

Prethodno je pokazano da je Rrp6 potreban za normalan rast u prisutnosti 5-FU (Hoskins i
Butler, 2007). Medutim, nije poznato mijenja li se sama ekspresija, odnosno razina proteina Rrp6
u stanicama kvasca tijekom tretmana s 5-FU. Kako bi se ispitala razina ekspresije proteina Rrp6,
stanice divljeg tipa linije sojeva BMA41 uzgojene su u YPD tekucoj podlozi bez i u prisustvu 20
ili 200 uM 5-FU na 30 ili 37 °C (slika 13A). Uzorci kultura stanica izuzimani su u odredenim
vremenskim tockama uzgoja (1, 3, 51 24 h uzgoja). S uzorcima provedena je izolacija ukupnih
proteina, a proteinski ekstrakti analizirani su metodom western blot. Za detekciju razine ekspresije
proteina Rrp6 koristeno je anti-Rrp6 poliklonsko antitijelo koje prepoznaje C-terminus kvas¢evog
proteina Rrp6. Razina ekspresije Rrp6 pri eksperimentalnim uvjetima normalizirana je na razinu
konstitutivno eksprimiranog proteina Pgkl za ¢iju je detekciju koriSteno monoklonsko antitijelo
anti-Pgkl. Pgkl, odnosno fosfoglicerat kinaza 1 (engl. phosphoglycerate kinase 1, Pgkl), jedan je
od citosolnih enzima uklju¢enih u glikolizu. Rezultati su pokazali da je Rrp6 stabilno eksprimiran
na 30 °C, tijekom eksponencijalne faze (0 - 3 h) uzgoja stanica (slika 13A). U kasnijim fazama
uzgoja (5 h), odnosno ulaskom u stacionarnu fazu (24 h uzgoja), razina proteina Rrp6 drasti¢no se
smanjuje. Puno izraZzeniji efekt pada razine ekspresije Rrp6 moze se uociti tijekom uzgoja na
restriktivnoj temperaturi od 37 °C. Pri toj temperaturi signal proteina Rrp6 ne moze se detektirati
ve¢ nakon treCeg sata uzgoja (Slika 13A). Ovi rezultati sugeriraju da je ekspresija proteina Rrp6
regulirana fazom rasta jer se ulaskom stanica u kasnije faze rasta njegova ekspresija znatno
smanjuje, ali i povisenom temperaturom, koja takoder doprinosi padu razine ekspresije proteina.
Na slici 13A moze se uociti da tijekom rasta stanica na 30 °C ne dolazi do znacajnijeg pada razine
ekspresije proteina Rrp6 uslijed dodatka 20 uM 5-FU te je proteinski signal usporediv sa signalom
detektiranim za stanice uzgojene bez 5-FU. Zanimljiv rezultat dobiven je prilikom uzgoja na 37
°C, pri ¢emu je jasno vidljivo da je prilikom dodatka 20 uM 5-FU moguce detektirati protein Rrp6
do petog sata uzgoja, odnosno razina proteina je veca uz dodatak 5-FU u odnosu na razinu
detektiranu u uvjetima bez dodatka 5-FU. Isti eksperiment proveden je s viSom koncentracijom 5-
FU, dodatkom 200 uM 5-FU, kako bi se provjerilo hoée li se mo¢i uoditi jo§ zna¢ajnija stabilizacija

razine proteina. Na slici 13B moze se vidjeti da uzgojem stanica na 30 °C u prisutnosti 200 uM 5-
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FU razina proteina Rrp6 ostaje uocljiva Cak i tijekom petog sata uzgoja, za razliku od istih stanica
koje nisu bile izlozene 5-FU. Takoder, pri ve¢oj koncentraciji 5-FU na 37 °C, tretman s 5-FU
dovodi do pojacane razine ekspresije Rrp6 u odnosu na uvjete bez 5-FU od prvog do petog sata
uzgoja. Finalno, razina proteina Rrp6 je preniska za detekciju u kasnijim fazama uzgoja (24 h) pri
obje temperature, neovisno o dodatku 5-FU. Sukladno dobivenim rezultatima, tretman 5-FU
izravno utjeCe na razinu ekspresije proteina Rrp6 u stanicama kvasca S. cerevisiae. Specifi¢no,
detektirana je povecana razina ekspresije proteina Rrp6 u logaritamskoj fazi rasta uslijed tretmana
s 5-FU pri temperaturama od 30 °C i 37 °C.
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Slika 13. Razina ekspresije Rrp6 proteina i kvantifikacija dobivenog signala. Semi-kvantitativna
analiza proteina Rrp6 i Pgkl metodom western blot. Shema prikazuje uvjete uzgoja stanica na 30
i 37 °C, na membrani je vidljiva razina proteina Rrp6 i Pgk1 uslijed tretmana 5-FU u koncentraciji
0od 20 uM (A) ili 200 puM (B). Vrijednosti razine proteina Rrp6 normalizirane su na Pgk1 iizrazene
u odnosu na razinu proteina u stanicama divljeg tipa na 30 °C. Membrane su vizualizirane

kemiluminiscencijom.
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Slika 13. Razina ekspresije Rrp6 proteina i kvantifikacija dobivenog signala. Semi-kvantitativna
analiza proteina Rrp6 i Pgkl metodom western blot. Shema prikazuje uvjete uzgoja stanica na 30
i 37 °C, na membrani je vidljiva razina proteina Rrp6 i Pgk1 uslijed tretmana 5-FU u koncentraciji
0d 20 uM (A) ili 200 uM (B). Vrijednosti razine proteina Rrp6 normalizirane su na Pgk1 i izraZene
u odnosu na razinu proteina u stanicama divljeg tipa na 30 °C. Membrane su vizualizirane

kemiluminiscencijom — nastavak.

