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1. Uvod

Proteostaza podrazumijeva uravnotezen odnos izmedu sinteze proteina, odrzavanja njihove
konformacije te degradacije oStecenih proteina. Molekularni Saperoni jedni su od glavnih
regulatora proteostaze. Kada dode do poremecaja proteostaze i proteini vise ne mogu odrzavati
svoju nativnu strukturu i obavljati funkciju, mora do¢i do njihovog ponovnog smatanja ili
uklanjanja takvih oSte¢enih proteina kroz agregaciju i degradaciju. Neuspjesno uklanjanje
oSte¢enih ili nepravilno smotanih proteina moze rezultirati inaktivacijom funkcionalnih
proteina, ali i smréu stanice.

Do sada je odnos izmedu proteostaze i drugih stani¢nih puteva slabo istrazen i uloga
molekularnih $aperona u regulaciji metaboli¢kih puteva nije poznata. No U najnovijim
istrazivanjima pojavila se potreba za pomicanjem fokusa sa dobro poznate uloge Saperona u
homeostazi proteina na njihovu ulogu u metabolizmu stanice i mitohondrijskoj aktivnosti.
Saperon Hsp42 iz skupine sHsp (eng. Small heat-shock proteins) nalazi se u citosolu stanica
kvasca Saccharomyces cerevisiae koji je koristen kao modelni organizam u ovom istrazivanju.
Do sada je poznato da ukoliko je saperon Hsp42 deletiran replikativni Zivotni vijek kvasca se
utrostrucuje, a stanice aktiviraju odgovor srodan onome u uvjetima kalorijske restrikcije,
usprkos obilju glukoze koja je prisutna u mediju. Budu¢i da je glikoliticka aktivnost kod takvih
deletanata smanjena to znaci da se stanice moraju prebaciti na drugi izvor ugljika, npr. poja¢ano
aktivirati oksidaciju masnih kiselina, a glukozu usmjeravati u neki drugi metaboli¢ki put koji
Ju moze iskoristiti.

Iz navedenih razloga u sklopu ovog diplomskog rada napravljene su i istrazene delecije gena
snfl i zwfl u laboratorijskom soju koji je imao deletiran gen za $aperon Hsp42, §to je rezultiralo
proizvodnjom sojeva s dvostrukom delecijom gena: Ahsp42Asnfl te Ahsp42Azwfl. Gen zwfl
kodira za enzim glukoza-6-fosfat-dehidrogenazu koji je najvazniji enzim puta pentoza-fosfata
te je pokazano da njegova prekomjerna ekspresija Stiti stanice od oksidativnog stresa. Gen snfl
kodira za kataliticku podjedinicu kinaze Snfl koja je jedan od glavnih regulatora metabolizma
glukoze u kvascu, a ujedno i ortolog kinaze aktivirane 5'-adenozin monofosfatom (AMPK) u
sisavaca. U uvjetima kada nema glukoze u mediju ili je ima vrlo malo, kinaza Snfl se aktivira
fosforilacijom, a upravo je Snfl/AMPK aktivacija esencijalna za produljenje Zivotnog vijeka
koje je primije¢eno kod pojacane ekspresije nekih Saperona. Za dobivanje mutanata koristena
je metoda inaktivacije gena delecijskom kazetom, a u svrhu njene konstrukcije odredeni

fragmenati DNA su razgradeni restrikcijskim enzimima, umnozeni lan¢anom reakcijom



polimeraze (PCR, eng. Polymerase chain reaction), povezani pomo¢u T4 DNA-ligaze i
transformirani u kvasceve stanice soja Ahsp42. Kako bi se identificirala aktivnost Snfl u
deletantu Ahsp42 mjerena je razina fosforilacije Snfl tehnikom western blot. Na svim sojevima
takoder je mjerena koli¢ina stani¢nog ATP-a, stupanj karbonilacije proteina, razina reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS, eng. Reactive oxygen species) te frekvencija mutacija. Za sve mutante
mjeren je kronoloski zivotni vijek. U radu su prikazani i rezultati analize diferencijalne

ekspresije gena dobivene metodom kvantitativne lancane reakcije polimeraze (QPCR).



2. Literaturni pregled

2.1 Biosinteza proteina i njihovo smatanje

Proteini su najsvestranije makromolekule u stanicama i opseg funkcija koje obavljaju zaista je
velik. Mogu djelovati kao katalizatori biokemijskih reakcija (enzimi), odreduju oblik i
strukturu stanice, sudjeluju u transportu iona kroz membranu, pohranjuju druge molekule ili
ione, pruzaju imunolosku zaStitu, prenose ziv€ane impulse, kontroliraju stani¢ni rast i
diferencijaciju, sudjeluju u stani¢noj signalizaciji i stanicnom prepoznavanju (hormoni), a
postoje i motoricki proteini koji reguliraju brzinu i snagu kontrakcije misic¢a. Za proteine koji
imaju slican aminokiselinski slijed ili strukturu te obavljaju sli¢nu funkciju kazemo da pripadaju

istoj obitelji proteina.t

Regulirana biosinteza stani¢nih proteina glavni je preduvjet za normalno funkcioniranje
organizma. Svrha geneti¢kog materijala je stoga kodirati za proizvodnju proteina u pravom tipu
stanice, u pravom trenutku i u to¢no odredenim koli¢inama. Biosintezi proteina prethodi
transkripcija gena u molekulu glasnicke RNA (eng. messenger RNA, mRNA), posredovana
RNA-polimerazom. Na ribosomu, u procesu kojeg nazivamo translacijom, sekvenca nukleotida
molekule mRNA prevodi se u redoslijed aminokiselina u polipeptidu. Takav redoslijed naziva
se primarnom strukturom proteina. Ribosomi su makromolekulski kompleksi koje ¢ine velika
i mala podjedinica, a gradeni su od proteina i ribosomske RNA (rRNA). Bakterijski ribosom
¢ine 30S 1 50S podjedinica, dok se eukariotski sastoji od 60S i 40S podjedinice. Nazivi
podjedinica potjecu od brzine kojom te podjedinice taloze kada se na njih primjeni centrifugalna
sila, odnosno sedimentacijskog koeficijenta (S). Eukariotski ribosomi se od bakterijskih, osim
strukturno, razlikuju i po smjestaju unutar stanice jer uz citosolne ribosome kod eukariota

postoje i mitohondrijski.?

