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1. UvOD
1.1. GRAPA STANICNE STIJENKE

Stani¢na stijenka kvasca Saccharomyces cerevisiae je Cvrsta ali elasti¢na struktura koja
omogucuje fizicku zastitu 1 odreduje oblik stanice. Sastoji se od unutarnjeg sloja odgovornog
za mehanicku i osmotsku stabilnost, kojeg ¢ine -1,3-glukan (50%), B-1,6-glukan (5%) i hitin
(1-2%), te vanjskog koji odreduje povrSinska svojstva stijenke, a sastoji se od manoproteina
(35%) (Tepari¢,R., 2005). Ovaj omotac takoder ogranicava propusnost za molekule iz okoline
stanica. Stanicna stijenka je visoko elesti¢na 1 kad stanicu kvasca uronimo u hipertoni¢nu
otopinu dolazi do njegog brzog skupljanja, pri ¢emu stanica moze izgubiti i vise od 60% svog
pocetnog volumena (Klis i sur., 2002). Ova elasti¢nost je najvjerojatnije posljedica elasti¢nih

svojstava lanaca B-1,3-glukana.

Slika 1. Shematski prikaz grade stani¢ne stijenke (<http://www.sbtthai.com>.Pristupljeno

02.travnja.2012.)


http://www.sbtthai.com/

1.2. POLISAHARIDI STANICNE STIJENKE

Stani¢na stijenka kvasca se sastoji od unutarnjeg omotaca izgradenog od polisaharida na
koji se nadograduje zastitni vanjski sloj od manoproteina. Unutarnji sloj odreduje oblik i
strukturu stani¢ne stijenke, dok vanjski sloj ¢ije se komponente protezu u stanicnu okolinu

ima protektivnu ulogu.

B-1,3-glukan

Lanci B-1,3-glukana sa stupnjem polimerizacije od ~1500 jedinica glukoze/lancu imaju
strukturu heliksa, te daju stani¢noj stijenci elasti¢nost i ¢vrsto¢u. Kovalentno je vezan na
ostale stanicne komponente pri ¢emu su njegovi nereducirajuci krajevi unakrsno vezani s
reducirajuéim krajevima hitinskih lanaca preko B-1,4 glikozidne veze (Lesage i Bussey,
2006). U stacionarnoj fazi rasta su u stani¢noj stijenci nadene molekule -1,3-glukana
sastavljene od 1500 monomernih jedinica glukoze, medutim potvrdeno je kako stupanj
polimerizacije moze varirati ovisno o okolisnim ¢imbenicima, fazi rasta ili izvoru ugljika
(Klis i sur., 2002)

Sintezu B-1,3-glukana katalizira -1,3-glukan sintaza koja se sastoji od dvije podjedinice:
Fksl i Gsc2/Fks2. Obje su transmembranski proteini neophodni za sintezu ove stani¢ne
komponente (Cabib i sur., 1998). Nepoznato je da li se kod kvasca S. cerevisiae rastuéi -1,3-
glukanski lanac produljuje na reduciraju¢em ili nereduciraju¢em kraju. Medutim, otkriveno je
da se B-1,3-glukan iz gljive Sclerotium rolfsii produljuje na nereduciraju¢em kraju (Batra i
sur., 1969).

Budu¢i se B-1,3-glukanski lanac sintetizira kao ravna molekula, prisutnost razgranjenja
implicira postojanje eznima za modificiranje B-1,3-glukana. Takoder mogu biti potrebni
dodatni enzimi za ugradnju novosintetiziranog -1,3-glukana u rastu¢u stijenku tijekom rasta
stanica. Potencijalni enzimi ukljuceni u ovaj korak su Gasl-endotransglikozilaza koja moze
biti ukljuéena u produljenje i preuredivanje B-1,3-glukanskog lanca (Popolo i Vai, 1999;
Mouyna i sur., 2000), Bgl2 (Goldman i sur., 1995; Cappellaro i sur., 1998), Crhl (Rodriguez-
Pena i sur., 2000) te proteini SUN porodice (Cappellaro i sur., 1998; Mouassite i sur., 2000)

Njihova to¢na funkcija in vivo jos uvijek nije potpuno proucena.



B -1,6-glukan

B-1,6-glukan je u svom prirodnom obliku visoko razgranati,vodotopljiv polimer koji se sastoji
od prosjecno 130 glukoznih jedinica. Koristi se u stani¢noj stijenci za povezivanje GPI
proteina stijenke i f-1,3-glukanske mreze. Moze imati i ulogu akceptora za vezanje hitina,
posebno u slucaju stanicnog stresa. UocCeno je da na razinu fB-1,6-glukana znatno utjecu

razliciti proteini Golgijevog tijela, endoplazmatskog retikuluma i oni s povrsine stanice (Klis 1

sur., 2002).

Hitin

Hitin se pojavljuje u obliku linearnih lanaca u hitinskom prstenu u i oko oziljaka pupova te u
manjoj mjeri ravnomjerno rasprSen u bo¢nom zidu stanice majke. Lanci hitina izolirani iz
oziljaka pupova sastoje se od oko 190 N-acetilglukozamin monomera, ali je nepoznato da li to
isto vrijedi i za hitin u bo¢nim zidovima (Holan i sur., 1981). Sinteza hitina u S.cerevisiae
ukljucuje tri hitin sintaze i strogo je regulirana. U normalnim uvjetima ugradnja hitina se
odvija nakon citokineze. To rezultira relativno visokom razinom hitina u bo¢nim zidovima:
0.1-0.2% izuzimaju¢i oziljke pupova, te 1-2% ukljucujuéi oziljke (Shaw i sur., 1991). U
stanicama s oslabljenom stijenkom, sinteza hitina je aktivirana kao dio spaSavajuceg
mehanizma, a razina u bo¢nim zidovima takvih stanica moze biti i do 20% suhe mase stijenke

(Dallies i sur., 1998; Garcia-Rodriguez i sur., 2000)

1.3. PROTEINI STANICNE STIJENKE

Dosad je u stani¢noj stijenci S. cerevisiae identificirano vise od 30 razli¢itih
manoproteina. Moze ih se podjeliti u tri grupe ovisno o nacinu vezivanja na glukan. Neki
proteini su vezani na glukansku mrezu nekovalentno i mogu se izolirati vru¢im SDS-om 1 f3-
merkaptoetanolom. Druga grupa obuhvada proteine vezane na [-1,6-glukan/ B-1,3-glukan
mrezu preko ostatka glikozilfosfatidilinozitolnog (GPI) sidra. Obi¢no se iz stijenke
ekstrahiraju djelovanjem B-1,6- ili B-1,3-glukanaza. Tre¢u grupu predstavljaju sekvencijski
srodni Pir proteini (Proteins with internal repeats) vezani na [-1,3-glukan preko labilne
esterske veze izmedu y-karboksilne grupe specifi¢énog ostatka glutaminske kiseline unutar

ponavljajuce sekvence proteina i hidroksilne grupe glukoze (Ecker i sur., 2006)



Funkcija manoproteina je u velikoj mjeri jo§ uvijek nepoznata. Nekoliko njih je pokazalo
ulogu u stani¢nim interakcijama tijekom parenja i flokulacije, ali veéina ostalih se moze

ukloniti iz stani¢ne stijenke bez ikakve Stete za stanicu (Teparic i sur., 2010).

1.3.1. Nekovalentno vezani protein stani¢ne stijenke

Iako fizioloSka uloga vecéine nekovalentno vezanih proteina stijenke joS uvijek nije u
potpunosti objaSnjena, ¢ini se kako vec¢ina do sad opisanih proteina sadrzi znacCajan nivo
homologije primarne strukture u odnosu na glukan hidrolaze ili transglikozidaze, §to vodi do
zakljucka da imaju ulogu u pupanju, odrzavanju ili pregradnji glukana u stijenci tijekom rasta,
parenja, sporulacije i ostalih stani¢nih dogadaja ukljucenih u promjene stani¢ne stijenke
(Tepari¢ 1 sur., 2010). Prvi protein ove grupe izoliran iz stijenke i s razjasnjenom primarnom
strukturom je bio Bgl2p, protein koji pokazuje endoglukanaznu ili transglukozidaznu
aktivnost u in vitro testu, ovisno o koncentraciji supstrata (Goldman i sur., 1995). Bgl2p
pokazuje znacajan nivo homologije s tri druga nekovalentno vezana proteina stani¢ne
stijenke: Scw4p, Scwl10p i Scwllp, za koje se prema tome pretpostavlja da su glukan-
remodeliraju¢i enzimi. Medutim, enzimska aktivnost ovih proteina nije dokazana in vitro.
Scw3p/Sundp protein je pronaden u SDS-topivoj frakciji proteina stijenke, te je utvrdeno
kako sudjeluje u pregradivanju i ostalim morfogenetskim promjena u stijenci S.cerevisiae i
C. albicans.

Druga grupa nekovalentno vezanih proteina obuhvaca dvije egzoglukanaze, Exglp 1 Sprlp,
koje su funkcionalno sli¢ne tre¢oj, GPI-usidrenoj egzoglukanazi Exg2p (Larriba i sur., 1995).

Treca glikozidazna aktivnost detektirana u stani¢noj stijenci potjece od dvije hitinaze, Ctslp 1

Cts2p (Kuranda i Robbins, 1991). Ctslp ima ulogu u dijeljenju stanice, dok je Cts2p

homologan s hitinazama i ukljucen u sporulaciju (Diinkler i sur., 2008).

1.3.2. Kovalentno vezani proteini stani¢ne stijenke

Proteini vezani preko GPI sidra

FizioloSka funkcija ve¢ine GPI-vezanih proteina je jo§ uvijek neotkrivena. Neki od njih,

kao $to su 5 clanova GAS obitelji, imaju glukan-remodelirajucu aktivnost (Ram i sur.,

1995;Popolo i Vai, 1999). Proteini su intenzivno O- i N-glikozilirani i imaju C-terminalnu

4



domenu stabiliziranu disulfidnim vezama, vaznu za pravilno smatanje cijele molekule. Ostali
GPI-usidreni proteini stijenke s enzimskom aktivnosti ukljucuju egzoglukanazu Exg2p i dva
proteina, Crhlp i Utr2p/Crh2p, koji imaju transglikozidaznu aktivnost potrebnu za unakrsno
vezanje B-1,3-glukana s hitinom.