Obzirom da su prethodni rezultati pokazali efekt povecanja razine Rrp6 na proteinskoj
razini, iduéi korak bio je provjeriti moze li se na razini transkripta RRP6 uociti isti efekt, odnosno
provjeriti na kojoj je razini regulirana njegova ekspresija. U radu Xie i sur., 2019 je provedena
analiza transkriptoma 5-FU tretiranih, naspram netretiranih diploidnih stanica divljeg tipa i stanica
mutanata rrp6 kojima je sinkroniziran mitoticki stani¢ni ciklus. Stani¢ni ciklus zaustavljen je u G1
uzgojem stanica divljeg tipa i mutanta rrp6 u mediju siromasnom nutrijentima, nakon ¢ega su
stanice prebacene u svjezi bogati medij (YPD) u prisutnosti i odsutnosti 20 pg/mL 5-FU. Sojevi
su uzorkovani nakon 40 1 100 minuta, $to su dvije vremenske tocke koje opcéenito odgovaraju G1/S

prijelazu i pocetku G2/M-faza.
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Ekspresijski profil (slika 14) pokazao je da prilikom tretmana stanica divljeg tipa 5-FU
dolazi do pojacane razine ekspresije MRNA RRP6 u odnosu na netretirane stanice i to pri 40 i 100
minuta trajanja tretmana. Ovi rezultati pokazuju da je viSa razina proteina Rrp6 detektirana
prilikom tretmana stanica s 200 pM 5-FU (slika 13B) vjerojatno posljedica povisene razine

transkripcije gena RRP6 pri istim uvjetima.
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Slika 14. Ekspresijski profil lokusa RRP6 na 15. kromosomu kvasca S. cerevisiae pri uvjetima
uzgoja bez i sa tretmanom 5-FU. Poveéana razina ekspresije (na log2 skali) oznacena je
tamnoplavom bojom, a smanjena zuto-zelenom. Brojevi kromosoma i koordinate genoma
prikazani su u sredini. Desno su prikazani uzorci divljeg tipa (WT), tretirani s 5-FU (WT 5-FU) i
mutant rrp6, te vremenske tocke u minutama. Na slici su prikazani samo transkripti s gornjeg (+)
lanca DNA. Prilagodeno prema bazi podataka http://vm-gb.curie.fr/mprimig/5FU/ , Query: RRPG6,
Pristupljeno 1.10.2021.

Budu¢i da je povecanje razine proteina Rrp6 opazeno na 37 °C pri obje ispitane
koncentracije 5-FU, postavlja se pitanje dolazi li povecanja razine transkripta RRP6 i na 37 °C. U
tu svrhu, stanice divljeg tipa uzgojene su u YPD tekucoj hranjivoj podlozi i tretirane s 5-FU. RNA
je izolirana iz stanica uzgojenih od logaritamske faze do stacionarne faze rasta (uzorkovanje
tijekom 0, 1, 311 24 h) metodom vruceg fenola opisanom u poglavlju 3.2.3. 1zolirana RNA tretirana
je DNazom, a efikasnost te reakcije i integritet izolirane RNA provjereni su agaroznom gel
elektroforezom. Elektroforeza ukupne RNA omogucila je razdvajanje razlicitih vrsta RNA te je
integritet RNA potvrden je oStrim vrpcama rRNA velike molekularne tezine (28S i 18S), rRNA
male molekularne tezine (5.8S 1 5S) kao i MRNA bez znakova degradacije (slika 15).
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Slika 15. Reprezentativni primjer provjere integriteta ukupne stanicne RNA. Elektroforetski profil
ukupnog uzorka RNA na 1 % agaroznom gelu ukljucuju¢i genomsku DNA prisutnu u uzorcima
netretiranim DNazom, 28S rRNA, 18S rRNA, mRNA i male RNA, kao §to je 5.8S i 5S RNA.
Redoslijed jazica na slici predstavlja bioloske paralele ishodnih uzoraka stanica uzgojenih na 30
°C te uzoraka nakon 24 h uzgoja.

Nadalje, uslijedila je reverzna transkripcija, a cDNA je kvantificirana metodom sa
specifiénim pocetnicama za RRP6 i housekeeping transkripte. Za pracenje ekspresije RRP6 pri
uvjetima povisene temperature i uz dodatak 5-FU koriStene su pocetnice za umnazanje CPS1. Gen
CPS1 koji kodira za vakuolarnu karboksipeptidazu, odabran je kao housekeeping kontrola zato $to
je u stacionarnoj fazi konstitutivno eksprimiran, $to je u skladu eksperimentalnim uvjetima u ovom
radu (Nevers i sur., 2018). Slika 16A prikazuje rezultate gPCR analize. U slucaju stanica divljeg
tipa uzgojenih bez tretmana 5-FU, razina mRNA RRP6 ostaje podjednaka tijekom uzgoja na 37
°C. Uzevsi u obzir prethodne rezultate koji su pokazali zna¢ajan pad razine proteina pri istim
uvjetima (slika 13), moze se zakljuciti da se regulacija ekspresije Rrp6 uslijed uzgoja na povisenoj
temperaturi odvija na posttranslacijskoj razini. Prijasnji rezultati (slika 13) pokazali su da se razina
proteina Rrp6 stabilizira uslijed tretmana 5-FU pri 37 °C. Sli¢no se moze uociti i kod razine
transkripta RRP6 u stanicama koje su tretirane 5-FU. Naime, tijekom svih sati uzgoja razina RRP6
veca je u odnosu na razinu u stanicama koje nisu podvrgnute djelovanju 5-FU (slika 16A).
Povisena razina mRNA, ali i proteina upucuje da se djelovanje 5-FU na stanice u eksponencijalnoj

fazi rasta manifestira na transkripcijskoj razini regulacije.
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Slika 16. Razina ekspresije transkripta RRP6. Kvantifikacija umnozZenih fragmenata cDNA i
prikaz omjera ekspresije RRP6/CPS1 ovisno o fazi rasta stanica divljeg tipa na 37 °C i dodatku 5-
FU (A). Razina ekspresije RRP6 transkripta normalizirana na Cetiri housekeeping endogene
kontrole: CPS1, ACT1, TAF10 i SCR1 uslijed uzgoja stanica divljeg tipa do stacionarne faze pri
30 °C (B).