Za uspjes$nu biosintezu proteina mora prvo do¢i do aktivacije aminokiselina. Ona se odvija u
dva koraka, a katalizirana je enzimima koji se zovu aminoacil-tRNA sintetaze (aaRS). U prvom
koraku se aminokiselina aktivira pomoc¢u ATP-a pri ¢emu nastaje aminoacil-adenilat i zatim se
u drugom koraku prenosi na odgovaraju¢u tRNA (eng. transfer RNA). Aminoacil-tRNA-
sintetaze sastoje se od kataliticke domene koja uz aktivaciju aminokiseline Kkatalizira i

esterifikaciju tRNA te supstrat-vezne domene koja omogucuje prepoznavanje i vezanje



pripadne tRNA. Pojedine aminoacil-tRNA-sintetaze mogu posjedovati i dodatne domene npr.,

domene za hidrolizu nepravilno aminoaciliranih tRNA (eng. proofreading ili editing domains).2

Kao i transkripcija, proces translacije se moze promatrati kroz tri stupnja: inicijaciju, elongaciju
I terminaciju, a u skladu s tim postoje tri vezna mjesta za tRNA na ribosomu, P, A i E mjesto.
Tijekom faze inicijacije, ribosomske podjedinice, mRNA i inicijacijska tRNA, koja nosi prvu
aminokiselinu, stvaraju kompleks. U P mjestu na ribosomu se nalazi startni kodon AUG kojeg
prepoznaje specifi¢na inicijacijska formilmetionil-tRNA™et (fMet-tRNA™®), Inicijacijska
tRNA je jedina tRNA koja se veze u P mjesto ribosoma. Za faze elongacije aminoacil-tRNA se
veze u A mjesto na ribosomu, ribosom se pomice duz mRNA u smjeru 5' = 3', a polipeptidni
lanac se produljuje stvaranjem peptidnih veza izmedu aminokiselina. Deacilirana tRNA se
pomice u E mjesto na ribosomu. Terminacija nastupa Citanjem translacijskog STOP kodona na
MRNA pomocu faktora otpustanja, §to poti¢e hidrolizu esterske veze izmedu polipeptida i
tRNA, pri ¢emu novosintetizirani lanac disocira s ribosoma. Ovaj mehanizam je prikazan na
Slici 2.1.

vezanje
aminoacil-tRNA

stvaranje
peptidne veze

Elongacijsk
faktor G

GDP + P,

translokacija

-

Slika 2.1. Pojednostavljeni mehanizam biosinteze proteina. Ciklus poc¢inje vezanjem inicijacijske tRNA
u P mjesto na ribosomu. Zatim se aminoacil-tRNA veze u A mjesto na ribosomu. Dolazi do stvaranja
peptidne veze izmedu dvije aminokiseline. Pomoc¢u elongacijskog faktora G dolazi do translokacije
MRNA i deacilirana tRNA se pomice u E mjesto na ribosomu odakle moze disocirati s kompleksa.

Preuzeto i doradeno iz [1].



Bitno je napomenuti da se proces translacije razlikuje kod prokariota i eukariota u nekoliko
stvari. Kod eukariota, za inicijaciju translacije potrebno je nekoliko dodatnih inicijacijskih
faktora. Takoder, eukariotska mRNA nema nukleotidni slijed Shine-Dalgarno koji kod
bakterija ozna¢ava mjesto vezanja 30S ribosomske podjedinice. Shine-Dalgarno sekvenca je
komplementarna sekvenci u 16S rRNA unutar 30S podjedinice pa izmedu mRNA 1 ribosoma
nastaju vodikove veze. Kod eukariota inicijacijska tRNA aminoacilira se metioninom koji se

ne formilira, a translacija zapo¢ine prvim AUG signalom s 5'-kraja mRNA.2

U Zivim stanicama, novosintetizirani proteini se ne nalaze u linearnoj konformaciji ve¢, kako
bi postali funkcionalni, poprimaju kompaktni 3D-oblik. Glavnu ulogu u odredivanju takve
tercijarne strukture imaju kemijska svojstva aminokiselina. Zbog interakcija poput vodikovih
veza, aminokiseline stvaraju sekundarne strukture od kojih su najpoznatije o-zavojnice i -
plo¢e. Takve sekundarne strukture se zatim, uslijed hidrofobnosti i/ili polarnosti bo¢nih

ogranaka aminokiselina koje ih grade, dalje oblikuju u tercijarne strukture.?

No, nakon sinteze vecine proteina ne¢e odmah nastupiti njihovo spontano smatanje. Postoje
specijalizirani proteini ¢ija zadac¢a je upravo pomagati i kontrolirati pravilno smatanje drugih
proteina, a zovu se molekularni $aperoni. Oni su prisutni u svim vrstama organizama, od
bakterije do covjeka. Za sada su dobro istrazene dvije vece skupine Saperona; prvu skupinu ¢ine
Saperoni nazvani prema svojoj molekulskoj masi, ¢lanovi Hsp70 i Hsp90 obitelji proteina, dok
drugu skupinu ¢ine Saperonini. Proteini iz prve skupine ¢esée su prisutni u stanicama gdje je
stres izazvan povisenom temperaturom pa su dobili i naziv heat shock proteini. Osim $to Stite
proteine koji su denaturirani uslijed povisenja temperature, ponekad i sprje¢avaju preuranjeno
smatanje proteina koji se prije smatanja moraju prvo translocirati kroz membranu.® Struktura,

nacin regulacije Saperona i njhova uloga detaljnije su opisani u poglavlju 2.3.