Dva seta GPl-vezanih proteina su potrebna za interakcije izmedu stanica u razlic¢itim
uvjetima. Obitelj FLO proteina (Flolp, Flo5p,Flo9p, Flol10p), tzv. flokulini, su lektinima
sliéni proteini potrebni za flokulaciju, dok su Agalp/Aga2p kompleks i Saglp aglutinini.
Drugi set proteina stijenke vezanih preko GPI sidra obuhvaca ¢lanove TIR obitelji koji se
razli¢ito eksprimiraju u anaerobnim uvjetima. Dva ¢lana ove obitelji, Cwplp i Cwp2p su
represibilni, dok su Danlp, Dandp, Tirlp-Tirdp i Tiplp inducibilni (Abramova i sur., 2001).
Unatoc¢ ¢injenici da su Cwplp i Cwp2p prvi opisani GPI-vezani proteini u kvascu malo se zna
o fizioloskoj funkciji ¢lanova TIR obitelji. Nedavno je utvrdeno kako su transkripcija i
inkorporacija u stani¢nu stijenku Cwplp, Cwp2p i1 Tiplp regulirane stani¢nim ciklusom.

(Smits i sur., 2006).

PIR obitelj

Alkalna ekstrakcija biotinom oznacenih proteina stijenke rezultirala je oslobadanjem
proteina tzv. Pir porodice: Pirlp/Ccw6p, Hspl50/Pir2p/Ccw7p, Pir3p/Ccw8p i
Cis3p/Pirp4/Ccw5p. Ovi proteini su strukturno sli€ni, bogati su serinom 1 treoninom, te
intenzivno O-manozilirani. Svi ¢lanovi ove porodice sadrze N-terminalni signalni peptid za
upucivanje u sekretorni put, mjesto za cijepanje Kex2p endoproteazom i ponavljajuce regije.
Na temelju do sada ispitanih svojstava rali¢itih mutanata u Pir proteinima smatra se da ovi
proteini imaju ulogu u odrzavanju integriteta stanice 1 stanicne stijenke, iako jo$ nije tocno
definirano na koji na¢in. Ustanovljeno je da su stanice ccw6ccw7ccw8 mutanata  osjetljivije
na djelovanje biljnog antifungalnog proteina osmotina, dok prekomjerna ekspresija
CCW7/PIR2 rezultira povetanom rezistencijom na osmotin (Yun i sur., 1997).
Vongsamphanh i suradnici (2001) su detektirali Ccw6p/Pirlp kao protein koji se povezuje sa
Apnlp endonukleazom (koja uklanja AP mutacije u DNA) i upravlja translokacijom Apnlp u
mitohondrij kako bi se odrzala genetska stabilnost mitohondrijske DNA (Vongsamphanh i
sur., 2001). Apnlp se u stanicama ccw6/pirl ne transportira u mitohondrij ve¢ samo u
nukleus. Ekspresija PIR gena se aktivira u G1 fazi stani¢nog ciklusa, a primijeceno je i da se
geni ove porodice pojacano eksprimiraju u uvjetima stani¢nog stresa (Terashima i sur., 2000;

Jung i Levin., 1999).



3.4. SEKRETORNI PUT

Svi proteini stanica osim onih citoplazmatskih,sadrze signal koji odreduje njihovu
kona¢nu lokalizaciju u stanici. Kod ekstracelularnih proteina taj slijed ¢ini 15 do 30
aminkiselina,koje se nalaze na njihovom amino-terminalnom kraju i ¢ine signalnu sekvenciju
(Briggs i1 Gierasch,1985). Sekvencija je gradena od 3 dijela: obi¢no polarnije C-terminalne
regije gradene od 4 do 7 aminokiselinskih ostataka, srediSnje hidrofobne regije te bazicne N-
terminalne regije (Von Heijne, 1986).

Sinteza ekstracelularnih proteina zapocinje na slobodnm ribosomima u citoplazmi. Signalnu
sekvenciju prepoznaje citoplazmatska struktura gradena od RNA i proteina,tzv. SRP («signal
recognition particle»), koja se preko specificnih receptora veze na membranu
endoplazmatskog retikuluma. SRP i njen receptor posreduju u vezanju ribosoma s rastu¢im
polipeptidnim lancem na endoplazmatski retikulum (Walter i Blobel,1981; Meyer i
sur.,1982). Kroz membranu ovog organela translocira se sintetizirani dio polipeptida, te se
njegova sinteza nastavlja u lumen, gdje signalnu sekvenciju uklanja signalna peptidaza
(Blobel i Dobberstein,1975; Kreil i sur.,1980). U endoplazmatskom retikulumu dolazi do
smatanja proteina u bioloski aktivnu konformaciju (Gething i Sambrook,1992.) i tu po€inju
postsintetske modifikacije koje u kvascu ukljuCuju vezanje glikozil-fosfatidilinozitola i
glikozilaciju. Protein se dalje transportira u Golgi kompleks gdje se modificira ugljikohidratni
dio glikoproteina i eventualno dolazi do njegovog proteolitickog procesiranja. 1z Golgi-a se
proteini usmjeravaju prema stani¢énoj membrani. Transport je iz jednog organela u drugi
posredovan transportnim vezikulama. (Pffefer i Rothman,1987).

Faktori koji utjecu na konacnu lokalizaciju ekstracelularnih proteina nakon njihovog prolaska
kroz stanicnu membranu jo§ uvijek nisu u potpunosti poznati. Neki od tih proteina,kao
invertaza i kisela fosfataza su lokalizirani u periplazmatskom prostoru u topivom obliku
(Barbari¢ 1 sur.,1984; Goldstein i Lampen,1975), neki se ugraduju u stani¢nu stijenku,dok se
neki izluuju u okolni medij, kao npr. hitinaza (Ctslp), egzoglukanaza (Exglp) te fizioloski

aktivni peptidi a- i a-faktor (Goldstein i Lampen,1975).



3.5. PROTEOLITICKI ENZIMI UKLJUCENI U PROCESIRANJE PROTEINA
STANICNE STIJENKE

1.5.1. Protein Kex2p i njegova fizioloSka uloga u stanici

Kex2p je Ca®* ovisna serinska prote ena u procesiranje proproteina (Fuller i sur.,
1989a). Najistrazivaniji je predstavnik konzervirane obitelji pro-hormonskih i pro-proteinskih
konvertaza nadenih u sekretornom putu (Rockwell 1 Thorner, 2004). Sudjeluje u aktivaciji
proteina kao § - ini
neophodnim kod parenja. Stanice kex2 -
afinitetom za katalizu reze iza para Lys-Arg sa omjerom kcat/Km i do 1.1 *10” s*M™
inkovitom sa 1
i da je u jako maloj koncentrac

(Wilcox i Fuller,
1991). Temperaturnim pomakom sa 30°C na 37°C vrijeme poluzivota Kex2p pada na 42 min,
a kada na toj temperaturi kvasac raste Sest generacija vrijeme poluzivota smanjuje se na 30

min (Wilcox i sur., 1992).

Kex2p se translatira kao inaktivni prekursor graden od viSe domena koje podlijezu

modifikacijama. Kex2 zimogen se sastoji od N-terminalne signalne sekvence za
endoplazmatski retikulum, pro-domene koja je neopho

koj domeni smatanje u aktivnu

konformaciju. Odsutnost pro- e na glikozilaciju i stabilnost i rezultira

zadrzavanjem enzima u ER (Lesage i sur., 2000). -

ko

djelovanje in vivo, Ser/Thr bogata domena koja je visoko glikozilirana, transmembranska

domena i citosolni ,,rep* koji sadrzi TGN (Trans Go

ite dijelove stanice i retrogradnim (Griffiths i
Simons, 1986). Mutacija TGN signala (TLS) na C-terminusu uzrokuje brzi tranzit Kex2p u
vakuole 1 degradaciju, umjesto kruzenja izmedu TGN (Trans Golgi Network=kasni Golgi) i

kasnog endosoma (Brickner i Fuller, 1997).



Aktivacija Kex2p se odvija u viSe koraka reakcijama na N-terminal inje sa
kotranslacijskim odcjepljivanjem signalne sekvence u ER te N- i O-glikozilacijom. Ubrzo
slijedi autoprocesiranje pro-regije od 89 aminokiselina, $to je neophodan korak za stvaranje

zrelog, aktivnog enzima. Pro-domena se odcjepljuje -

ki aktivan (Wilcox i Fuller, 1991;
Germain i sur., 1993). Slijedi intenzivna N- i O-gli 13p
dipeptilaminopeptidazom te lociranje zrelog proteina u kasnom Golgiju (Brenner i Fuller,
1992).

ne stijenke
(Brickner i Fuller, 1997), prote nih hifa (Wosten 1 sur.,
1996), feromona a-faktora i killer toksina (Julius i sur., 1984), zimogena sekretornih proteaza
(homolog Kex2p u Candida tropicalis procesira aspartil proteazu Saptl) (Enderlin i
Ogrydziak 1994, Togni i sur., 1996), lipaza (Pignede i sur., 2000) i autokatalizira svoju
proteolizu s ciljem nastanka aktivne forme enzima (Germain i sur., 1993). Newport i sur.
(2002) su kompjuterskom analizom sekvenci proteina predvidjeli aspartil proteaze YPS1 i

YPS3 kao potencijalne supstrate Kex2p.

Prmlp (,,Pheromone regulated membrane protein 1°), proteinom vaznim za fuziju stanica

prilikom parenja (Heiman i sur., 2007).

procesiranja o-faktora slijedilo je iscrpno istrazivanje Kex2p u kvascu Saccharomyces
cerevisiae. Homolog Kex2p u bakterijama je subtilizin, a u patogenu Candida albicans
homolog ovog enzima je faktor virulentnosti (Newport i sur., 2002). Njegovi homolozi u
sisavaca su furin i PC (,,prohormone convertase*) porodica koja procesira hormonske
(inzulin, glukagon) i neuropeptidne prekursore, faktore rasta, receptore, metalo- i aspartil-
proteaze, glikoproteine ovojnice virusa (HIV) i toksine bakterija (Zhou i sur., 1999; Thomas,
2002). Defekti u ovim genima imaju za posljedicu nastanak bolesti poput dijabetesa i raka,

npr. furin procesira metaloproteaze potrebne za Sirenje stanica raka (Bassi i sur., 2001).