Razina proteina Rrp6 stabilna je u ranijim fazama uzgoja, a onda se do stacionarne faze (24 h)
signal viSe ne moze detektirati (slika 13). Za razliku od toga, razina transkripta RRP6 je relativno
stabilna tijekom cijelog perioda uzgoja bez 5-FU na 37 °C (slika 16A). Sukladno tome, regulacija
ekspresije Rrp6 obzirom na fazu rasta vjerojatno se odvija na proteinskoj razini. Kako bi se sa
sigurnos¢u mogao potvrditi rezultat prethodnog eksperimenta na slici 16A, ponovljen je uzgoj
stanica u logaritamskoj i stacionarnoj fazi bez tretmana 5-FU, samo pri 30 °C, te je razina
transkripta RRP6 normalizirana na Ccetiri razliita housekeeping transkripta. U ovom je

eksperimentu pokazano da se razina ekspresije mMRNA RRP6 smanjuje u odnosu na pocetne faze
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uzgoja (slika 16B), medutim ne u jednakoj mjeri kao S$to je detektirano za drasti¢an pad razine
proteina pri istim uvjetima (slika 13). Jedina iznimka je razina ekspresije RRP6 normalizirane na
transkript ACT1 (slika 16B). Ovakvo povecanje razine ekspresije moze se objasniti ekspresijom
gena ACTL1 koji je endogena kontrola za uzgoj i analizu u logaritamskoj fazi rasta, za razliku od
stacionarnih uvjeta rasta u ovom eksperimentu. ACT1 kodira za citoskeletni protein [B-aktin i
validiran je kao prikladan gen za normalizaciju ekspresije gena ukljuéenih u sredi$nji metabolizam
ugljika kao odgovor na kratkoro¢ni puls glukoze (Stahlberg i sur., 2008). S druge strane, upotreba
ACT1 nije prikladna kao interna kontrola za kvantitativnu analizu ekspresije gena u kvascu S.
cerevisiae tijekom dugotrajnog rasta na glukozi (Teste i sur., 2009). U slu¢aju ostalih housekeeping
transkripata (CPS1, TAF10 i SCR1) moze se uoditi da je razina ekspresije RRP6 podjednaka nakon
24 h, ali smanjena u odnosu na pocetak uzgoja (slika 16B). Dakle, u stacionarnim uvjetima uzgoja
ekspresija Rrp6 moze biti djelomic¢no transkripcijski regulirana, ali se vjerojatno odvija i

posttranslacijskim mehanizmom obzirom da je efekt proteinske degradacije znacajniji.

4.1.3. Prekomjerna ekspresija Rrp6 negativno utjeCe na rast stanica prilikom tretmana 5-FU pri
povisenoj temperaturi

Kada se stanice uzgajaju u prisutnosti 5-FU, povecava se razina ekspresije proteina Rrp6,
kao §to je potvrdeno prethodnim eksperimentima (Slika 13). Kako bi se provjerilo hoce li
prekomjerna ekspresija Rrp6 doprinijeti otpornosti stanica na djelovanje 5-FU, ispitan je rast
stanica kvasca s pojacano eksprimiranim Rrp6 u odnosu na odgovarajuce stanice divljeg tipa. U
tu svrhu koriSten je soj TEF1-RRP6 iz linije sojeva SK1 koji je prethodno konstruiran u
laboratoriju M. Primiga (IRSET Inserm, Rennes, Francuska). Ovaj soj umjesto nativnog
promotora gena RRP6 ima jaki konstitutivni promotor TEF1. Kao kontrola za fenotip mutanta
rrp6, koristeni su diploidni sojevi linije sojeva JHY?222 jer je poznato da u liniji sojeva SK1
delecija obje kopije gena RRP6 nije vijabilna (Lardenois i sur., 2011). Stanice linija sojeva SK1 i
JHY222 uzgojene su na YNB podlozi sa i bez 5-FU, na 30 i 37 °C tijekom tri dana. Trodnevna
inkubacija pokazala je da su stanice mutanta rrp6 ocekivano osjetljivije od izogenog divljeg tipa
JHY222 uslijed uzgoja na 30 °C uz tretman 15 pg/mL, a posebice 40 pg/mL 5-FU, te da pokazuju
temperaturno-osjetljivi fenotip na 37 °C (slika 17). S druge strane, rast stanica soja TEF1-RRP6
linije sojeva SK1 usporediv je s rastom stanica divljeg tipa SK1 na 30 °C neovisno o prisutnosti
5-FU. U slucaju stanica linije sojeva SK1 nema razlike u rastu divljeg tipa i soja TEF1-RRP6 pri
uzgoju na 37 °C bez 5-FU. No, prekomjerna ekspresija Rrp6 ne doprinosi otpornosti stanica
prilikom rasta na podlozi s 15 pg/mL 5-FU, ¢ak je uocljiv i slabiji rast mutanta TEF1-RRP6 u
odnosu na stanice divljeg tipa (slika 17). Vidljivo je da 40 pg/mL i 37 °C djeluju gotovo u

potpunosti inhibitorno na rast svih sojeva.
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Slika 17. Osjetljivost stanica kvasca analizirana testom rasta. Stanice divljeg tipa i mutanata rrp6
iz JHY222 (A) te divljeg tipa i mutanta TEF-RRP6 iz (B) linija sojeva SK1 uzgojene su u YNB
podlozi do logaritamske faze rasta na 30 °C te su Cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja takve
kulture nacijepljena na su na krute YNB podloge na 30 °C i 37 °C. Pri obje temperature u medij
je dodan 5-FU u koncentracijama od 15 ili 40 pg/mL. Podloge s kolonijama fotografirane su nakon

3 dana rasta.