Saperonini su proteinski kompleksi koji su potrebni velikom broju proteina koji se u normalnim
uvjetima ne mogu spontano smotati. Postoje dvije skupine Saperonina, jednostavno nazvane
Skupina I i Skupina Il. Procjenjuje se da u normalnim uvjetima 10-15% stani¢nih proteina u
bakteriji Escherichia coli zahtjeva asistenciju sustava Saperonina iz Skupine |, zvanog
GroEL/GroES, dok u uvjetima temperaturnog stresa takvu pomo¢ zahtjeva ¢ak 30% proteina.
Ciklus vezanja i otpustanja supstrata u kompleksu GroEL/GroES alosteri¢ki je reguliran
vezanjem ATP-a i njegovom hidrolizom. Kooperativnim vezanjem ATP-a na GroEL dolazi do
niza konformacijskih promjena koje uzrokuju asocijaciju s GroES, popra¢enu otpustanjem

supstrata s hidrofobnih regija u hidrofilne kaveze u GroEL. Dakle, proteini koji nisu smotani se



vezu u kaveze kompleksa GroEL, koji se zatim zatvaraju pomocu GroES ,,poklopca“ (Slika
2.2).2 Drugu skupinu $aperonina (Skupina 1) ¢ine eukariotski $aperonini Koji su puno slabije
istrazeni. TriC/CCT (eng. TCP-1 Ring Complex) je eukariotski Saperoninski kompleks koji se
sastoji od dva prstena s osam razlicitih podjedinica. Kao i kod kompleksa GroEL/GroES i kod
TriC/CCT postoje faze izmjene otvorenih i zatvorenih stanja, a vezanje proteina u kaveze je
kljuéno za njihovo smatanje. TriC pomaze smatanju velikog broja citosolnih proteina te

proteina koji ¢ine citoskelet, tubulina i aktina.*

otvoreno stanje

B ' domena

intermedijera

ekvatorijalna
domena

GroEL (otvoreni) GroEL-GroES

Slika 2.2. Strukturna $aperonina iz Skupine I. Kristalna struktura GroEL (lijevo, PDB 1SS8) i kompleksa
GroEI-GroES (desno, PDB 1PF9). Istanknute su konformacijske razlike podjedinica GroEL u

zatvorenom i otvorenom stanju. Preuzeto i doradeno iz [4].

Ukoliko se proteini ne smataju pravilno do¢i ¢e do njihove agregacije te nakupljanja agregata
u odredenim dijelovima stanice. To moze uzrokovati defekte u prijenosu stani¢nih signala,
transportu proteina, imunoloskom prepoznavanju te stani¢noj organizaciji. Pokazalo se da se
neurodegenerativne bolesti poput Huntingtonove, Alzheimerove i Parkinsonove bolesti te
dijabetesa tipa Il, mogu povezati s kroni¢nom ekspresijom pogresno smotanih ili agregiranih

proteina.®



2.2 Poremecaj proteostaze 1 uobi¢ajeni stanicni odgovori na stres

Homeostaza proteina, tzv. proteostaza, podrazumijeva uravnotezen odnos izmedu biosinteze
proteina, odrzavanja njihove konformacije te degradacije i uklanjanja oSte¢enih proteina. U
proteostazi sudjeluju molekularni $aperoni, masSinerije za degradaciju proteina te proteini
stani¢énog odgovora na stres (eng. Stress-response pathways). Oni u sklopu mehanizama za
kontrolu kvalitete nadziru smatanje, koncentraciju, stani¢nu lokalizaciju i medusobne
interakcije proteina od trenutka njihove sinteze na dalje, a sve u svrhu o¢uvanja funkcionalnosti

i stabilnosti proteoma.®

Jedan od nacina kontrole kvalitete proteoma je kontrola na ribosomu prije i tijekom samog
procesa sinteze proteina. To je ujedno i najbolji nacin za sprjeCavanje proizvodnje oste¢enih
proteina i njihovog nakupljanja jer se pogreske kontroliraju usputno kako protein nastaje.
Smatra se da priblizno 300 proteina sudjeluje u procesu eukariotske translacije kako bi se
osigurala u¢inkovitost, preciznost i kvaliteta novonastalih polipeptida. Pokazano je da se kod
proteina koji posjeduju veée hidrofobne regije sklone agregaciji usporavanjem translacije
olaksava interakcija Saperona i novosintetiziranog proteina $to sprje¢ava potencijalno stvaranje
agregata. Dakle, uslijed stresa poput temperaturnog Soka, negativne promjene energetskog
statusa ili nedostupnosti nutrijenata u stanici, u pojedinim organelima kao $to su mitohondriji i
endoplazmatski retikulum aktiviraju se kinaze koje signaliziraju da se treba smanjiti brzina

translacije proteina i tako omogu¢iti $aperonima vise vremena za djelovanje.®

Sljede¢i na¢in kontrole kvalitete oslanja se na proofreading sposobnost enzima aminoacil-
tRNA-sintetaza. Aminokiseline su relativno malene molekule koje nemaju dovoljno izrazene
razlike u strukturi na temelju kojih ih aaRS mogu vrlo precizno razlikovati. Stoga su aaRS
razvile mehanizme popravka vlastitih pogresaka koji omogucavaju hidrolizu aminoacil-
adenilata nastalog aktivacijom pogresne aminokiseline ili misacilirane tRNA. U skladu s tim
postoje dva tipa popravka pogreske: popravak pogreske prije prijenosa aminokiseline Koji se
odnosi na hidrolizu aminoacil-adenilata i popravak pogreske nakon prijenosa aminokiseline

koji se odnosi na hidrolizu misacilirane tRNA.%7

Treba napomenuti da postoji tendencija da se krivo smotani i agregirani proteini lokaliziraju u
zasebne odjeljke u stanici. Time se pokusava smanjiti mogucnost da takvi proteini uzrokuju
oStecenja na visoj razini ili da nepovoljno utjecu na druge proteine u stanici. Posljedica toga je

postojanje mehanizama popravka oste¢enja na razini svakog odjeljka. Tako su u citoplazmi
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zapazeni vrlo netopivi i veliki agregati te amiloidni segregati koji ¢ine netopive proteinske
naslage (eng. Insoluble protein deposits, IPOD). Stanica pomocu Saperona Hsp104 koji ima
ulogu disagregaze razdvaja proteine iz ovih toksi¢nih agregata pa oni mogu biti podvrgnuti
ponovnom smatanju uz pomo¢ Saperona iz obitelji Hsp70 i Hsp40 koji se nalaze u blizini IPOD-
a. Za regulaciju odgovora na temperaturni stres u citoplazmi zasluzan je transkripcijski faktor
Hsf1, pocetno identificiran u vinskoj musici Drosophila melanogaster. Smatra se da uslijed
temperaturnog Soka pogresno smotani proteini signaliziraju Hsfl da aktivira HSR (eng. heat
shock response); u uvjetima kada nema stresa Hsfl je ¢vrsto vezan u kompleks s Hsp90 dok u
uvjetima temperaturnog stresa Hsp90 otpusta Hsfl 1 pomaze smatanju krivo smotanih proteina.

Aktivira se i velik broj $aperona iz obitelji proteina Hsp70 te malih heat shock proteina .