1.5.2. Proteaze iz porodice japsina i njihova fizioloska uloga u stanici

Japsini su proteini iz porodice aspartatnih proteaza koju kod S.cerevisiae

ne aminokiseline §to su Bourbonnais i sur. (199

na pro-regija. Pro-regija
in vivo (van den Hazel i
sur., 1993).
japsin pravilno lokalizira
ine dva aspartatna aminokiselinska ostatka,
po jedan u visoko konzerviranoj sekvenci Xaa-Xaa-Asp-Xbb-Gly-Xbb gdje su Xaa hidrofobni
aminokiselinski ostatci ka domena se sastoji od dva
dijela koje povezuje disulfidni most izmedu kojih se nalazi slobodni dio polipeptidnog lanca u

obliku petlje tzv. ,loop insertion” (Rawlings i sur., 2004). ,,.Loop insertion* nije prisutna u

ini jedan polipeptidni lanac, kao kod
Yps3p (Olsen i sur., 1999). Japsini kvasca S. cerevisiae -
ke domene slijedi regija bogata Ser/Thr
aminokiselinskim ostatcima koja je intenzivno O-glikozilirana, a funkcij

ena (Gagnon-Arsenault i sur., 2006).

- noj stijenci.
Do otpuStanja Ypslp 1 Yps2p sa povrSine stanice doSlo je nakon tretmana stanica
bakterijskom fosfatidilinozitol-fosfolipazom C (Komano i Fuller, 1995). Delecija C-
terminalnog dijela Yps2, koji nosi signal za vezanje GPI sidra, uzrokovala je gubitak
aktivnosti enzima §to ukazuje da je za funkciju ove proteaze esencijalna lokalizacija u plazma

membrani (Komano i Fuller, 1995).

ke domene negativno nabijeni (Richter i sur., 1998).



Aktivacija zimogena dogada se kada projapsin dode u kiseli okoli§ gdje dolazi do odbijanja
pozitivnih naboja u prosegmentu i protoniranja Asp u katalitickoj domeni $to destabilizira
njihove interakcije. To dovodi do autokataliticke aktivacije zimogena. Ovaj model nije vazeci
za sve japsine kod kojih se dogada proteoliza katalizirana drugim proteazama. Primjeri su -
sekretaza aktivirana (konvertaza slicna Kex2p) (Benett i sur, 2000) i Pep4p
koji se aktivira ulaskom u vakuole proteazom B (Wolff i sur., 1996). No ¢ini se da je
autokataliza alternativa posredovanoj proteolizi jer je kod ova dva proteina utvrdena
autoaktivacija zimogena u kiselom pH (Wolff i sur., 1996; Lin i sur., 2000). Cijepanje
prosegmenta dogada se iza jedne ili dvije bazicne aminokiseline, a to je karakteristicna
sekvenca za djelovanje japsina i Kex2p.

Ekspresija japsina ovisna je o uvjetima okoline. Uoc 12 puta kod
temperaturnog pomaka sa 24°C na 37°C §to implicira da japsini sudjeluju u odgovoru na

temperaturni stres (Ash i sur., 1995). Dvostruki mutant s disruptiranim YPSL1 i

kompenzira defekt u rastu kod 5yps4. To znaci da ove dvije proteaze imaju slicne funkcije i
supstrate in vivo (Komano i Fuller, 1995). Na 37°C dolazi

ajno umanjuje smrtnost. To dokazuje da su japsini neophodni za
odrzavanje integriteta stani¢ne stijenke (Krysan i sur., 2005). Japsini su poja¢ano eksprimirani
u periodu aktivne sinteze i remodeliranja stanic¢
zimolijazom, Congo Red-om i Calcofluor White-om te SDS-om i Ca®* i Na" solima, a
na Congo Red i Calcofluor White. Ypslp je vazan za homeostazu B-1,3-glukana jer ypsia
mutant pokazuje znacajnu osjetljivost na kaspofungin, inhibitor sinteze (3-1,3-glukana i Congo
Red koji uzrokuje nepravilnosti u formiranju B-1,3-glukanskog sloja (Krysan i sur., 2005).
SypsA 1 ypsiAyps24 imaju izmjenjen udio polisaharida stijenke, smanjen udio glukana, a
po anana i hitina $to znaci da su japsini vazni za uspostavljanje pravilne strukture
stijenke. Ekspresija YPS1 je dio transkripcijskog odgovora stanice na stres u sklopu PKC1-
MAPK1 signalne kaskade (Krysan i sur., 2005) za koju je poznato da sudjeluje u odrzavanju
integriteta stanicne stijenke u uvjetima stresa (Heinisch i sur., 1999). YPS1 i FKS2
(inducibilna podjedinica -1,3-glukan sintetaze) geni inducirani su pri odgovoru na stres $to
sugerira da Ypslp promovira zadrz
sinteze glukana kao odgovora na stani¢ni stres. Tada bi japsini mogli sudjelovati zadrz

Pretpostavlja se da su glukanaze i

transglukozidaze stani¢ne stijenke supstrat japsinima. Tako bi japsini odrzavali ravnotezu u
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procesima sinteze i degradacije glukana stijenke (Krysan i sur., 2005).

U sluc¢aju jednostrukih mutanata, jedino ypsiA i yps74 pokazuju znac¢ajno izmjenjen fenotip
Sto znaci da imaju vrlo vazne uloge u procesima vezanim za stani¢nu stijenku (Krysan i sur.,
2005). -
noj membrani (Frieman i sur.,
noj stijenci (Hamada i sur., 1999) §to bi znaé

1ji skup supstrata i veliku vaznost u procesima odrzavanja strukture stijenke (Krysan 1

sur., 2005).

Yps3p, iako pojacano eksprimiran u uvjetima stresa, ne utje¢e na fenotip u istima. Smatra se
da se YPS2 konstitutivno eksprimira i da je stalno aktivan, dok je ekspresija YPS1 inducirana
S

ima
enzimsku aktivnost u razli¢itim dijelovima stanice, gdje je razli¢it pH §t
cijepa supstrate na povrsini stanice pri Sirokom spektru promjena pH okolisa (Gagnon-

Arsenault i sur., 2006).

Ypslp najistraZivaniji je predstavnik obitelji japsina, a homolog u sisavaca mu je
proopomelanokortin konvertaza s kojim ima veliku strukturnu i funkcionalnu sli¢nost. Ypslp
procesira in vivo proopiomelanokortin u stani¢noj liniji sisavaca PC12 (Cool i sur., 1996).
Zreli Ypslp (Yap3) je heterodimer stabiliziran intramolekularnim disulfidnim mostom.
Izmedu dvije podjedinice zimogena nalazi se ,,Joop* regija koja je karakteisti¢na za japsine no
jo§ uvijek nepoznate funkcije (Gagnon-Arsenault i sur., 2006). U predjelu ,,loop-a“ kod
Ypslp dolazi do autoproteolize ¢ime se generira enzim od dvije podjedinice. Ovisno o
vanjskom pH ovo cjepanje se dogada iza razliCitih bazi¢nih aminokiselina zbog cega se
generiraju razli¢ite duzine podjedinica kod pH 3.0 i 6.0 (Gagnon-Arsenault i sur., 2008). Pro-
regija je neophodna za pravilno smatanje enzima i lokalizaciju, no tek je enzim bez pro-regije
u aktivnoj konformaciji. Eksperimenti u kojima je Ypslp eksprimiran bez pro-regije pokazuju
da je lokaliziran intracelularno i bez aktivnosti. Cawley i suradnici (1998) smatraju da je
odcjepljenje pro-regije Ypslp autukatalizirano, neovisno o Kex2p, Yps2p i drugim
molekulama Ypslp. Ovisno o vanjskom pH, Gagnon-Arsenault i sur. (2008) predlazu model
autokatalize u kiselom pH 3.0, dok kod pH 6.0 pretpostavljaju katalizu posredovanu drugim

peptidazama. Pri kiselijem pH dogada se odcjepljivanje proregije iza vise razli¢ -
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drugih peptidaza (Gagnon-Arsenault i sur., 2008).
Smatra se da Ypslp sudjeluje u aktivaciji periplazmatskih enzima i enzima koji sudjeluju u
izgradnji i remodeliranju stani¢ne stijenke (Ash i sur., 1995; Cawley i sur., 1995), ali i da
odcjepljuje proteine vezane u stanicnu stijenku (Gagnon-Arsenault i sur., 2008). Supstrati
Ypslp su glukanoziltransferaza Gaslp, manoprotein Pirdp i sam Ypslp (Gagnon-Arsenault i
sur., 2008).

Fenotipske karakteristike kex2 a-feromona (J
(Komano i Fuller,1995). Kod takvog soja
overekspresijom YPS1 a-feromona (Egel-Mitani
i sur., 1990), kao i overekspresijom YPS2 gena, koji kompenzira i osjetljivost
(Komano i Fuller, 1995). Procesiranje a-feromona sa Ypslp alternativni je put jer se kod
yps14 mutanta procesiranje a-feromona odvija normalno, kao i sve druge fizioloske funkcije
(Egel-Mitani i sur., 1990). Ypslp i Yps2p su 53% identi¢ni i Specificno rezu iza bazi¢nih
aminokiselina Lys i Arg i ¢ini se da imaju zajednicke supstrate sa Kex2p in vivo (Cawley i
sur., 1998). Ostale nejapsinske aspartatne proteaze rezu iza hidrofobnih aminokiselina (Kay i
Dunn, 1992). Ypslp je jedini japsin sposoban proteoliticki cijepati vezu izmedu dvije bazi¢ne
aminokiseline (Komano i sur., 1999). Disrupcija YPS1 i YPS2 gena uzrokuje usporen rast na
37°C, sto implicira da je aktivnost japsina vazna pri rastu na 37°C. Istrazivanja Komano-a i
Fuller-a (1999) pokazuju da Ypslp, Yps2p i Kex2p imaju sinergisti¢ko djelovanje i potrebni

su za normalan rast stanice te da disruptanat ypslyps2kex2

Homolozi japsina u Candida albicans su faktori virulentnosti (Albrecht i sur., 2006) pa bi
stoga dizajn inhibitora japsina mogao dovesti do razvoja novih antifungalnih lijekova. Cawley
I suradnici (2003) sintetizirali su potencijalni kompetitivni inhibitor CaYpslp na temelju

analoga kolecistokinina.
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1.5.3. Fiziolo$ka uloga proteina Scw4p i Scw10 u stanicénoj stijenci kvasca