Nakon provjere osjetljivosti stanica testom rasta na plo¢ama bilo je potrebno provjeriti rast
istih sojeva i u tekucoj podlozi. Obzirom da metoda testa rasta ne daje uvid u kinetiku rasta stanica,
krivuljom rasta moze se dobiti informacija o brzinama rasta pojedinih sojeva uzgojenih u
odredenim uvjetima. BioloSke paralele kultura divljeg tipa i mutanta TEF1-RRP6 u logaritamskoj
fazi rasta precijepljene su na 0,1 ODsoo/mL te je rast stanica pracen spektrofotometrijski pri
uvjetima uzgoja na 30 i 37 °C bez ili uz tretman 5-FU. Pri 30 °C nije zamijec¢ena razlika u rastu
stanica divljeg tipa i soja s prekomjernom ekspresijom Rrp6 (slika 18A). Tretman s 5-FU na 30
°C usporio je rast oba soja linije sojeva SK1. Medutim, nije bilo razlike u brzini rasta stanica kod
fizioloske ili prekomjerne ekspresije Rrp6. Dakle, divlji tip i soj s prekomjernom ekspresijom Rrp6
podjednako rastu u uvjetima bez i s 5-FU. Za razliku od toga, prilikom uzgoja na restriktivnoj
temperaturi evidentno je da stanice soja TEF1-RRP6 sporije rastu od stanica divljeg tipa, a
dodatkom 5-FU takav efekt je jo$ izrazeniji (Slika 18B). Ovim je eksperimentima pokazano da
prekomjerna ekspresija Rrp6 uzrokuje smanjenje brzine rasta stanica kvasca u odnosu na stanice

s endogenom ekspresijom Rrp6 pri uvjetima poviSene temperature, sa ili bez prisutnosti 5-FU.
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Slika 18. Kinetika rasta sojeva kvasca te pripadajuca generacijska vremena. Stanice divljeg tipa
SK1 i mutanta TEF1-RRP6 uzgajane su pri 30 °C i 37 °C na rotacijskoj tresilici u uvjetima bez i
sa tretmanom 5-FU. Apsorbancija je mjerena je pomocéu spektrofotometra tijekom uzgoja. Iz
dobivenih ODsoo vrijednosti konstruirane su krivulje rasta pri 30 °C (A) i 37 °C (B) te su izracunata
generacijska vremena. Prikazana odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu

devijaciju rezultata barem tri neovisno ponovljena eksperimenta.

Ovi rezultati pokazuju da pojacana razina ekspresije proteina Rrp6, inace potrebnog za rezistenciju

stanica na 5-FU, nema pozitivan, ve¢ dapace, ima negativan ucinak na rast stanica u prisutnosti 5-
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FU. Buduc¢i da je Rrp6 dio kompleksa egzosoma, moguce je da njegova pojedina¢na prekomjerna
ekspresija nije dovoljna kako bi se ostvarila njegova potpuna funkcija. Moguce je da se
prekomjernom ekspresijom Rrp6 stvaraju uvjeti u kojima je prisutna razina jezgre egzosoma
zasi¢ena s Rrp6. Ostatak prekomjerno eksprimiranog Rrp6 onda ne bi mogao sudjelovati u
stani¢énom odgovoru na 5-FU, odnosno djelovati na 5-FU modificirane transkripte. Uvidom u bazu
podataka s informacijama o ekspresiji mMRNA za podjedinice egzosoma ovisno o tretmanu 5-FU

(http://vm-gb.curie.fr/mprimig/5FU/), moze se primijetiti da je kod nekih podjedinica jezgre

egzosoma i kataliticke podjedinice Dis3 ekspresija pojacana. Stoga, moguce je da samo
prekomjerna ekspresija Rrp6 nece imati zeljeni ucinak, odnosno bez prekomjerne ekspresije

ostalih podjedinica egzosoma nije dovoljna za omoguéavanje otpornosti na 5-FU.

4.2. POVEZANOST DJELOVANJA ANTITUMORSKOG LIJEKA 5-FLUOROURACILA
| RAZINE EKSPRESIJE EGZORIBONUKLEAZE Rrp6 U KVASCU Schizosaccharomyces
pombe

4.2.1. Stanice mutanata katalitickih podjedinica RNA egzosoma pokazuju osjetljivost na tretman
5-fluorouracilom

Iako ih karakteriziraju brojne sli¢nosti, vrste S. pombe i S. cerevisiae evolucijski su se
odvojile prije otprilike 400 milijuna godina (Wood i sur., 2002; Sipiczki, 2000). RNA egzosom
istrazen je u brojnim organizama, a najopseznije proucavan je u modelnom kvascu S.cerevisiae.
Medutim, postoje znacajke egzosoma koje su jedinstvene za S. pombe. Na primjer, pokazano je da
RNA egzosom pridonosi pravovremenoj mejoti¢koj diferencijaciji ciljanjem transkripata
specifi¢nih za mejozu koji trebaju biti razgradeni tijekom mitotickog stani¢nog ciklusa. S. pombe
eksprimira dva ortologna proteina Mtr4, Mtr4 i Mtl1, pri ¢emu je protein Mtl1 ukljucen u ciljanje
i degradaciju mejotickih RNA (Egan i sur., 2014). Fisijski kvasac prethodno je koristen kao
modelni organizam kako bi se dobio uvid u in vivo mehanizam djelovanja kojim 5-FU uzrokuje
toksi¢nost temeljenu na RNA u eukariotskim stanicama. Cjelogenomske studije sa S. pombe
identificirale su gene ¢ija disrupcija rezultira osjetljivos¢u na 5-FU (Mojardin i sur., 2015;
Mojardin i sur., 2013; Gustavsson i Ronne, 2008). Pokazano je da su glavne mete djelovanja 5-
FU metabolizam RNA te segregacija i organizacija kromosoma (Mojardin i sur., 2013).
Specifi¢no, u radu Mojardin i sur., 2013 DNA microarray tehnologijom dobiven je uvid u
transkripcijski profil stanica tretiranin 5-FU. Pokazano je da, osim s§to 5-FU uzrokuje
citotoksi¢nost u stanicama S. pombe, pri tretmanu 5-FU dolazi do defekata u procesiranju pre-
rRNA te nakupljanja istih. Tretman 5-FU doveo je do indukcije razli¢itih gena c¢ija je funkcija

povezana uz metabolizam rRNA, pri ¢emu je detektirana i poviSena razina podjedinice jezgre
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egzosoma Rrp45.