U sisavaca endoplazmatski retikulum odgovoran je za smatanje i sazrijevanje proteina koji se
izlu€uju van stanice ili grade membrane, a koji ¢ine 30% proteoma. U ER-u se takoder nalaze
enzimi koji sudjeluju u sintezi veéine lipida i steroida potrebnih za stani¢nu komunikaciju.
Sprjecavanje pogresnog smatanja proteina i njihove agregacije u ovom odjeljku od velike je
vaznosti pa je i ovdje razvijen specifi¢an sustav odgovora na stres, nazvan UPRER (eng.
unfolded protein response). Kao odgovor na pogresno smotane proteine aktiviraju se
transmembranski receptori ATF6, PERK ili IRE1 i prenose informaciju iz ER-a u citosol i
jezgru zbog ¢ega ¢e doci do aktivacije UPR-a. Svaki od navedena tri receptora inicira nizvodni
put prijenosa signala S$to rezultira smanjenjem koli¢ine novosintetizirainih proteina ili
povecanjem kapaciteta ER-a za smatanje proteina. Za sada postoje dva modela aktivacije UPR-
a. Prema prvom, nesmotani proteini se vezu direktno na transmembranski receptor §to uzrokuje
njegovu dimerizaciju ili oligomerizaciju te posljedi¢nu aktivaciju puta. Prema drugom modelu,
Saperon BiP iz obitelji proteina Hsp70 vezan je na transmembranski receptor sve dok razina
nesmotanih proteina u ER ne nadilazi prag, a nakon toga ¢e se BiP otpustiti $to ¢e aktivirati

receptor i UPR.5

U mitohondrijima odgovor na stres je mitohondrijski UPR™ i njegova aktivacija rezultira
povecanom ekspresijom mitohondrijskih Saperona poput Hsp6 i Saperonina Hsp60. No, ukoliko
dode do gubitka funkcije mitohondrija, koji se ocituje u gubitku ili smanjenju membranskog
potencijala, rezultat ¢e biti apoptoza ili uklanjanje oSte¢enog mitohondrija procesom sli¢nim

autofagiji, a koji se naziva mitofagijom.

Dakle, navedenim UPR™, UPRER HSR, oxSR (eng. oxydative stress response) i drugim
odgovorima pomaze se u zastiti proteoma od povecane koli¢ine reaktivnih kisikovih vrsta,
greSaka u biogenezi proteina i izlozenosti visokim temperaturama. Bitno je istaknuti da
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neuspjesno uklanjanje pogresno smotanih 1 agregiranih proteina moze rezultirati inaktivacijom
postojecih funkcionalnih proteina te propadanjem stanice. Stoga kada nije moguce popraviti
oSte¢enje nastupit ¢e neki od dva glavna mehanizma za razgradnju i uklanjanje oSte¢enih
proteina. Ubikvitin-proteasomski sustav (UPS) temelji se na prepoznavanju oSte¢enih proteina
pomocu kompleksa molekularnih Saperona i vezanju poliubikvitinskog lanca na ciljni protein.
Nakon oznacavanja ubikvitinom, proteasom prepoznaje i degradira oznaceni protein.
Proteasom se aktivira interakcijama izmedu regulatornih jedinica unutar kojih se nalazi
proteoliticki aktivno mjesto. Drugi nacin razgradnje proteina je pomocu autofagije. To je
unutarstanic¢ni proces u kojem se makromolekule i1 organeli razgraduju kroz lizosom. Lizosomi
su vezikule koje sadrze mnostvo razli¢itih hidrolaza poput lipaza, proteaza i glikozidaza.
Proteolitickom razgradnjom od osteCenih proteina nastaju maleni dipeptidi i tripeptidi te
slobodne aminokiseline koje se zatim otpustaju u citosol gdje mogu biti iskoriSteni u sintezi

novih proteina.®



2.3 Odabrani molekularni Saperoni

2.3.1 Saperon Hsp90

Hsp90 je homodimerna molekula koja je potreba za stabilizaciju i aktivaciju brojnih proteina
esencijalnih u stani¢nim putevima poput puta prijenosa signala. Smatra se da u eukariotima
Hsp90 sudjeluje u pravilnom smatanju preko 200 proteina. Njegova aktivacija je regulirana
konformacijskim promjenama induciranih  ATP-om, ko-Saperonima i posttranslacijskim

modifikacijama.®

Strukturno se moZe svrstati u skupinu giraza, histidin-kinaza i MutL superfamiliju ATPaza.*
Hsp90 postoji u citosolu, jezgri i nekim organelima eukariota. U citosolu ¢ovjeka se nalazi u
obliku dvije izoforme, inducibilnoj Hsp90a i konstitutivnoj Hsp90p formi, a u citosolu kvasca
u obliku Hsp82 i Hsc82. Biljke posjeduju dodatne izoforme citosolnih Hsp90 koje ih Stite od
patogena i fluktuacija iz okoli$a. U organelima se moze pronaci u mitohondrijima (TRAP-1),
endoplazmatskom retikulumu (Grp94) i kloroplastima. Hsp90 ima N-terminalnu ATP-vezujucu
domenu, srednju domenu (eng. M-domain) u kojoj se nalaze vezna mjesta za ciljne proteine i
ko-saperone te C-treminalnu domenu. U apo stanju (stanje u kojem nije vezan kofaktor) Hsp90
poprima otvorenu konformaciju V-oblika. Vezanjem ATP-a na N-terminalnu domenu te
proteina Klijenata na M-domenu dolazi do stvaranja intermedijarnog stanja. Pratece strukturne
promjene vode do zatvorenog stanja u kojem je N-terminalna domena dimerizirana i asocirana
s M-domenama u kojem dolazi i do hidrolize ATP-a. Nakon hidrolize ATP-a N-terminalne
domene disociraju, dolazi do otpustanja ADP-a i Pi, a Hsp90 se vra¢a u svoju izvornu

konformaciju. ° (prikazano na Slici 2.3.)