Funkcija Scw4p u stani¢noj stijenci jo$ uvijek je nejasna. Unato¢ visokom stupnju
homologije sa glukanazama funga i visih biljaka, ta kataliticka aktivnost nikad nije dokazana
in vitro. Takav je slu¢aj i sa njegovim homologom iste molekulske mase s kojim dijeli 63%
identi¢nosti, Scw10p. Mutanti scw4scwl0 pokazuju sinergisticko djelovanje te produljeno
gen -a.
Zanimljivo je da kod takvih mutanata, dodatnom disrupcijom BGL2 gena, takav fenotip biva
kompenziran (Cappellaro i sur., 1998). Kako bi se uocile eventualne razlike, analiziran je
sadrzaj ugljikohidrata stani¢ne stijenke soja scw4scw10, no udio pojedinih komponenata nije
promjenjen $to dovodi do zakljucka da ovi proteini sudjeluju u kompleksnijim promjenama u
stijenci (Cappellaro i sur., 1998). Ova dva proteina sinergisti¢ki djeluju i na sposobnost
parenja. Naime, parenje haploida scw4scw10 x scw4scwl0 prilicno je bezuspjes$no, a fenomen
djelomi¢no kompenzira disrupcija BGL2 gena (Cappellaro i sur., 1998). Nadalje, kod ovog
mutanta je znatno smanjena koli¢ina glukanazama ekstrahiranih proteina i pojacana
osjetljivost na Calcofluor White. S obzirom na fenomen da dvostruk
koli¢inu nekovalentno vezanih proteina u stijenci koja se smanjuje delecijom BGL2

4p i Scwl0p transglukozidaze. Njihova disrupcija destabilizira stani¢nu
stijenku, a efekt pojacava funkcionalni Bgl2p koji kao endoglukozidaza degradira
netransglukozilirane lance glukana. Stoga disrupcija BGL2 gena donekle stabilizira stijenku
(Cappellaro i sur., 1998). Ekspresija SCW4 gena je konstantna u svim fazama stani¢nog
ciklusa, dok je kod SCW10 gena maksimalna u G1 fazi (Spellman i sur., 1998). Prisutnost
ijednog od ta dva proteina je dovoljna za normalno funkcioniranje staniéne stijenke (Sestak i
sur.,2004).

Takoder su konstruirani 1 mutanti kvasca sa prekomjernom produkcijom Scw4p ili Scw10p

k -

, 2010). Fenotipska karakteristika stanica sa prekomjernom produkcijom Scw4p i
Scw10 pokazuje pojavu velikih stanica sa oslabljenom stijenkom i stanica koje su izgubile

stani¢ni sadrzaj (tzv. ghost , 2010).
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

U ovom radu ¢e se usporediti nac¢in vezanja Scw4p-HA u stani¢nu stijenku divljeg tipa
kvasca i kex2 mutanta. Zatim Ce se ispitati utjecaj uvodenja mutacije u regiju za procesiranje
Scw4p na raspodjelu Scw4p-HA u stani¢noj stijenci, te utjecaj uzgoja pri razli¢itim uvjetima
pH (pH 4 i pH 7) na procesiranje Scw4p kod divljeg tipa kvasca i kex2 mutanata.

Pojedinacni ciljevi za ostvarenje krajnjeg cilja istrazivanja jesu:

Usporediti na¢in vezanja Scw4p-HA u stani¢noj stijenci divljeg tipa kvasca i kex2

mutanta“Western blot” metodom

Uvesti mutaciju u SCW4 u regiji koja odgovara mjestu za postranslacijsko

procesiranje proteina Kex2p proteazom pomocu lan¢ane reakcije polimerazom (PCR)

Sekvencioniranjem provjeriti da li je mutacija dobro uvedena

Transformirati divlji tip kvasca pripremljenim plazmidom

Izolirati stani¢ne stijenke divljeg tipa kvasca i kex2 mutanta transformiranih s nativnim
SCW4 te stijenke divljeg tipa kvasca transformiranog s mutiranim SCW4 i usporediti
procesiranje i raspodjelu nativnog i mutiranog Scw4p-HA u stani¢noj stijenci
Western blot” metodom

Usporediti procesiranje i raspodjelu nativnog i mutiranog Scw4p-HA u stani¢noj
stijenci divljeg tipa kvasca i kex2 mutanta prilikom uzgoja u razli¢itim uvjetima, tj. pri
pH4 i pH7
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3. MATERIJALI | METODE RADA
3.1. MATERIJALLI
3.1.1. Kemikalije

agar, kvascev ekstrakt, pepton, baktotripton i kvasceva dusicna baza bez aminokiselina

(YNB) — Biolife (Milano, Italija)

« histidin, uracil, leucin, triptofan, lizin i etidijev bromid -Merck (Darmstadt, Njemacka)
o ECL-otopine za razvijanje blota, standardi za proteinsku elektroforezu, A DNA

standard za elektroforezu — Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Svedska)

« amonijev persulfat, N,N"-metilenbisakrilamid, Triton X-100, B-merkaptoetanol i Na-
dodecilsulfat (SDS) — Fluka (Buchs, Svicarska)

« N, N, N’, N'-tetrametil etilendiamin (TEMED), Ponceau S i polietilenglikol 4000
(PEG 4000) — Serva (Heidelberg, Njemacka)

« anti-HA-peroksidaza antitijela - Boehringer (Manheim, Njemacka)

« Ampicilin — Roth (Karlsruhe, Njemacka)

Sve ostale kemikalije koristene pri eksperimentalnom radu nabavljene su od standardnih

dobavljaca i analiticke su €istocCe.

3.1.2. Hranjive podloge i uvjeti uzgoja stanica kvasca

Za submerzni uzgoj stanica kvasca koriStena je selektivna YNB podloga. YNB podloga
sastoji se od 6,7g/L YNB (Yeast Nitrogen Base, bez aminokiselina), 2g/L smjese
aminokiselina i1 vitamina (drop out) koja sadrzi sve aminokiseline potrebne za rast kvasca
osim onih preko kojih se vrsi selekcija auksotrofnih (¢ = 0,02) (Sambrook i
Russel, 2001). Kao izvor ugljika koriStena je glukoza (50%), i galaktoza (20%). Ovisno o
auksotrofnosti soja u podlogu se dodaju histidin (80mg/L), uracil (80mg/L), triptofan

(80mg/L) i leucin (160mg/L) sterilizirani autoklaviranjem.
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Smjesa aminokiselina i vitamina (drop out):

adenin 3,00 L-metionin 209
L-arginin 209¢g L-fenilalanin 2,090
L-asparagin 209 L-prolin 209
L-asparaginska kis. 6,0 g L-serin 6,09
L-cistein 209 L-treonin 209
L-glutamin 2,09 L-tirozin 209
L-glutaminska kis. 209 L-valin 2049
L-glicin 2,09¢g p-aminobenzojeva kis. 0,29
L-izoleucin 209 inositol 2,049

, Uz dodatak 15 g/L agara.
121°C i tlaku od latm.

3.1.3. Hranjive podloge i uvjeti uzgoja bakterija

E. coli uzgajana je u tekucoj LB podlozi (baktotripton (¢ = 0,01), kvaséev ekstrakt (¢ =
0,05), NaCl (¢ = 0,05) ), odnosno na krutoj LB podlozi (baktotripton (¢ = 0,01), kvascev
ekstrakt (¢ = 0,05), NaCl (¢ = 0,05), agar (¢ = 0,015). Za uzgoj stanica nakon transformacije
plazmidima koji nose gen za rezistenciju na ampicilin u tekuéu LB podlogu dodavan je

ampicilin u koncentraciji 50 pg/mL, a u krutu LB podlogu u koncentraciji 100 pg/mL.

3.1.4. Sojevi kvasca

U radu su koristeni laboratorijski sojevi kvasca.
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Tablica 1. Pregled koristenih laboratorijskih sojeva kvasca

Soj kvasca Genotip

BY4741 MAT a; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0
YNL238W BY4741; kex2::kanMX4

YRWS4 BY4741 + pBG1805 SCW4-HA

YRKS4 YNL238W + pBG1805 SCW4-HA
YRMS4 BY4741 + pRMS4

3.1.5. Sojevi bakterija

Koristen je soj Escherichie coli slijedec¢eg genotipa:

DH5a F- ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(r, mg*) phoA
SupE44 A'thi-1 gyrA96 relAl (Life Technologies)

3.1.6. Plazmidi

Koristen je plazmid pBG1805 koji sadrzi ori sekvenciju koja mu omoguéava umnazanje u
bakteriji E.coli, BLA gen koji omogucuje selekciju bakterija koje ga sadrze na podlozi uz
dodatak ampicilina, te kvas¢ev URA gen koji omogucuje selekciju transformiranih stanica
kvasca na hranjivim podlogama bez uracila. SCW4 gen je stavljen pod kontrolu promotora
GAL, a iza gena se nalaze nastavci HA i 6xHis (Slika 2.)

/_\ B
3

BG1805

Eagl nl

o R

Slika 2. Plazmid pBG1805 (Stuparevi¢, 2010).
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Drugi koristeni plazmid je pPRMS4 dobiven uvodenjem mutacije unutar sekvence SCW4 gena
u prethodno opisanom plazmidu pBG1805 SCW4-HA. Uvedena mutacija je zamjena dijela
sekvence koja kodira za KygR3p (Mmjesto za procesiranje Scw4p pomocu Kex2p proteaze) u

AxgAsz0. Mutacija je uvedena pomoc¢u PCR-a metodom "megapocetnice” (poglavlje 4.2.7.).

3.1.7. Oligonukleotidi

Tablica 2. Oligonukleotidi koriSteni za uvodenje mutacije u gen SCW4 PCR metodom.
Zuto je u oznadena regija za cijepanje restrikcijskim enzimom Sacl, zeleno za cijepanje sa
Hindlll. Plavo oznacene regije u pocetnicama KRuAAforl i KRuAArev1 su unesene mutacije

koje rezultiraju zamjenom KzgR30 U AzgAs0.

naziv pocetnice Sekvenca
primer F 5 CAA AAG CTG GAG CTC CACCGC GGG AACG 3
primer R 5 GAA CTA GAG GAA GAAGCT TGG GAG GAAGAG GAAG 3
KRuAAforl 5 CAC AAG GAC GCG GCG GCT GTG GTC 3
KRuAArevl 5'GAC CAC AGC CGC CGC GTCCTT GTG 3
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3.2. METODE RADA

3.2.1. I1zolacija DNA iz agaroznog gela

Izolacija fragmenta DNA iz agaroznog gela provedena je upotrebom kita za izolaciju

,»QIAquick Gel Extraction Kit* prema uputama proizvodaca ( ,,Qiagen®, Valencia, CA, USA).

3.2.2. Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima
Cijepanja DNA provedena su restirkcijskim enzimima Sacl i Hindlll prema uputama

proizvodaca restrikcijskih enzima (,,New England Biolabs* Ipswich, MA, SAD).