Spomenute indikacije o djelovanju 5-FU na komponente RNA egzosoma otvorile su
pitanje je li stani¢ni odgovor na djelovanje 5-FU evolucijski o¢uvan i u kvascu S. pombe, odnosno
jesu li kataliti¢ke podjedinice RNA egzosoma kvasca S. pombe uklju¢ene u otpornost na djelovanje
5-FU. Kako bi se to ispitalo proveden je test rasta. Za test rasta koriStene su stanice mutanta rrp6
I mutanta za egzoribonukleaznu katalitiCku podjedinicu Dis3 te njihovi izogeni divlji tipovi.
Mutant dis3-54 sadrzi tockastu mutaciju u egzoribonukleaznoj RNB domeni Dis3 koja rezultira
supstitucijom aminokiseline Pro509 s Leu509 (Mukarami i sur., 2007). Rast stanica kvasca S.
pombe ispitan je na YES i YPDa podlogama, prema protokolu opisanom u poglavlju 3.2.1. lako
se YPD podloga koristi u istrazivanjima sa stanicama S. pombe, pepton u YPD inducira lizu
mutanata ura4~ (Matsuo i sur., 2013), koji su koristeni u ovom radu. Stoga, osim YPDa podloge,
za test rasta koriSten je i YES bogati medij za uzgoj S. pombe koji sadrzi samo ekstrakt kvasca,
glukozu i aminokiseline histidin, adenin, uracil, lizin i leucin (Gutz i Schmidt, 1985). U obje vrste
podloge dodana je boja Phloxine B koja se koristi za detekciju ploiditeta i vijabilnosti stanica.
Intenzitet ruzicastog obojenja kolonija uslijed rasta na podlogama s Phloxinom B moze
identificirati umiruce stanice. Pri uzgoju na toj podlozi, haploidni divlji tip formira svjetlo ruziaste
kolonije, diploidne kolonije su tamnije ruzicaste boje, dok su umiruce stanice tamno crvene boje.
Sojevi kvasca S. pombe uzgojeni su na YES ili YPDa podlogama bez ili u prisutnosti 15 ili 40
Hg/mL 5-FU, tijekom tri dana pri 30 ili 37 °C. Vidljivo je da ve¢ prilikom rasta stanica na YES
podlogama pri 30 °C dolazi do defekta u rastu mutanata rrp6 i dis3-54 u odnosu na izogene divlje
tipove (slika 19A). Uzgojem pri permisivnoj temperaturi na podlogama s 15 pg/mL 5-FU uocljiva
je osjetljivost mutanta rrp6, koja je jo§ izraZenija pri viSoj koncentraciji 5-FU u odnosu na stanice
divljeg tipa. S druge strane, osjetljivost mutanta dis3-54 pri 30 °C u YES podlogama s 15 ili 40
pg/mL nije uocljiva te je njegov rast podjednak kao u podlogama bez 5-FU. U sluc¢aju YPD
podloga, moze se uociti da je intenzitet ruzi¢astog obojenja ve¢i kod mutanta rrp6 1 izogenog
divljeg tipa pri uzgoju na 30 °C (slika 19B). Takoder, znacajno je veca osjetljivost stanica divljih
tipova prilikom dodatka 5-FU u YPD podloge, a rast stanica mutanata rrp6 i dis3-54 gotovo je
nezamjetan. Na slici 19 jaCe ruzicasto obojenje na YES 1 YPDa podlogama sugerira temperaturnu
osjetljivost stanica mutanta rrp6 1 dis3-54, odnosno smanjenje vijabilnosti uzgojem na restriktivnoj
temperaturi (37 °C). Na YPDa podlogama rast stanica svih sojeva ne moze se detektirati pri 37 °C

uz dodatak 5-FU.
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Slika 19. Osjetljivost stanica kvasca analizirana testom rasta. Stanice divljeg tipa AI16 i mutanata
rrp6 te divljeg tipa MY65 1 izogenog mutanta dis3-54 uzgojene su u YES tekuc¢oj podlozi do
logaritamske faze rasta na 30 °C te su cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja takve kulture
nacijepljena na su na krute YES (A) ili YPDa (B) podloge s dodatkom Phloxina B na 30 °C i 37
°C. Pri obje temperature u medij je dodan 5-FU u koncentracijama od 15 ili 40 pg/mL. Podloge s
kolonijama fotografirane su nakon 3 dana rasta. Prikazane su crno-bijele te fotografije u boji za

iste podloge, kako bi se jasnije uocile razlike u rastu te obojenju bojom Phloxine B.

Rezultati testa rasta pokazuju da kod kvasca S. pombe (slika 19), kao 1 kod kvasca S.
cerevisiae (slika 10), podjedinica Rrp6 sudjeluje u otpornosti na 5-FU, budu¢i da dodatak 5-FU
pri permisivnoj i restriktivnoj temperaturi inhibira rast mutanata rp6 obje vrste kvasca. Takoder,
stanice mutanata r7p6 obje vrste kvasca pokazuju fenotip temperaturne osjetljivosti. S druge
strane, stanice mutanta dis3-54 S. pombe ne pokazuju sli¢an stupanj osjetljivosti na 5-FU kao

stanice mutanta dis3 exo™ S. cerevisiae u odnosu na odgovarajuce stanice divljih tipova. Razlog
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tome moze biti da podjedinica Dis3 u S. pombe nema ulogu u otpornosti na 5-FU ili da slabo
karakterizirana mutacija dis3-54 nije u potpunosti inaktivirala funkciju Dis3 koja moze biti

potrebna za rast na 5-FU.