Hsp90 ima ulogu u kontroli stani¢nog ciklusa, hormonalnoj signalizaciji te odgovoru na stani¢ni
stres 1 stoga je jedna od kljuénih komponenata u odrZzavanju stani¢éne homeostaze. Hsp90 je
poznat i po tome §to sudjeluje u replikaciji i popravku DNA, transkripciji i procesiranju RNA,
a pokazano je i da olakSava odrzavanje telomera te da smanjena aktivnost Hsp90 rezultira
smanjenom aktivno$¢u telomeraza. Na primjer, poznati proteinski klijent Saperona Hsp90 je

tumor supresor p53 pa je Hsp90 vazna meta za razvoj antitumorskih lijekova.%
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ATP

otvorena konformacija

kvascev Hsp90

ADP, Pi

Slika 2.3. Kristalne strukture Hsp90 iz bakterije E.coli (HtpG) u otvorenoj konformaciji, lijevo (PDB
210Q) te kvascevog Hsp90 u zatvorenoj konformaciji, desno (PDB 2CG9). N-terminalna domena je
prikazana plavom, M-domena zelenom, a C-terminalna domena narancastom bojom. Preuzeto i

doradeno iz [9].

2.3.2 Saperon Hsp70

Clanovi obitelji proteina Hsp70 sastoje se od N-terminalne domene za vezanje nukleotida, te
C-terminalne domene za vezanje supstrata. N-terminalna domena se sastoji od dva reznja,
odnosno dvije poddomene izmedu kojih se nalazi prorez u kojeg se veze ATP. Domena vezanja
peptidnog supstrata se sastoji od poddomene u obliku B-sendvic¢a te poklopca u obliku o-
heliksa. Supstrat se veze na ovu domenu pomoc¢u vodikovih veza i van der Waalsovih
interakcija izmedu hidrofobnih bo¢nih ogranaka. Reakcijski ciklus Hsp70 je dakle ATP-ovisan
1 reguliran Saperonima iz obitelji Hsp40 (zvani i DnalJ). Djelomi¢no smotani ili pogresno
smotani peptidni supstrat donesen je na Hsp70 koji ima vezan ATP pomoc¢u nekih od Hsp40
kofaktora, zatim dolazi do zatvaranja poklopca u domeni vezanja supstrata i hidrolize ATP-a,
odnosno otpustanja ADP-a. Otvaranje poklopca i oslobadanje peptidnog supstrata inducirano

je ponovnim vezanjem ATP-a ¢ime se zatvara ciklus.*
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2.3.3 Saperoni Hsp26 i Hsp42

Saperoni Hsp42 i Hsp26 pripadaju obitelji malenih heat shock proteina (eng. small heat shock
proteins, sHsp), a nalaze se u citosolu kvasca Saccharomyces cerevisiae. Molekularna masa
Hsp42, prema kojoj je i dobio ime iznosi 42 973 Da. Hsp42 i Hsp26 su ATP-neovisni Saperoni
koji su potrebni za skupljanje pogresno smotanih proteina u komplekse te njihovo odvodenje
na mjesta gdje se takvi kompleksi mogu solubilizirati.!* Kao kod svih $aperona iz skupine sHsp,
kod Hsp42 postoji ocuvana C-terminalna domena koja pokazuje veliku slicnost s domenom
proteina a-kristalina. No N-terminalna domena Hsp42 je neobi¢no duga i ne pokazuje nikakvu
homologiju s domenama ostalih sHps. Upravo preko N-terminalne domene Hsp42 djeluje na
proteine. Ni Hsp26 ni Hsp42 nisu specifi¢ni kada je u pitanju vezanje supstrata i zapazeno je

da stite proteine u rasponu molekulskih masa od 10 do 100 kDa.1?13

Za razliku od Hsp26 koji djeluje uglavnom pri uvjetima temperaturnog stresa, Hsp42 djeluje
pri svim temperaturnim uvjetima, odnosno on je konstitutivno aktivan. Navedeno je u skladu i
s opazenim Strukturnim promjenama; pri temperaturama iznad 37°C Hsp26 mijenja kvaternu
strukturu i kompleks od 24 podjedinice disocira na dimere ¢ime se aktivira njegova Saperonska
funkcija. IstraZzeno je prolazi li 1 Hsp42 kroz konformacijske promjene pri poviSenim
temperatutama, ali ni na 43°C nema zapazenih promjena u njegovoj kvaternoj strukturi iz ¢ega
se moze zaklju€iti da Saperonska funkcija Hsp42 nije regulirana temperaturnim
promjenama.?*? Istrazeno je utjece li delecija jednog od $aperona Hsp26 i Hsp42 na ekspresiju
onog drugog, §to je izvedeno promatranjem ekspresijskog profila Hsp42 u sojevima kvasca u
kojima je Hsp26 bio deletiran. Pokazano je da nema znacajnog utjecaja, 0odnosno, moze se
zakljuéiti iz navedeno da, iako je regulacija sinteze sHsp-ova ista, oni nisu ovisni jedan o
drugome. Odredeni su i omjeri Hsp42 i Hsp26 pri fizioloskim uvjetima u stanici i uspostavilo
se da je Saperona Hsp42 prisutno ¢ak pet puta vise od Hsp26, a pri temperaturnom stresu

prisutno ga je ¢ak 10 puta vise od Hsp26.1

Usporedena je morfologija stanica divljeg tipa 1 delecijskih sojeva Hsp26 1 Hsp42 pomocu
skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) 1 utvrdene su dramati¢ne razlike pri analizi u
uvjetima temperaturnog stresa. Morfologija je odgovarala stanicama koje su izlozene
dehidrataciji, starenju i oste¢enjima citoskeleta. To je potvrdilo ulogu koji sSHsp imaju u zastiti

homeostaze proteina u kvascu S. cerevisiae.'?
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2.4 Nova uloga Saperona: metabolizam 1 zaStita od proteotoksi¢nog stresa

Poznato je da molekularni Saperoni kontroliraju i odrzavaju kvalitetu novosintetiziranih
proteina, a da je sam proces biosinteze proteina usko povezan s energetskim statusom stanice i
razinom hranjivih tvari preko proteina mTOR (eng. Mammalian target of rapamycin). Ipak,
odnos izmedu proteostaze 1 drugih stani¢nih puteva ostaje slabo istrazen te uloga Saperona u
regulaciji metabolickih mreza nije do sada poznata. Logican sljede¢i korak bio je istraziti
stani¢ni odgovor na poboljSanu ili smanjenu proteostazu i njenu komunikaciju s metaboli¢kim

mrezama ukoliko ona postoji.