3.2.3. Ligacija plazmidne DNA

Ligacijska smjesa ukupnog volumena od 10 ul se sastojala od 50 ng plazmida (prethodno
pripremljenog restrikcijom pomoc¢u enzima Sacl i Hindlll), 25 ng fragmenta (prethodno
pripremljenog restrikcijom pomoc¢u enzima Sacl i Hindlll), 1 pL 10x koncentriranog pufera
za T4 ligazu i 2.5 U Ty ligaze. U ligaciji je koristen molarni odnos plazmida i fragmenta 1:3.

Smjesa je inkubirana na 4°C preko noci.

3.2.4. Transformacija kompetentnih stanica E. coli

U hladne kivete od 1,5 mL doda se 100 pL suspenzije stanica i do 10 uL. DNA, te se kivete
stave u led 20 min. Nakon toga se 20 sekundi inkubiraju pri 42 °C i ponovno vrate u led
("heatshock™) na 2 minute, zatim se doda 1 mL teku¢e LB-podloge i sve inkubira 1 sat pri 37
°C. Po 200 pL od ove suspenzije i prvog decimalnog razrijedenja, nacijepi se na krute LB-

plo¢e s ampicilinom i inkubira preko no¢i na 37 °C.

3.2.5. Izolacija plazmidne DNA iz bakterije E. coli iz malog volumena podloge ("mini-
prep”)

Izolacija plazmidne DNA iz bakterije E.Coli provedena je pomocu Qiaprep Miniprep kita
prema uputama proizvodaca (,,Qiagen‘ ,Valencia, CA, USA). Plazmidi su izolirani iz stanica
E. coli uzgojenih preko no¢i na 37 °C u 3 mL LB podloge uz dodatak ampicilina u
koncentraciji 100 pg/mL.
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3.2.6. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

Elektroforeza DNA je provedena u 1% agaroznom gelu pripremljenom s TAE -puferom (40
mmol/L TRIS-HAc pH 8,0; 1 mmol/L EDTA). Elektroforeza je provedena pri naponu 5 V/cm
gela, a po njenom zavrsetku gel je uronjen u otopinu etidij-bromida na 15 minuta nakon ¢ega
su vrpce DNA su vizualizirane pomoc¢u UV svjetla na transiluminatoru (Hoefer, Macrovue
UVis-20).

3.2.7. Uvodenje mutacije u gen SCW4 metodom "“megapocetnice”

Za uvodenje mutacije KogR3p U AzgAzp U SCW4 gen PCR metodom "megapocetnice” (Huges,
S., Moody, A., 2007) koristeni su oligonukleotidi prikazani u Tablici 2.

Tablica 2. Oligonukleotidi koriSteni za uvodenje mutacije u gen SCW4 PCR metodom.
Zuto je u oznadena regija za cijepanje restrikcijskim enzimom Sacl, zeleno za cijepanje sa
Hindlll. Plavo oznacene regije u pocetnicama KRuAAforl i KRuAArev1 su unesene mutacije
koje rzultairaju zamjenom KzgR30 U AzgAs0.

naziv
v . Sekvenca
pocetnice
primer F 5'CAA AAG CTG GAG CTC CACCGC GGG AACG 3’
primer R 5"GAA CTA GAG GAA GAA GCT TGG GAG GAA GAG GAAG 3'
KRuAAfor1 5'CAC AAG GAC GCG GCG GCT GTG GTC 3'
KRuAArevl 5'GAC CAC AGC CGC CGC GTCCTT GTG 3'

U prvom koraku je PCR-om koriste¢i plazmid pBG1805 SCW4-HA kao kalup uz upotrebu
parova pocetnica “primer F” i "KRuAArevl” umnozen dio promotorske regije i pocetak SCW4
gena pri ¢emu je u produkt (1. PCR produkt) unesena Zeljena mutacija. U drugom koraku je
koriste¢i plazmid pBG1805 SCW4-HA kao kalup uz upotrebu parova pocetnica “primer R” 1
"KRuAAforl” umnozen dio SCW4 gena nizvodno od mjesta na koje se unosi mutacija i
mutirana regija (2. PCR produkt) (slika 3).

Reakcijska smjesa volumena 50 uL bila je sljedeceg sastava:

pBG1805 SCW4-HA kao kalup 4,00 ng/uL

pocetnice 1,00 pmol/uL

pufer za Taqg polimerazu (10x koncentriran) 5,00 uL

smjesa deoksiribonukleozid-trifosfata (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) 4 x 0,2 uM
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Taq polimeraza jedna jedinica

sterilna deionizirana voda do 50,00 puL

Reakcijska smjesa je denaturirana 5 minuta pri 95°C, te je provedeno 30 ciklusa umnazanja.
Jedan ciklus sastojao se od denaturacije dvolancane DNA (45 sekundi pri 95°C),
komplementarnog sparivanja klica s kalupom (90 sekundi pri 70°C) i sinteze DNA (42
sekundi pri 72°C).

primer F KRuAAforl
—

| I

SCW4a ]

Cm—

KRuAArevl primerR

————
e

Slika 3. Unosenje mutacije u SCW4 gen metodom PCR-a - 1. stupanj. Zelenim
pravokutnikom je oznacena regija u koju je unesena mutacija koja rezultira zamjenom KygRg3o
U A29Aaz0.

Nakon zavrsetka umnazanja produkti su procis¢eni pomocu Kita za procis¢avanje PCR
produkata (QIAquick PCR purification Kit; ,,Qiagen*, Valencia, CA, USA) prema uputstvima
proizvodaca, ¢ime su uklonjeni ostatci nepotrosenih pocetnica i nukleotida, Taq polimeraza i
pufer za Taq polimerazu.

Procisceni produkti su zatim upotrebljeni za drugi krug PCRa, gdje su koristeni kao kalup za
umnazanje umjesto pBG1805 SCW4-HA (slika 4). U reakcijsku smjesu su uzete ekvimolarne
kolic¢ine PCR produkta 1 i 2 (po 100 nmola svakog PCR produkta), pufer za Taq polimerazu
(10x koncentriran), smjesa deoksiribonukleozid-trifosfata, voda i Tag polimeraza u
koli¢inama kao i u prvom krugu PCRa. Reakcijska smjesa je denaturirana 5 minuta pri 95°C,
te je provedeno 15 ciklusa umnazanja. Jedan ciklus sastojao se od denaturacije dvolancane
DNA (45 sekundi pri 95°C), komplementarnog sparivanja PCR produkata 1. i 2. u regijama
koje se preklapaju (90 sekundi pri 70°C) i sinteze DNA (58 sekundi pri 72°C). Na ovaj nacin
je sintetiziran produkt u koji je unesena Zeljena mutacija. Nakon toga je dobiveni produkt
umnozen tako da su u reakcijsku smjesu dodane pocetnice “primer F” 1 "primer R” u

koncentaciji 1,00 pmol/uL i umnaZzanje je nastavljeno u jednakim uvjetima jos 30 ciklusa.
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Dobiveni produkt (3. PCR fragment) je procis¢eni pomocu kita za procis¢avanje PCR

produkata (QIAquick PCR purification Kit; ,,Qiagen*, Valencia, CA, USA).

15 ciklusa umnazanja bez dodatka
vanjskih poéetnica

primer F
——
I 26 W3 | 30 ciklusa umnaZzanja uz dodatak
e — vanjskih pocetnica
primer R

{ J
Y

3. PCR fragment

Slika 4. Unosenje mutacije u SCW4 gen metodom PCR-a - 2. stupanj. Zelenim
pravokutnikom je oznacena regija u koju je unesena mutacija koja rezultira zamjenom KxgR3o
U A29Agz0.

3.2.8. Transformacija stanica kvasca
Jedna kolonija kvasca s krute kompletne podloge prenese se u 10 mL tekuc¢e kompletne

podloge i preko no¢i uz aeraciju inkubira na rotacijskoj tresilici pri 28 do 30 °C tako da
vrijednost ODgg bude izmedu 1 i 2 (tada je kvasac u logaritamskoj fazi rasta). Stanice se
izdvoje centrifugiranjem 5 minuta pri 3000 x g, isperu s 30 mL sterilne deionizirane vode, a
zatim se isperu sa sterilnim TE puferom. Nakon ispiranja, talog stanica resuspendira se u
sterilnom TE puferu tako da ODgoo suspenzije u TE puferu bude izmedu 50 i 60, dodaje se
volumen 0,2 mol/L Li-acetata jednak volumenu TE pufera te se suspenzija inkubira inkubira
60 min na 30 °C na tresilici uz blago mijesanje. Nakon inkubacije, u 100 pL suspenzije
stanica dodaje se 1-10 pL plazmidne DNA i inkubira daljnjih 30 min na 30 °C bez mijesanja.
Ovoj se suspenziji, nakon laganog protresanja, dodaje 145 plL 60%-tne otopine PEG-4000
(prethodno sterilizirane kuhanjem na 95 °C kroz 5-10 min i ohladene na oko 30 °C) tako da
konacna koncentracija PEG-4000 u suspenziji bude 35%. Suspenzija se snazno protrese i
inkubira daljnjih 60 min na 30 °C bez mijesanja. Stanice se nakon toga podvrgnu toplinskom

soku pri 42 °C tijekom 6 min, nakon ¢ega se suspenziji dodaje 1 mL sterilne hladne vode.
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Stanice se odvoje centrifugiranjem 1 min na 8000 x g, talog se ispere s 1 mL sterilne vode te
se resuspendira u 120 uL sterilne vode i nacijepi na krutu selektivnu podlogu. Ploce se nakon
nacijepljivanja inkubiraju u termostatu na 30 °C dok ne izrastu kolonije (48-96 sati).

3.2.9. 1zolacija staniénih stijenki

Stanice kvasca odvojene su od podloge centrifugiranjem 5 minuta na 3000 o/min. Talog je
ispran dva puta u 50 mM Kkalij-fosfatnom puferu pH 8.0, a stanice su resuspendirane u sto
manjem volumenu istog pufera. Stanice su potom razbijene na vorteks mjesalici, uz dodatak
staklenih kuglica promjera 0.4 — 0,6 mm u vremenu od 10 minuta i povremeno hladenje na
ledu. Nakon razbijanja, stijenke su od stani¢nog ekstrakta odvojene centrifugiranjem 5 minuta
na 3000 x g. Talog stani¢cnih stijenki ispran je cetiri puta s 50 mM Kkalij-fosfatnim puferom
pH 8.0.