4.2.2. Tretman 5-fluorouracilom utjece na ekspresiju proteina Rrp6

Budu¢i da je pokazano da tretman stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae 5-FU utjece
na ekspresiju proteina Rrp6, bilo je potrebno istraziti hoce li 5-FU djelovati na razine Rrp6 kvasca
Schizosaccharomyces pombe. Kako bi se provela analiza ekspresije proteina Rrp6 metodom
western blot u stanicama kvasca S. pombe, bilo je potrebno koristiti soj u kojem je protein Rrp6
oznacen Myc oznakom. Obzirom na razlike u sekvencama proteina Rrp6 izmedu dva kvasca, anti-
Rrp6 poliklonsko antitijelo, koje prepoznaje C-terminus Rrp6 u kvascu S. cerevisiae, nije bilo
moguce primijeniti u kvascu S. pombe. U svrhu detekcije Rrp6 u kvascu S. pombe koristeno je
anti-Myc monoklonsko antitijelo. Buduéi da oznac¢avanje proteina moze utjecati na samu funkciju
proteina, prvo je bilo potrebno ispitati narusava li Myc oznaka na C-terminusu stabilnost i funkciju
proteina Rrp6. To je preliminarno provjereno testom rasta za koji su stanice divljeg tipa, mutanata
rrp6 1 RRP6-MYC uzgojene na YES podlogama bez ili u prisutnosti Phloxina B tijekom trodnevne
inkubacije pri 30 ili 37 °C. Stanice soja RRP6-MYC rasle su istovjetno stanicama divljeg tipa pri

svim uvjetima (slika 20A), ¢ime je utvrdeno da Myc oznaka ne naruSava funkciju proteina Rrp6.

A YES, 3 dana na 30 °C YES, 3 danana 37°C

All6

Slika 20. Provjera rasta soja RRP6-MYC 1 razina ekspresije Rrp6 proteina uz kvantifikaciju
dobivenog signala. Stanice divljeg tipa AI16 te mutanata r7p6 1 RRP6-MYC uzgojene su u YES
tekucoj podlozi do logaritamske faze rasta na 30 °C te su Cetiri sukcesivna decimalna razrjedenja
takve kulture nacijepljena na krute YES podloge na 30 °C 1 37 °C. Pri obje temperature u medij je
dodana boja za detekciju vijabilnosti Phloxine B. Podloge s kolonijama fotografirane su nakon 3

dana rasta (A).
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Slika 20. Provjera rasta soja RRP6-MYC 1 razina ekspresije Rrp6 proteina uz kvantifikaciju
dobivenog signala. Semi-kvantitativna analiza proteina Rrp6 1 Actl metodom western blot (B).
Shema prikazuje uvjete uzgoja stanica na 30 i 37 °C, na membrani je vidljiva razina proteina Rrp6
1 Actl uslijed tretmana 5-FU u koncentraciji od 200 pM. Vrijednosti razine proteina Rrp6
normalizirane su prema razini proteina Actl u stanicama divljeg tipa na 30 °C. Membrane su

vizualizirane kemiluminiscencijom - nastavak.

Stanice mutanta RRP6-MYC uzgojene su u tekucoj YES podlozi bez i u prisustvu 200 uM
5-FU na 30 ili 37 °C. Iz kulture kvasca izolirani su ukupni stani¢ni proteini metodom opisanom u
poglavlju 3.2.7.1., tijekom 0, 3, 5 i 24 h. Treba napomenuti da stani¢na stijenka kvasca S. pombe
je rigidnija od stani¢ne stijenke S. cerevisiae (Pérez i Ribas, 2017) 1 stoga se prilikom izolacije
ukupnih proteina koristio modificirani Laemmli pufer. Takoder, prvo uzorkovanje stanica za
izolaciju proteina vrsilo se u 3. satu obzirom da je generacijsko vrijeme S. pombe, 2.5 h. Za
normalizaciju detektiranog signala Rrp6-Myc pri opisanim uvjetima uzgoja koriSteno je antitijelo
anti-Actl. Na slici 20B vidljivo je da je proteina Rrp6 stabilno eksprimiran tijekom 0 — 5 h

eksponencijalne faze uzgoja pri 30 °C. Pri permisivnoj temperaturi, tijekom stacionarne faze (24
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h) razina proteina Rrp6 zamjetno opada. Efekt pada razine proteina Rrp6 ovisno o fazi rasta
izraZeniji je na poviSenoj temperaturi (slika 20B). Kao Sto je vidljivo na slici 20B, ekspresija
proteina Rrp6 u kvascu S. pombe regulirana je fazom rasta jer se uzgojem u kasnoj stacionarnoj
fazi rasta njegova ekspresija smanjuje te poviSena temperatura takoder doprinosi padu razine
ekspresije proteina, kao 1 u slu¢aju Rrp6 kvasca S. cerevisiae (slika 13B). U prisustvu 200 uM 5-
FU pri 30 °C razina proteina Rrp6 usporediva je s onom detektiranom u uvjetima bez 5-FU pri
istoj temperaturi. Medutim, prilikom uzgoja kvasca S. pombe pri restriktivnoj temperaturi, vidljiva
je povecana razina proteina Rrp6 uslijed tretmana 5-FU. Pojacana ekspresija Rrp6 najizrazenija je
tijekom eksponencijalne faze rasta (0 — 5 h) (slika 20B). Slican trend mozZze se primijetiti i u slucaju
razine Rrp6 kvasca S. cerevisiae (slika 13B). Premda evolucijska udaljenost uvjetuje strukturne
razliCitosti Rrp6 izmedu kvasaca S. pombe 1 S. cerevisiae, rezultati western blot analize potvrdili

su da je razina proteina Rrp6 kvasca S. pombe takoder regulirana tretmanom 5-FU.