mTOR je serin/treonin kinaza koja aktivira stani¢ni rast kao odgovor na dostupnost
aminokiselina, faktora rasta i energetski status stanice (razina ATP-a). Prisutna je u dva
strukturno i funkcionalno razli¢ita multiproteinska kompleksa nazvanih mTOR kompleks 1
(mTORC1) i mTOR kompleks 2 (mTORC2). Otkriveno je da delecija TOR1 gena u kvascu
produljuje njegov replikativni zivotni vijek, a tretman kvas¢eve kulture u stacionarnoj fazi rasta
s rapamicinom, specifi¢cnim inhibitorom TOR-a produljuje kvascev kronoloski zivotni vijek.
Pokazalo se i da aktivacija mTORC1-signalnog puta pojacava biosintezu proteina sto aktivira
odgovor na stres. S druge strane, ograni¢avanje hranjivih tvari, hipoksija i ostecenja DNA
smanjuju signalizaciju putem mTORCI. Dakle, moze se zakljuciti da je interakcija izmedu
stani¢énog odgovora na stres i metaboli¢kih signalnih puteva dvosmjerna, a da smanjena

signalizacija putem TOR-a produljuje Zivotni vijek kvasca.l*

Postoji i pretpostavka da se modulacijom koli¢ine nepravilno smotanih proteina moze utjecati
na metaboli¢ku aktivnost u stanici, kao i na mitohondrijsku aktivnost, a kao posljedica toga
moze do¢i do modifikacije replikativnog zivotnog vijeka kvasca (rad grupe dr. sc. Anite Krisko
u postupku recenzije). Pokazano je da je odgovor na smanjenu koli¢inu nepravilno smotanih
proteina, uslijed prekomjerne ekspresije Saperona, kopija fenotipa koji se javlja kod stani¢nog
odgovora na smanjenu razinu glukoze (eng. glucose starvation). Karakterizira ga smanjena
glikoliti¢ka aktivnost i aktivnost ciklusa limuske kiseline te povecana potro$nja kisika. Takvo
metabolicko stanje nastaje uslijed deaktivacije TOR-a i posljedi¢ne aktivacije spomenute Snfl
kinaze (rad grupe dr. sc. Anite Krisko u postupku recenzije). To bi mogao biti dokaz da stanice
mogu aktivirati odgovor srodan odgovoru koji nastaje uslijed nedostatka glukoze i u uvjetima
kada glukoze ima dovoljno, sto pak znaci da se stanice moraju prebaciti na drugi izvor ugljika,

npr. aktivirati oksidaciju masnih kiselina. Utvrdeno je i produljenje zivotnog vijeka u
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kva$¢evim sojevima u kojima su Saperoni prekomjerno eksprimirani, a koji potpuno ovisi 0
metaboli¢kim promjenama izazvanim pobolj$anjem proteostaze (rad grupe dr. sc. Anite Krisko

u postupku recenzije).

Nadalje, nakon $to su istrazene promjene u sojevima s prekomjernom ekspresijom Saperona,
istrazeno je i Sto se dogada u sojevima koji imaju smanjenu ili potpuno izgubljenu funkciju

nekog od Saperona.

Naime, u eukariotskoj stanici postoje zasebni odjeljci poput ER-a, mitohondrija, jezgre i
citosola u kojima postoje nezavisni putevi odgovora na gubitak proteostaze. Neki od tih puteva
opisani su u poglavlju 2.2. No, postavlja se pitanje kakve posljedice na razini cijele stanice ima
gubitak proteostaze u specificnom odjeljku, na primjer gubitak funkcije Saperona iz
mitohondrija, citosola i ER-a. Rezultati pokazuju da gubitak svakog pojedinog Saperona, bez
obzira u kojem odjeljku se nalazio, inducira odgovor na stres nazvan CORE (eng. Cross-
organelle response) koji ukljucuje odgovore iz citosola, mitohondrija i ER-a. To ukazuje na
neku vrstu komunikacije koja postoji medu odjeljcima u eukariotskoj stanici tijekom stresa.
Nadalje, indukcija takvog CORE odgovora produljuje i replikativni i kronoloski zivot kvasca

$to ukazuje na njegovu ulogu u zastiti od blage ili umjerene proteotoksi¢nosti.'®

Znak proteinskog stresa u svim sojevima koji imaju deletiran neki od Saperona bila je povecana
razina citosolnog Saperona Hsp90, u odnosu na divlji tip. Nedostatak svakog od Saperona
uzrokovao je znacajno smanjenje utroSka kisika $to ukazuje da proteotoksi¢nost u bilo kojem
stani¢nom odjeljku vodi do pada u respiraciji. Buduci da se potro$nja kisika mogla smanjiti i
zbog smanjene mase mitohondrija, metodom proto¢ne citometrije pokazano je da nema
promjene u masi mitohondrija. Ovo opazanje potvrduju i smanjene razine ATP-a u delecijskim
sojevima, dok su razine reaktivnih kisikovih vrsta ostale nepromjenjene. Takoder je
pretpostavljeno da je do smanjenja respiracije moglo do¢i zbog defekata u kompleksima
respiratornog lanca. Uzgojem sojeva u mediju YPEG (3% etanol, 3% glicerol) u kojem su
sposobne rasti samo stanice kompetentne za respiraciju, dok one s defektima u respiraciji ne
mogu rasti, pokazano je da nema razlike medu sojevima zbog ¢ega se moze zakljuciti da pad u

respiraciji nije rezultat ni defekata u respiratornom lancu kod delecijskih sojeva.'®

Opazeni pad u respiraciji motivirao je mjerenje trendova u ekspresiji gena koji sudjeluju u
nekoliko puteva odgovora na stres, poput mitohondrijskog retrogradnog odgovora, ERAD-a te
citosolnog odgovora na temperaturni Sok. Razine Hsp42 te Hsp70 ostale su nepromjenjene, ali

razina citosolnog Hsp26 je bila povisna u delecijskim sojevima.t®
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Ova nedavna istrazivanja sugeriraju da Saperoni trebaju biti biti promatrani i kao molekule koje
mogu podesavati i osjecati razinu glukoze, odnosno energetski status stanice. Dokazano je da
blagi ili umjereni stres kao $to je delecija nekog od Saperona nece potaknuti nijedan od Klasi¢nih
puteva odgovora na stres ve¢ samo CORE odgovor. Na poslijetku, moze se zakljuciti da blagi
stres produljuje zivotni vijek 1 inducira toleranciju na stres dok pretjerani stres pojacava proces

starenja.’®

Opisani rezultati pomicu fokus sa dobro poznate uloge Saperona u homeostazi proteina i isticu
njihovu potencijalnu ulogu u metabolizmu, mitohondrijskoj aktivnosti te =zastiti od

proteotoksi¢nosti.
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2.5 Kinaza Snfl: uloga i aktivacija