3.2.10. lzolacija nekovalentno vezanih proteina stani¢ne stijenke

Stani¢ne stijenke su tretirane Laemmli puferom (50mM Tris-HCI pufer pH 6,8, 2 mM Na-
EDTA, 2% SDS, 10% glicerol, 0,001% bromfenol plavo i 5% p-merkaptoetanol) 10 minuta
pri temperaturi 95-100° C. Centrifugiranjem tretirane suspenzije stijenki, 5 minuta na 3000
o/min, odvojen je i sacuvan supernatant koji sadrzi izolirane proteine koji su u stijenku bili

vezani nekovalentnim vezama.
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3.2.11. Izolacija kovalentno vezanih proteina stani¢ne stijenke

Nakon izolacije nekovalentno vezanih proteina stijenke su isprane 4 puta 50 mM K-fosfatnim
puferom pH8 i jedan put vodom te
. Nakon toga suspenzija je centrifugirana 5

minuta na 3000 o/min i odvojen je supernatant koji sadrzi izolirane proteine.

3.2.12. SDS-elektroforeza po Laemmli-u

Proteini izolirani iz stijenke razdvojeni su SDS-elektroforezom po Laemmli-u. Uzorci su
pripremljeni tako da je volumenima od 20 ul SDS i NaOH ekstrakata proteina dodano 5l
pufera za uzorke za elektroforezu po Laemmli-u (50 mM Tris-HCI pH 6,8, 2 mM EDTA I,
2% SDS, 10% glicerol, 0,001% bromfenol plavo i 5% p-merkaptoetanol). Uzorci su

naneSeni na 10% poliakrilamidne ploce za elektroforezu.

Poliakrilamidne ploce za elektroforezu sastoje se od gornjeg gela za sabijanje i donjeg gela za
razdvajanje. Sastav gela za sabijanje je: 4,5% akrilamida, 0,12% N, N' - metilenbisakrilamida,
0,1% SDS-a, 0,075% N, N, N, N'- tetrametiletilendiamina (TEMED) i 7.5% amonij-
persulfata (APS) u 0,5 M Tris-HCI puferu pH 6.8. Sastav 10% gela za razdvajanje je: 10%
akrilamida, 0,3% N, N' - metilenbisakrilamida, 0.1% SDS-a, 0.05% TEMED i 5% APS u 1,5
M Tris-HCI puferu pH 8,8. Elektroforeza je provedena u puferu za elektroforezu (25mM
TRIS-glici

, a elektroforeza je

zaustavljena kada boja dosegne rub ploce.

3.2.13. Prijenos proteina na nitrocelulozu i njihovo specifi¢no obiljezavanje

Nakon zavrSene elektroforeze proteini iz poliakrilamidnog gela elektroforetski su preneseni
na nitroceluloznu membranu. Prijenos je proveden u natrij-karbonatnom puferu (10 mM
NaHCO3;, 3 mM Na,CO3 i 20% metanol), uz stalnu jakost struje od 380 mA tijekom 90
minuta u za to namjenjenom uredaju (Hoefer Pharmacia Biotech Inc). Nakon zavrSenog
prijenosa nitroceluloza je bojena bojom Ponceau S (0,1% Ponceau S u 5%-tnoj octenoj

kiselini). Obojeni standardi oznaceni su grafitnom olovkom, a boja je isprana destiliranom
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vodom.

Za detekciju proteina oznacenih HA antitijelima, nitroceluloza je inkubirana na sobnoj
temperaturi 45 minuta u puferu za blokiranje (50 mM TRIS-HCI pufer pH 7.5, 150 mM NacCl,
0,1% Triton X-100) uz dodatak 1% obrano

proteinima. Slijedila je inkubacija u puferu za blokiranje uz dodatak anti-HA antitijela (3 ul
komercijalnog preparata u 10 ml pufera za blokiranje). Nakon 90 minuta inkubacije,
nitroceluloza je isprana tri puta po 10 minuta puferom za blokiranje. Na tako pripremljenu

nitrocelulozu nanesen je 0,5 ml ECL-Amersham otopine za razvijanje, a kemilumini
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4. REZULTATI

U okviru prijasnjih istrazivanja ustanovljeno je da Scw4p protein stani¢ne stijenke kvasca u
svojoj sekvenci posjeduje mjesto za posttranslacijsko procesiranje Kex2p proteazom (Slika 5)
te da se u stijenku veZe na dva nacina tj. da se moze detektirati i u frakciji kovalentno i u
frakciji nekovalentno vezanih proteina stijenke ( , 2007). Nadalje je ustanovljeno da se
neprocesirana forma Scw4p pretezno nalazi u frakciji kovaletno vezanih proteina, a
neprocesirana u frakciji nekovalentno vezanih proteina (Stuparevié, 2010). Stoga je moguce
da naCin ugradnje proteina u stijenku ovisi upravo o njegovom procesiranju. Kako se
pretpostavlja da do procesiranja dolazi djelovanjem Kex2p proteaze u ovom radu se prvo
ispitalo procesiranje i raspodjela Scw4p u stani¢nim stijenkama divljeg tipa kvasca i kex2

mutanta kojem u stanicama nedostaje Kex2p.

Scwip

MRLSNLIASASLLSAATLAAPANHEHKD KRAVVTTTVOKQTTIIVNGAASTPVAALEENAVVNSAPAAATSTTSSAASY
ATAAASSSENNSQVSAAASPASSSAATSTOSSSSSQASSSSSSGEDVSSFASGVRGITYTPYESSGACKSASEVASDLAQL
TDFPVIRLYGTDCNQVENVFKAKASNCOKVFLGIYYVDQIQODGVNTIKSAVESYGSWDDVTTVSIGNELVNGNOATPS
QVGOYIDSGRSALKAAGYTGPVVSVDTFIAVINNPELCDYSDYMAVNAHAYFDKNTVAQDSGKWLLEQIGRVWTAC
DGKKNVVITESGWPSKGETYGVAVPSKENOQKDAVSAITSSCGADTFLFTAFNDYWKADGAYGVEKYWGILSNE*

Slika 5. Sekvenca proteina Scw4p. Crveno je oznaena signalna sekvenca, a zeleno mjesto

za cijepanje Kex2p proteazom

4.1. Usporedba nacina vezanja Scw4p-HA u stani¢noj stijenci divljeg tipa i kex2 mutanta

Divlji tip kvasca i kex2 mutant, kojem nedostaje Kex2p proteaza, transformiran je plazmidom
BG1805 koji sadrzi gen SCW4 pod kontrolom jakog inducibilnog GAL promotora §to
omogucuje prekomjernu produkciju proteina Scw4p u uvjetima uzgoja na galaktozi. Nakon
uzgoja kvasca izolirani su proteini stani¢ne stijenke ekstrakcijom vru¢im SDS-om te 30mM
NaOH kao S§to je opisano u poglavlju Materijali 1 metode. Protein Scw4p u uzorcima je
detektiran pomocu reakcije hemaglutininskog nastavka i specificnih antitijela (anti-HA)
»Western blot* metodom (opisano u poglavlju Materijali i metode). Rezultati potvrduju da je
Scwdp u stijenku vezan na dva nacina. U SDS ekstraktima, u kojima su izolirani
nekovalentno vezani proteini stijenke, vidljive su dvije proteinske vrpce. Donja vrpca
predstavlja kra¢u formu proteina za koju se pretpostavlja da nastaje procesiranjem ovog
proteina s Kex2p. Gornja vrpca predstavlja neprocesiranu formu koja zbog prevelike

produkcije proteina sa plazmida ostaje nespecificno vezana na stijenku nekovalentnim
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interakcijama. NaOH ckstrakti sadrze proteine koji su bili kovalentno vezani u stijenku, gkde
se moze vidjeti da prevladavaju vrpce neprocesirane forme proteina. Ovakava rezultat se ne
slaze sa prethodno dobivenim rezultatima (Stuparevi¢, 2010) jer se kod kex2 mutanta

ocekivalo da nema procesirane forme Scw4p niti u jednom ekstraktu.

1 2 3 4

Slika 6. Raspodjela Scw4p-HA na procesiranu i neprocesiranu formu. Scw4p-HA je
nakon izolacije iz stani¢ne stijenke analiziran Western blot metodom pomocu antitijela
specificnih na HA oznaku. Linija: 1. Scw4p u SDS ekstraktu stijenki divljeg tipa kvasca; 2.
Scwip u SDS ekstraktu stijenki kex2 mutanata; 3. Scw4p u NaOH ekstraktu stijenki divljeg

tipa kvasca; 4. Scw4p u NaOH ekstraktu stijenki kex2 mutanata.

4.2. Uvodenje mutacije u SCW4 u regiji koja odgovara mjestu za postranslacijsko
procesiranje proteina Kex2p proteazom

Rezultat prethodnog eksperimenta koji pokazuje da u kex2 mutantu ipak dolazi do
procesiranja Scw4p otvara pitanje sudjelovanja Kex2p proteaze u procesiranju. Kako bi se
dodatno ispitali i potvrdili rezultati dobiveni sa kex2 mutantom uvdena je mutacija u SCW4
gen u regiji specifi¢noj za cijepanje Kex2p proteazom, kojom je dio sekvence koja kodira za
K29R30 (mjesto za procesiranje Scw4p pomocu Kex2p proteaze) zamjenjem sekvencom koja
kodira za AAasp. (Slika 5). Mutacija je uvedena pomoc¢u PCR-a metodom “megapocetnice”
kao S§to je opisano u poglavlju Materijali i metode. Veli¢ina dobivenih PCR produkata
prikazana je slici 7. Sljede¢i korak bio je restrikcija plazmida pBG1805 SCW4-HA i PCR
fragmenta sa unesenom mutacijom enzimima Sacl i Hind III, te proc¢iS¢avanje i izolacija
fragmenata iz gela (Slika 8). Nakon toga je provedena ligacija plazmida i fragmenta kao Sto je
opisano u poglavlju Materijali i metode, te transformacija E.coli ligacijskom smjesom (opisno
u poglavlju Materijali i metode). 1z kolonija E.coli koje su porasle na selektivnoj podlozi
nakon transformacije izolirani su plazmidi (kao $to je opisano u poglavlju Materijali i metode)
a uspjeSnost ligiranja fragmenta u plazmid je provjerena restrikcijom dobivenih plazmida

pomocu enzima Sacl i HindIIl. Uspjesnost ugradnje fragmenta sa unesenom mutacijom u
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plazmid se vidi po tome $to su nakon restrikcije izoliranog plazmida dobiveni fragmenti koji

veli¢inom odgovaraju vrpci plazmida i PCR fragmenta koji su stavljeni na ligaciju (slika 9.).

1 2 3 4

Slika 7. Elektroforetska analiza fragmenata umnoZenih PCR-om. Uzorak: 1. standardi A
Hindlll/EcoRlI; 2. 1. PCR fragment dobiven koriStenjem pocetnica “primer F” i "KRuAArev1”
; 3. 2. PCR fragment dobiven koriStenjem pocetnica “primer F” i "KRuAAfor1” ; 4. 3. PCR

fragment dobiven metodom "megapocetnice” (poglavlje Materijali i metode).