Kvasci Saccharomyces cerevisiae 1 Schizosaccharomyces pombe Kkoristeni su kako bi se
dobio in vivo uvid u citotoksicno djelovanje analoga nukleozida 5-fluorouracila u eukariotskim
stanicama. Ovim radom pokazano je da 5-FU utjece na razinu ekspresije katalitiCke podjedinice
RNA egzosoma, Rrp6, koja je zasluzna za otpornost evolucijski udaljenih kvasaca S. cerevisiae i
S. pombe na djelovanje 5-FU. Pra¢enjem razine ekspresije Rrp6 na razini mRNA (RT-qPCR) i
proteinskoj razini (western blot), uoceno je da se razina Rrp6 stabilizira pri uvjetima uzgoja na
restriktivnoj temperaturi kao kompenzacijski odgovor na djelovanje 5-FU. S druge strane, ostaje
otvoreno pitanje ima li takvo povecanje razine ekspresije Rrp6 protektivan ucinak, buducéi da je
prethodno uoceno da 5-FU djeluje na aktivnost Rrp6 in vitro te na njegovu integraciju u RNA
egzosom u S2 Drosophila kulturi stanica. RNA-posredovani citotoksi¢ni uc¢inak 5-FU otezava
asocijaciju Rrp6 s ostalim podjedinicama egzosoma, Sto posljedi¢no dovodi do prezasic¢enja
slobodnog Rrp6 (Silverstein 1 sur., 2011). Komponenta jezgre egzosoma hRrp45 (PM/Scl75) kao
i hRrp6 poznati su autoantigeni u sklerodermijskim  bolestima [sindromom
polimiozitisa/skleroderme (PM/Scl)] koje su povezane s pove¢anom incidencijom razvoja tumora
(Hill 1 sur., 2003). Nadalje, nedavno je pokazano kako je 3' - 5' egzoribonukleazna aktivnost
EXOSC10 nuZzna za procesiranje osteCenjem-nastalih ncRNA (engl. damage-induced non-coding
RNA, dincRNA) (Domingo-Prim i sur., 2019). Osim toga, poznato je da je EXOSC10 ukljuc¢en u
popravak dvolancanih lomova DNA (engl. Double Strand Break, DSB) homolognom
rekombinacijom (engl. Homologous Recombination, HR) u tumorskim stani¢nim linijama. Postoji
implikacija da je EXOSC10 ukljucen u mehanizam popravka DNA baziran na ncRNA, koji bi time
mogao biti relevantan za otpornost stanica raka na kemoterapeutske agense koji izazivaju ostecenje

DNA, kao §to je 5-fluorouracil, za koji je predlozeno da smanjuje ucinkovitost popravaka
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homolognom rekombinacijom (Srinivas i sur., 2015).

U ovom je radu takoder ispitano na kojoj razini regulacije tretman 5-FU inducira razinu
ekspresije Rrp6. Kao S§to je pokazano za uvjete tretmana 5-FU, ekspresija Rrp6 moze biti
transkripcijski regulirana (slika 16), ali se vjerojatno pri odredenim uvjetima poput visoke
temperature 1 ulaskom stanica u stacionarnu fazu odvija 1 posttranslacijskim mehanizmom,
obzirom da je efekt proteinske degradacije pri tim uvjetima znacajniji (slika 13). Gen RRP6
konstitutivno se transkribira te pokazuje mitoticki obrazac ekspresije koji dostize vrhunac tijekom
G2/M faze, sli¢an ciklinu B-tipa CLB2 (Santos i sur., 2015) (slika 21). Prikazani ekspresijski profil
iz baze podataka CycleBase sugerira da je produkt gena RRP6 potreban u odredenoj tocki
stani¢nog ciklusa te da se njegova ekspresija regulira obzirom na vrijeme prikladno za njegovu
funkciju. Periodi¢nost ekspresije mRNA RRP6/EXOSCI0 izrazena je kod S. cerevisiae i H.
sapiens, akod kvasca S. pombe postoji trend periodi¢nosti, ali je slabije izrazen (slika 21). U prilog
tome govori i ¢injenica da je kod S. pombe G2 najdulja faza stani¢nog ciklusa (posljedica tog je
stroga kontrola prijelaza G2-M), za razliku od S. cerevisiae kojem je G1 najdulja faza stani¢nog
ciklusa (G1-S prijelaz je strogo kontroliran). Sukladno tome, veci broj gena snazno je reguliran
tijekom stanicnog ciklusa pupajuceg kvasca u usporedbi s fisijskim kvascem (Bdhler, 2005).
Periodi¢na transkripcija veéine gena nije ocuvana izmedu dva kvasca, osim za relativno mali
osnovni skup gena koji uglavnom funkcioniraju u osnovnim procesima stani¢nog ciklusa kao §to
su mitoza, citokineza i replikacija DNA (Béhler, 2005). Prethodnim je istraZivanjima pokazano da
izlaganje humanih stanica niskim dozama 5-FU moZe zaustaviti stanice u G2 fazi 1 blokirati
prijelaz G2/M (Huang 1 sur., 2010). Iako u ovom radu nije izravno istraZeno zasto pri tretmanu 5-
FU dolazi do povec¢anja razine mRNA RRP6, navedeno sugerira da se djelovanje 5-FU na stani¢ni
ciklus moZe izravno reflektirati na razinu Rrp6, obzirom da je ekspresija Rrp6 ovisna o stani¢nom
ciklusu. Sukladno tome, kvasac S. cerevisiae kod kojeg je ekspresija RRP6 jako periodicno
1zraZena, pokazuje jaCe 1 jasnije efekte na protein Rrp6 uslijed tretmana 5-FU (slika 13), a u kvascu

S. pombe djelovanje 5-FU pokazuje slabije efekte na ekspresiju proteina Rrp6 (slika 20).
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Slika 21. Podaci o ekspresiji gena RRP6 u razli¢itim organizmima. Ekspresijski profil
RRP6/EXOSC10 u odnosu na fazu stani¢nog ciklusa i mitoticki obrazac ekspresije CLB2 preuzet
je iz baze podataka CycleBase (https://cyclebase.org), pristupljeno: 18.6.2022.

Kao §to je vidljivo na slici 21, obrazac ekspresije ljudskog EXOSC10 takoder je periodi¢an, Sto
implicira da bi efekti djelovanja 5-FU mogli imati slican u¢inak na EXOSC10 kao $to je
primijeceno u kvascu S. cerevisiae.