Slika 8. Elektroforetska analiza fragmenata pripremljanih za ligaciju. Uzorak: 1. PCR
fragment pripremljen za ligaciju restrikcijom sa Sacl i Hindlll i izolacijom iz gela; 2. plazmid
pripremljen za ligaciju restrikcijom sa Sacl i Hindlll i izolacijom iz gela; 3. standardi
(Fermentas, 1 kb DNA Ladder,0.1 mg DNA/mL)
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1 2 3 45

Slika 9. Elektroforetska analiza plazmida dobivenih ligacijom. Uzorak: 1. PCR fragment
pripremljen za ligaciju restrikcijom sa Sacl 1 HindIIl; 2. plazmid koji je uspje$no ugradio
fragment analiziran restrikcijom sa Sacl i Hindlll; 3. plazmid koji je uspjesno ugradio
fragment analiziran restrikcijom sa Sacl i Hindlll; 4. standardi (Fermentas, 1 kb DNA

Ladder,0.1 mg DNA/mL); 5. plazmid pripremljen za ligaciju restrikcijom sa Sacl i HindllIl.

4.3. Procesiranje i raspodjela nativnog i mutiranog Scw4p-HA u stani¢noj stijenci
divljeg tipa kvasca i kex2 mutanta

Nakon $to je primjenom PCR metode dobiven mutirani gen SCW4 sekvenciranjem plazmida
(Servis za sekvenciranje DNA, Institut Ruder Boskovic¢) je potvrdeno da je mutacija sekvence
KDKR u KDAA uspjesno provedena. Nakon toga su stanice divljeg tipa kvasca
transformirane pripremljenim plazmidom 1 uzgojne u mediju na galaktozi kako bi doSlo do
ekspresije mutiranog SCWA4. Iz stani¢nih stijenki stanica divljeg tipa kvasca i kex2 mutanta
transformiranih plazmidom koji je nosio nativni SCW4 i stanica divljeg tipa transformiranih
plazmidom koji je nosio mutirani oblik SCW4 izolirani su proteini SDS odnosno NaOH
ekstrakcijom. Rezultati su pokazali da unato¢ uvedenoj mutaciji i dalje dolazi do procesiranja
Scw4p, sto se uocava kao prisustvo dviju vrpei u SDS ekstraktu proteina stijenke (slika 10).
Na osnovu ovog rezultat moze se pretpostaviti da u procesiranju Scw4p mora sudjelovati neka

druga proteaza, dok Kex2p najvjerojatnije ne sudjeluje direktno u procesiranju.
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1 2 3 4 5 6

Slika 10. Raspodjela Scw4p-HA na procesiranu i neprocesiranu formu. Scw4p-HA je
nakon izolacije iz stani¢ne stijenke analiziran Western blot metodom pomocu antitijela
specifi¢cnih na HA oznaku. Linija: 1. nativni Scw4p u SDS ekstraktu stijenki divljeg tipa
kvasca; 2. mutirani Scw4p u SDS ekstraktu stijenki divljeg tipa kvasca; 3. nativni Scw4p u
SDS ekstraktu stijenki kex2 mutanata; 4. nativni Scw4p u NaOH ekstraktu stijenki divljeg
tipa kvasca; 5. mutirani Scw4p u NaOH ekstraktu stijenki divljeg tipa kvasca; 6. nativni

Scw4p u NaOH ekstraktu stijenki kex2 mutanata.

4.4. Procesiranje i raspodjela nativnhog i mutiranog Scw4p-HA u stani¢noj stijenci
divljeg tipa kvasca i kex2 mutanta tijekom uzgoja pripH4ipH 7

Kako je prethodnim eksperimentom ustanovljeno da se Scw4p procesira unato¢ nedostatku
Kex2p u stanici, te unato¢ mutaciji unutar sekvence karakteristicne za cijepanje Kex2p
proteinom, u sljede¢em se eksperimentu pokusalo ustanoviti koji bi proteoliti¢ki enzim mogao
biti odgovoran za procesiranje Scw4p. U literaturi su pronadeni podaci da prakti¢ki jednaku
aminokiselinsku sekvencu za procesiranje koriste i proteaze iz porodice japsina te da im je
dovoljno 1 prisustvo samo jednog bazi¢nog ostatka za procesiranje (Komano i sur., 1999).
Buduéi da je u mutiranoj formi ostao jedan bazi¢ni ostatak (KDAA) unutar sekvence za
procesiranje postoji mogucnost da su japsinske protaze te koje provode procesiranje. U
literaturi je takoder objavljena 1 pretpostavka da se japsinske proteaze aktiviraju
procesiranjem pomocu Kex2p (Komano i Fuller, 1995) dok u kiselom mediju (pH <4)

podlijezu i autokataliti¢koj aktivaciji (WOolIff i sur., 1996; Lin i sur., 2000).

Stoga se u sljede¢em eksperimentu proveo uzgoj stanica divljeg tipa transformiranih
plazmidom koji je nosio nativni odnosno mutirani SCW4, te kex2 mutanta transformiranih
plazmidom koji je nosio nativni SCW4 u razli¢itim pH uvjetima tj. pri pH 4 i pH 7. Nakon
izolacije i provedene analize proteina izoliranih iz stijenki ustanovljeno je da pri uzgoju

stanica u kiselim uvjetima (pH 4) dolazi do procesiranja i nativnog i mutiranog Scw4p
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jednako kao 1 tijekom uzgoja u nepuferiranom mediju, Sto je bilo 1 za ocekivati obzirom da
stanice kvasca tijekom rasta u nepuferiranom mediju spustaju pH medija na pH 3 - 4.
Medutim, nakon uzgoja stanica pri pH 7 ustanovljeno je da u SDS ekstraktu proteina stijenki
kex2 mutanta prevladava neprocesirani oblik proteina, dok se mutirani oblik Scw4p pri ovom

pH uopce nije procesirao (slika 11).

Slika 11. Raspodjela Scw4p-HA na procesiranu i neprocesiranu formu tijekom uzgoja
pri pH 7. Scw4p-HA je nakon izolacije iz stani¢ne stijenke analiziran Western blot metodom
pomocu antitijela specifi¢énih na HA oznaku. Linija: 1. nativni Scw4p u SDS ekstraktu stijenki
divljeg tipa kvasca; 2. mutirani Scw4p u SDS ekstraktu stijenki divljeg tipa kvasca; 3. nativni
Scwidp u SDS ekstraktu stijenki kex2 mutanata; 4. nativni Scw4p u NaOH ekstraktu stijenki
divljeg tipa kvasca; 5. mutirani Scw4p u NaOH ekstraktu stijenki divljeg tipa kvasca; 6.
nativni Scw4p u NaOH ekstraktu stijenki kex2 mutanata.
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5. RASPRAVA

Kvasac Saccharomyces cerevisiae u kojega se
tradicionalno proucavaju biokemijski procesi eukariotske stanice. Njegovu vanjsku ovojnicu
¢ine polisaharidi glukan i hitin te oko tridesetak razli¢itih manoproteina za koje se smatra da

sudjeluju u izgradnji i promjenama stijenke tijekom rasta. Stani¢na stijenka je vrlo dinamié¢

. Neki proteini stijenke sudjeluju
u aglutinaciji haploidnih stanica prilikom parenja te u flokulaciji, a mnogima je funkcija jo$
uvijek nepoznata. Proteini su u stijenku vezani na najmanje tri razli¢ita nacina, a dijele se na
nekovalentno i kovalentno vezane protei

no enzimi s glikozidaznom ili transglikoz , @ 0vaj nac

inu vezanja u stijenku. Prvu skupinu ¢ini

dvanaest proteina vezanih za B-1,6-glukan preko ostatka glikozilfosfatidil-inozitol (GP

jedino pripravcima glukanaza. Drugu skupinu kovalentno vezanih proteina ¢ini porodica PIR

(Proteins with Internal Repeats) proteina. U stijenku su vezani esterskom vezom izmed -

- - u 30 mM
NaOH. Disrupcijom sva cetiri PIR gena, u NaOH ekstraktu zaostaje proteinska vrpca veli¢ine
67 kD $to odgovara molekulskoj masi Scw4p 1 ScwlOp, koji su ranije detektirani medu

nekovlentno vezanim proteinima. Disrupcijom SCW4 gena u cetverostrukom PIR mutantu

pokazano je da je protein koji zaostaje u NaO , 2007), sto znaci da
je vezan u stijenku na dva na¢ bi znacilo da mora
postojati Cetvrti nac¢ ., 2010).
Scw4p i Scwl0 e sekvencu karakteristi¢nu za procesiranje proteazom Kex2p

(Mr3a i sur., 1997) i nekovalentnim interakcijama su u stijenku vezani
, 2010; Yin , 2005).

Ovaj rad predstavlja nastavak istraz ina ugradnje Scw4p u stijenku, pri cemu se
pretpostavlja da je razli¢it nafin ugradnje najvjerojatnije posljedica procesiranja ovoga
proteina. Obzirom na prisustvo sekvence karakteristicne za procesiranje Kex2p proteazom

prvo je ispitano procesiranje i raspodjela Scw4p u stani¢nim stijenkama divljeg tipa kvasca i
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kex2 mutanta. Divlji tip kvasca je transformiran plazmidom BG1805 koji sadrzi gen SCW4

proteina Scw4p u uvjetima uzgoja na galaktozi. Ovaj konstrukt iza SCW4

- nim
antitijelima za taj nastavak Western blot metodom. Nakon izolacije kovalentno i nekovalentno
vezanih proteina stijenke, potvrdeno je da je Scw4p vezan u stijenku na dva nacina tj. i
kovalentnim i nekovalentnim interakcijama. U SDS ekstraktima, koji sadrze nekovalentno
vezane protein, nalaze se dvije vrpce Scw4p. Donja vrpca predstavlja kra¢u formu proteina
koja nastaje procesiranjem Scw4p proteina s Kex2p ili nekom drugom proteazom, dok je
prisustvo vece, neprocesirane forme proteina vjerojatno posljedica prevelike produkcije
proteina sa plazmida koji se u stanici nalazi u velikom broju kopija (Slika 6.). U NaOH
ekstraktima (Slika 6.) koji sadrze kovalentno vezane proteine prisutni su tek tragovi donje
vrpce, dok je izrazito vidljiva samo gornja vrpca, tj. neprocesirana forma. Ovakava rezultat se
ne slaze sa prethodno dobivenim rezultatima (Stuparevié, 2010) jer se kod kex2 mutanta
oc¢ekivalo da nema procesirane forme Scw4p niti u jednom ekstraktu. Na osnovu ovakvog
rezultata postavlja se pitanje da li Kex2p proteaza uopce sudjeluje u procesiranju Scw4p.
Kako bi potvrdili i razjasnili rezultate dobivene u prvom eksperimentu sljede¢i korak u ovom
radu bio je uvodenje mutacije u SCW4 gen u regiju koja je specificna za cijepanje Kex2p
proteazom. Upotrebom PCR metode u SCW4 gen je uvedena mutacija kojom je zamjenjen dio
sekvence koja kodira za KygR3 sa sekvencom koja kodira za AzAsg, kao §to je opisano u
poglavlju Materijali i metode. Nakon §to je sekvencioniranjem gena potvrdeno da je mutacija
uspjesno provedena, stanice kvasca divljeg tipa su transformirane dobivenim plazmidom te
uzgojene u mediju s galaktozom kako bi doslo do ekspresije mutiranog SCW4. Proteini
izolirani iz stijenki divljeg tipa kvasca i kex2 mutanta transformiranog s nativnim SCW4, te
divljeg tipa kvasca transformiranog s mutiranim SCW4 analizirani su Western blot analizom.
Dobiveni rezultati pokazuju kako i unato¢ mutaciji uvedenoj u mjesto za procesiranje s Kex2p
dolazi do procesiranja Scw4p, Sto se vidi u obliku dvije vrpce u SDS ekstraktu proteina (Slika
10). Prisutnost proteinske vrpce koja odgovara procesiranoj formi Scw4p i u kex2 mutantu
kao 1 u slucaju kad je mjesto za procesiranje ovom proteazom izmjenjeno znaci da je za
procesiranje odgovorna neka druga proteaza, odnosno da Kex2p proteaza najvjerojatnije ne
sudjeluje direktno u procesiranju Scw4p proteina. Stoga se u sljede¢em koraku pokusalo
ustanoviti koji bi proteoliticki enzim mogao biti odgovoran za procesiranje Scw4p.
Pretrazivanjem literature ustanovljeno je da prakticki istu aminokiselinsku sekvencu koriste 1

proteaze iz porodice japsina, ali da imaju sposobnost cijepanja polipeptidnog lanca i iza samo
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jednog bazi¢nog ostatka (Komano i sur., 1999). Obzirom da je u mutiranoj formi SCW4
dobivenoj zamjenom sekvence koja kodira za Ky7D2sK29R3p sa sekvencom koja kodira za
K27D2s8A20A30 u 0voj regiji ostao jedan baziéni lizinski ostatak (KDAA) postoji moguénost da
su japsinske proteaze odgovorne za procesiranje Scw4p iza tog preostalog ostatka. Nadalje u
literaturi je objavljena i pretpostavka da se japsinske proteaze aktiviraju procesiranjem
pomo¢u Kex2p (Komano i Fuller, 1995) dok su u kiselom mediju (pH<4) podlozne
autokatalitickoj aktivaciji (Wolff i sur., 1996; Lin i sur., 2000). Stoga bi Kex2p mogla biti
indirektno ukljucena u procesiranje Scw4p, a a na procesiranje bi mogao utjecati i pH medija
u kojem se kvaca uzgaja.Stoga je u sljedecem eksperimentu proveden uzgoj stanica divljeg
tipa kvasca i kex2 mutanta transformiranih s nativnim SCW4 te stanica divljeg tipa kvasca
transformiranih s mutiranim SCW4 u razli¢itim uvjetima pH, tj. pri pH4 i pH7. Nakon
izolacije stijenki i provedene analize proteina, ustanovljeno je da prilikom uzgoja stanica
kvasca u kiselom mediju (pH4) dolazi do procesiranja nativnog i mutiranog Scw4p §to se
ocituje kroz pojavu dviju vrpci u SDS ekstraktu (nije prikazano.). Ovi rezultati se podudaraju
s onima dobivenim prilikom uzgoja stanica kvasca u nepuferiranom mediju (Slika 6. ) §to se i
moglo ocekivati obzirom da stanice tijekom rasta spustaju pH medija na pH 3-4. Rezultati
dobiveni prilikom uzgoja stanica kvasca pri pH7 pokazuju kako u SDS ekstraktu proteina
stijenki kex2 mutanta prevladava neprocesirani oblik proteina (Slika 11.) $to bi moglo biti
posljedica nedostatka Kex2p koja bi aktivirala japsinske proteaze i izazvala procesiranje, dok
autokatalitiCka aktivacija japsina pri ovom pH nije moguca. Mutirani oblik Scw4p pri ovom
pH se uopce nije procesirao Sto se vidi iz pojave prakticki samo jedne vrpce u SDS ekstraktu
proteina stijenke (Slika 11.). U SDS ekstraktu proteina stijenki divljeg tipa kvasca s nativnim
SCWA4 prisutna je procesirana forma, budu¢i da je Kex2p proteaza prisutna te moze aktivirati
japsine.

Na osnovu ovih rezultata moze se zakljuciti kako su u procesiranje Scw4p najvjerojatnije
ukljucene japsinske proteaze koje za procesiranje koriste prakticki jednak aminokiselinski
slijed kao i Kex2 proteaza. Pri tome izgleda da je za procesiranje dovoljan i samo jedan
bazi¢ni aminokiselinski ostatak, ali da je efikasnost cijepanja tada smanjena obzirom da kod
pH 7 prakticki nema procesiranja mutiranog oblika Scw4p koji ima samo jedan bazi¢ni
ostatak. Ovi rezultati se slazu sa literaturnim podacima da se aktivacija japsinskih proteaza u
neutralnom mediju odvija djelovanjem Kex2p, dok u kiselom mediju dolazi do njihove

autokataliticke aktivacije.

U daljnjim istrazivanjima je potrebno ove rezultate potvrditi konstruiranjem SCW4 sa
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potpuno izmjenjenom sekvencom za procesiranje (KDKR u AAAA) te ekspresijom mutiranih
oblika Scw4p u kex2 mutantu i mutantima kvasca kojima su deletirani geni koji kodiraju za
japsinske proteaze.
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6. ZAKLJUCCI

Scw4p se u stani¢noj stijenci nalazi u procesiranoj i neprocesiranoj formi pri ¢emu se
procesirana forma u stijenku ugraduje nekovalentnim, a neprocesirana kovalentnim

vezama.

Ulogu u procesiranju Scw4p imaju japsinske proteaze i Kex2p.

Na osnovu dobivenih rezultata moze se pretpostaviti da Kex2p sudjeluje u aktivaciji

japsinskih proteaza koje zatim procesiraju Scw4p.

Za procesiranje Scw4p je dovoljna i prisutnost samo jednog bazi¢nog aminokiselinskog

ostatka u regiji za procesiranje, ali je efikasnost procesiranja tada smanjena.
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9.SAZETAK

Iva Canak

Ispitivanje uloge Kex2p proteaze u procesiranju proteina

Scwidp kvasca Saccharomyces cerevisiae

Stani¢na stijenka kvasca Saccharomyces cerevisiae je slozena struktura, koja stanici daje
oblik i ¢vrstocu te selektivno propusta razli¢ite molekule u i iz stanice.To je ekstracelularna
organela gradena od polisaharida glukana 1 hitina te viSe od tridesetak razli¢itih manoproteina.
Veéina proteina se moze ukloniti iz stijenke bez letalnih posljedica za stanicu ili utjecaja na
oblik stanice i njenu osmotsku stabilnost. Scw4p je karakteriziran kao nekovalentno vezan
protein stijenke kojega je e ekstrahirati u eg SDS-a u im
uvjetima (Mrsa i sur., 1997), no jedna frakcija proteina je kovalentno vezana u stijenci kvasca
I izolacija je a u 30mM NaOH ( i sur., 2007). Nekovalentno vezana
forma ima manju molekulsku masu od kovalentno vezane, pa se pretpostavlja da je razlika u
nacinu ugradnje u stijenku posljedica procesiranja ( , 2010). Fragment koji se
odcjepljuje a 11 aminokiselina na N-terminalnom kraju proteina, a odcjepljuje se iza
karakteristicne Lysyo-Argsp (Kz9R30) sekvence. Upravo je ta sekvenca supstrat proteaze
Kex2p, ali i japsinskim proteazama.

U ovom radu je usporeden nac¢in vezanja Scw4p-HA u stani¢nu stijenku divljeg tipa kvasca i
kex2 mutanta. Zatim je ispitan utjecaj uvodenja mutacije zamjenom sekvence koja kodira za
K27D2sK2gR30 sa sekvencom koja kodira za Ky7D2sA20A30 U regiji za procesiranje Scw4p na
raspodjelu Scw4p-HA u stani¢noj stijenci divljeg tipa i kex2 mutanta, te na koji nacin uzgoj

pri razlicitom pH utjece na procesiranje Scw4p kod divljeg tipa kvasca i kex2 mutanata.

Kljucne rijeci: stani¢na stijenka kvasca, proteini, Kex2p, mutant
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10. SUMMARY

Iva Canak
The role of Kex2 protease in processing Scw4p protein in yeast Saccharomyces cerevisiae

The cell wall of yeast Saccharomyces cerevisiae is a complex structure, which gives the cell
shape, strength and selectivity. This is the organelle made up of chitin and glucan
polysaccharides and more than thirty different manoproteins. Most proteins can be removed
from the cell wall without lethal consequences for the cell or impact on the cell shape or
osmotic stability. Scw4p is classified as a noncovalently linked protein which is possible to
extract with hot SDS under reducing conditions (Mrsa et al., 1997), but one fraction of
Scw4p is shown to be covalently bound to the yeast cell wall (Teparic et al., 2007).
Noncovalently bound form has smaller molecular weight than covalently bound one, s

, 2010). Processing
occurs after first 11 aminoacids at N-terminal end of protein, after characteristic sequence
Lys29-Argso (K29R30). This sequence is substrate for both Kex2p and yapsin proteases.
In this work the binding mode of Scw4p-HA in the cell wall of wild-type and kex2 mutant
yeast was compared. After that mutation was introduced in SCW4 by replacing sequence that
encodes Ky7D2sK29R30 with sequence that encodes K;7D2sK29A30 in the region for processing.
Finnaly, the impact of that mutation on the distribution of Scw4p-HA in the cell wall was
examined, as well as the impact of different pH of growing media on processing Scw4p in

wild-type yeast and kex2 mutant.

Key words: yeast cell wall, proteins, Kexp, mutant
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