Jedan od ciljeva ovog rada bilo je istraziti hoc¢e li prekomjerna ekspresija Rrp6 u kvascu
Saccharomyces cerevisiae doprinijeti otpornosti stanica na djelovanje 5-FU. Pokazano je da
prekomjerna ekspresija Rrp6 uzrokuje smanjenje brzine rasta stanica kvasca u odnosu na stanice
s endogenom ekspresijom Rrp6 pri uvjetima poviSene temperature, sa ili bez prisutnosti 5-FU
(slika 18). Kada je Rrp6 pod regulacijom jakog konstitutivnog promotora TEF1 njegova ekspresija
je otprilike 5-10 puta jaca (neobjavljeni rezultati Laboratorija za biokemiju). Smanjenje brzine
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rasta stanica s prekomjernom ekspresijom mogao bi biti posljedica previsoke razine ekspresije
Rrp6. Obzirom da prisutnost 5-FU i prekomjerna ekspresija stvaraju aditivni efekt, moguce je da
bi se moguénost stjecanja otpornosti na 5-FU mogla bolje ispitati eksperimentom u kojem bi se
postigla finija regulacija razine ekspresije gena RRP6. Nadalje, Rrp6 djeluje u kontekstu
egzosoma, a pokazano je da je odgovor na djelovanje 5-FU vezan i uz ostale podjedinice egzosoma
(Mojardin i sur., 2013; Fang i sur., 2004; ovaj rad). Umjetnim povecanjem razine Rrp6, a ne i
ostalih podjedinica RNA egzosoma, potencijalno dolazi do kompeticije slobodnog Rrp6, koji ne
moze djelovati samostalno, i Rrp6 uklopljenog u egzosom, koji moze djelovati na 5-FU
modificirane transkripte. U tom kontekstu, ovaj rezultat ne ide u prilog prethodno indiciranoj
samostalnoj ulozi Rrp6 koja je neovisna od jezgre egzosoma (Wang i sur., 2020; Callahan i Butler,
2008), barem u kontekstu otpornosti na djelovanje 5-FU. Unato¢ tome §to prekomjerna ekspresija
Rrp6 nije smanjila osjetljivost stanica na 5-FU, rezultati ovog rada pokazali su kompenzacijski
mehanizam Air paralognih proteina kojim pojacana ekspresija proteina Air2 u stanicama mutanta
airl potencijalno smanjuje osjetljivost tih stanica na djelovanje 5-FU (slika 10 i 12). To sugerira
bitnu ulogu proteina Air2 u mehanizmu rezistencije na 5-FU koji bi trebao biti dodatno istrazen
daljnjim eksperimentima u kojima bi se ispitao utjecaj prekomjerne ekspresije proteina Air2 u
stanicama divljeg tipa. Air proteini funkcioniraju u sklopu TRAMP kompleksa. TRAMP kompleks
potencijalno moze postojati u Cetiri razli¢ite izoforme s kombinacijama proteina Trf4/5 i Airl/2,
zajedno s Mtr4. Medutim, u stanicama kvasca ne postoje sve Cetiri izoforme, nego Airl
preferencijalno stupa u interakciju s Trf4 i Trf5, dok Air2 stupa u interakciju gotovo iskljucivo s
Trf4, pri ¢emu nastaju izoforme Trf4+Airl (TRAMP4-1), Trf4+Air2 (TRAMP4-2) i Trf5+Airl
(TRAMP5-1) (Delan-Forino i sur., 2020). Takoder, poznato je da svaka izoforma TRAMP
kompleksa pokazuje odredenu razinu specifi¢nosti u ciljanju razli¢itih RNA supstrata. Medutim,
u istom je radu pokazano da delecija gena airl dovodi do preraspodjele TRAMP izoformi, pri
¢emu nastaje forma Trf5+Air2 (Delan-Forino i sur., 2020), ¢ije bi djelovanje bilo zanimljivo
istraziti u kontekstu otpornosti na 5-FU. Humani ortolog Air proteina je protein ZCCHC7 koyji
dijeli 35 % odnosno 34 % identiteta s Airl i Air2. Ukupna stopa odgovora uznapredovalog
kolorektalnog karcinoma na 5-FU jo§ uvijek je samo 10-15 % (Giacchetti i sur., 2000), a
kombinacija 5-FU s drugim antitumorskim lijekovima poboljsala je stope odgovora na 40-50 %
(Gu i sur., 2019; Douillard i sur., 2000). Postoje indikacije da se otpornost na 5-FU moze razviti
zbog slabije bioraspolozivosti lijeka, aktivacije puteva popravka DNA i razvijanja otpornosti na
apoptozu (Sethy i Kundu, 2021). U ovom radu jasno je pokazna moguc¢nost da bi manipulacija
razinama ekspresije humanih homologa proteina Rrp6 ili Air2 mogla doprinijeti shvacanju
otpornosti na 5-FU kao i razvoju novih terapija, budu¢i da su mehanizmi otpornosti zasad slabo

istrazena tema od znacajnog znanstvenog interesa.
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5. ZAKLJUCCI

1. Kataliticke podjedinice RNA egzosoma Rrp6 i Dis3 te komponente TRAMP kompleksa, Trf4 i
Air podjedinice, sudjeluju u otpornosti stanica kvasca S. cerevisiae na djelovanje 5-fluorouracila.

2. 5-fluorouracil 1 poviSena temperatura induciraju prekomjernu ekspresiju proteina Air2 kao

kompenzacijski mehanizam u stanicama deletanta za paralogni gen airl kvasca S. cerevisiae.
3. Tretman 5-fluorouracilom inducira povecanje razine ekspresije proteina Rrp6 u stanicama
kvasaca S. cerevisiae i S. pombe. U stanicama S. cerevisiae je pri istim uvjetima povecana razina

MRNA RRPG, sto indicira transkripcijski mehanizam regulacije.

4. Ekspresija gena RRP6 kvasca S. cerevisiae regulirana je viSestrukim mehanizmima na

transkripcijskoj i posttranslacijskoj razini, obzirom na fazu rasta, temperaturu i tretman 5-FU.

5. Prekomjerna ekspresija proteina Rrp6 ima negativan ucinak na rast stanica kvasca S. cerevisiae

u prisutnosti 5-fluorouracila pri povisenoj temperaturi.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja, MARINA OSKOMIC, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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