Kvasac Saccharomyces cerevisiae regulira ekspresiju gena, metabolizam i rast u odnosu na
razliite signale iz okoliSa. Tako prisutnost glukoze inducira ekspresiju nekoliko gena koji
kodiraju za glikoliticke enzime, ribosomalne proteine i transportere glukoze. No glukoza moze
1 potiskivati ekspresiju velikog broja gena, ukljucujuci gene za koristenje alternativnih izvora
ugljika, gene koji kodiraju proteine koji sudjeluju u glukoneogenezi i respiraciji. Taj proces je
nazvan ,,potiskivanje glukozom* (eng. glucose repression). Identificirano je nekoliko klju¢nih
sudionika takvih procesa, a jedan od njih je serin/treonin protein kinaza Snfl (eng. sucrose non-
fermenting protein kinase) za ¢iju kataliti¢ku podjedinicu kodira gen snfl. Stanice koje rastu u
mediju koji sadrZi glukozu imaju kinazu Snfl u inaktivnhom defosforiliranom obliku. Kada
razina glukoze padne Snfl se fosforilira na aminokiselinskom ostatku Thr210, a dodatkom
glukoze u medij Snfl se ponovno inaktivira defosforilacijom.® Sisavéev homolog kinaze Snfl
se aktivira pove¢anjem omjera AMP/ATP i tako nadzire razine stani¢cnog AMP-a i ATP-a.
Kvasceva kinaza Snfl nije alostericki aktivirana AMP-om, ali njezina aktivacija je takoder u

korelaciji s pove¢anjem omjera AMP/ATP i pripada Snf1/AMPK obitelji proteina.l’18

Kompleks Snfl ima strukturu heterotrimera. Sastoji se od kataliticke o-podjedinice, tri
alterirajuce B-podjedinice Sipl, Sip2 i Gal82, te y-podjedinice, Snf4. Kao $to je ve¢ spomenuto
aktivacija kataliticke podjedinice Snfl zahtijeva fosforilaciju aminokiselinskog ostatka

Thr210, $to je kontrolirano uzvodnim kinazama i protein-fosfatazom Reg1-Glc7.1

Dakle, kinaza Snf1 je potrebna za adaptaciju stanica kvasca na ogranicenje glukoze i koriStenje
alternativnih izvora ugljika poput sukroze, galaktoze i etanola. No aktivacija Snfl je potaknuta
1 nekim drugim promjenama u okoliSu koje izazivaju stres, poput bazi¢nog pH, razina soli,
odnosno natrijevih i litijevih iona te oksidativnog stresa.'® Istrazivanja su pokazala da kinaza
Snfl sudjeluje i u odgovorima na temperaturni stres pri cemu fosforilira faktor Hsfl (eng. heat-

shock factor) i pospjesuje njegovu aktivaciju.®

Dokazano je da kinaza Snfl ima veliku ulogu u sintezi glikogena jer je potrebna za
defosforilaciju i aktivaciju enzima glikogen-sintaze, Gsy2, u uvjetima kada su izvori hranjivih
tvari ogranic¢eni. Pokazalo se i da je kinaza Snfl negativni regulator aktivnosti prvog enzima u
sintezi masnih kiselina, acetil-CoA-karboksilaze, ¢ime zapravo inhibira sintezu lipida. Osim

navedenog, sudjeluje i u odgovoru na stres tako $to regulira lokalizaciju faktora Msn2 u suradnji
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s kinazom TOR. Glukoza aktivira kinazu TOR koja inhibira defosforilaciju Msn2 i tada se
Msn2 zadrzava u citosolnom odjeljku. U odsutnosti negativnih regulatora (reglA ili hxk2A)
kinaza Snfl je abnormalno aktivna u stanicama koje rastu na glukozi i inhibira uvoz Msn2 u

jezgru tijekom gladovanja zbog manjka izvora ugljika.®

Naposlijetku, ¢ini se da Snfl sudjeluje i u povezanosti metabolizma i starenja jer prekomjerna
ekspresija Snfl te nedostatak N-miristoilacije podjedinice Sip2 promoviraju starenje, dok

odsutnost podjedinice Snf4 produljuje Zivotni vijek.®

Visoka razina glukoze Niska razina glukoze

S Pak1

P

Snf1
Snf4 P

;L‘

Neaktivni oblik Aktivni oblik

Snf4

Slika 2.4. Predlozeni model Pakl-ovisne aktivacije kinaze Snfl. U prisutnosti visoke koncentracije
glukoze, kinaza Snfl je u kompleksu s proteinom Regl koji u kompleksu sa Glc7 defosforilira ostatak
Thr210 u Snfl. U prisutnosti niske koncentracije glukoze, Pakl stvara kompleks s kinazom Snfl i
fosforilira ju na ostataku Thr210. U aktivaciji kinaze Snfl direktno sudjeluje i njena podjedinica Snf4

koja je u interakciji s regulatornom domenom. Preuzeto i doradeno iz [19].
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2.6 Enzim glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza

Enzim glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza (G6PD) je citosolni enzim koji katalizira prvi korak
puta pentoza-fosfata, odnosno reakciju oksidacije glukoza-6-fosfata pri ¢emu dolazi do
redukcije NADP*" u NADPH.

D-glukoza-6-fosfat + NADP* = 6-fosfo-D-glukono-6-lakton + NADPH + H*

Metabolicka aktivnost puta pentoza-fosfata varira ovisno o metaboli¢kim potrebama stanice.
Prva reakcija oksidativne grane puta pentoza-fosfata je ireverzibilna i odreduje brzinu reakcije.
NADPH koji nastaje ovom reakcijom ima vaznu ulogu u zastiti stanica od oksidativnog stresa.
Glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza se nalazi se u gotovo svim vrstama ukljucujuci i ¢ovjeku.
Nedostatak ili smanjena razina G6PD u ljudi uzrokuje bolesti poput akutne hemolize, kroni¢ne
hemoliticke anemije i drugih. Gen zwfl je kvas¢ev homolog humanog gena za G6PD i iako je
njegova ekspresija u kvascu konstitutivna, aktivnost proteina G6PD je inhibirana molekulama
NADPH i stimulirana procesima koji smanjuju citosolne razine NADPH. Nul-mutanti za gen
zwfl imaju smanjenu otpornost na oksidacijski stres, smanjenu razinu NADPH, smanjenu

iskoristivost izvora ugljika te su auksotrofi za metionin.?02!

Glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza najces¢e ima strukturu dimera, a ponekad dimerizacijom
podjedinica nastaje tretramer kao u sluéaju ljudske G6PD ¢ija kristalna struktura je prikazana
na Slici 2.5.

Slika 2.5. Kristalna struktura ljudske glukoza-6-fosfat-dehidrogenaze u kompleksu sa glukoza-6-
fosfatom, odredena difrakcijom rentgenskih zraka na kristalu. Rezolucija je 2,9 A. Preuzeto i doradeno
iz [22].
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2.7 Veza izmedu proteostaze i starenja

Starenje je stohasticki proces koji ukljucuje progresivni gubitak funkcije u stanicama i tkivima
tijekom vremena. Unazad desetak godina znanstveno podrucje koje se bavi istrazivanjem
molekularne osnove starenja dozivjelo je veliki napredak jer se pokazalo da se brzina starenja
moze donekle kontrolirati modifikacijom genetickih puteva i biokemijskih procesa. Utvrdeno
je da postoji nekoliko zajednickih obiljezja starenja u svim organizmima, neka od njih su:
genomska nestabilnost, skra¢ivanje telomera, epigeneticke promjene, disfunkcija mitohondrija,

iscrpljenost mati¢nih stanica te gubitak homeostaze proteina.?

Starenjem stanice u post-mitotskoj fazi gube kontrolu nad ravnotezom koja treba vladati
proteostazom: dolazi do pojave nepravilnosti u translaciji, smanjene regulacije Saperona i
gubitka funkcije maSinerija za degradaciju proteina. Osim toga, uslijed povecavane razine
okisidacijskog stresa nakupljaju se oste¢ene makromolekule. Reaktivne kisikove vrste (eng.
Reactive oxygen species, ROS) nusprodukt su aerobnog metabolizma i oksidativne
fosforilacije, a centar njihove proizvodnje su mitohondriji. One mogu uzrokovati oste¢enja
nukleinskih kiselina, proteina i lipida sto kasnije rezultira abnormalnostima u njihovoj stani¢noj
funkciji. Postoji nekoliko vrsta oksidativnin modifikacija koje su inducirane reaktivnim
kisikovim vrstama, a naj¢es$c¢a od njih je karbonilacija. Proteinskom karbonilacijom formiraju
se aldehidi 1 ketoni mehanizmom oksidacije bo¢nih lanaca arginina, lizina, treonina 1 prolina.
Karbonilirani proteini su manje aktivni, manje termostabilni 1 imaju izloZene hidrofobne
aminokiselina na svojoj povrsini. Budu¢i da takve modifikacije proteina uzrokuju gubitak
njihove strukturne i funkcije, nije neobi¢no da povecana razina ostecenja uslijed starenja ima
Stetan uinak na funkciju stanica i organa. Povecane razine proteinske karbonilacije opazene su
kod neurodegenerativnih bolesti, sistemske amiloidoze, miSi¢ne distrofije, Wernerova

sindroma, reumatoidnog artritisa i mnogih drugih.?*
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2.8 Kvasac Saccharomyces cerevisiae - modelni organizam u starenju

Kvasac Saccharomyces cerevisiae jednostani¢ni je eukariot koji ima relativno malen i dobro
istrazen genom, zbog Cega je uz bakteriju Escherichia coli najpoznatiji modelni organizam u
molekularnoj biologiji. 1996. godine genom kvasca bio je prvi potpuno sekvencirani
eukariotski genom, a buduci da su mnogi proteini iz kvasca po strukturi 1 funkciji slicni onima
u visih eukariota, istrazivanja na kvascima uvelike doprinose razumijevanju vaznih stani¢nih
procesa kod ljudi.?® Uz navedeno, uzgoj stanica kvasca je jednostavan jer se mogu uzgajati na
selektivnim hranjivim podlogama te nisu komplicirani za geneticku manipulaciju. Kvasci mogu
biti haploidi ili diploidi. Ukoliko su haploidi tada imaju samo po jednu kopiju svakog gena pa
je deleciju specifi¢nog gena relativno jednostavno provesti 1 uociti posljedice koje ona ima na
fenotip ili metabolizam stanice. Diploidi omogucéavaju proucavanje esencijalnih gena jer se
moze deletirati jedna kopija nekog gena koji je potreban za rast ili odrzavanje stanice na zivotu

te izazvati malene promjene u drugoj kopiji.?®

Tijekom rasta stanice kvasca prolaze kroz tri faze. Prva je logaritamska faza rasta tijekom koje
im je metabolizam uglavnom glikoliti¢ki. U drugoj fazi kada izvori glukoze postaju ogranicent,
stanice prelaze na respiratorni rast. Posljednja faza je stacionarna faza u kojoj se stanice prestaju

dijeliti, a metabolizam se usporava.?’

Kvasac se dijeli pupanjem (eng. budding) odnosno mitozom ili kloniranjem. Pupanjem nastaju
manje (nove) stanice kceri koje su geneticki identi¢ne veéim (starim) stanicama majkama.
Stanica se u prosjeku dijeli 26 puta, a nakon toga umire. 2 Kvasac ima dva tipa Zivotnog vijeka,
replikativni (generacijski, mitoticki) 1 kronoloski. Replikativni Zivotni vijek se odnosi na broj
stanica kceri koje proizvodi stanica majka, odnosno broj podjela kroz koje svaka induvidualna
stanica moze pro¢i. Kronoloski zivotni vijek se mjeri kao vremenski period tijekom kojeg se
stanice koje se vise ne dijele (stanice u stacionarnoj, Go fazi mitoze) mogu odrZavati na zivotu.
Mnogi metabolic¢ki putevi mogu utjecati na kronoloski zivotni vijek, na nacin da ga produZuju
i ukazuju na fenotip dugovjecnosti. To je pokazano za puteve TOR (eng. Target of rapamycin),
i put Snfl/AMPK, odnosno protein kinaze koja osje¢a razinu glukoze u stanici.?® MozZe se
zakljuciti da se deletiranjem gena koji sudjeluju u tim putevima ili smanjenjem koncentracije
dostupne glukoze moze produljiti Zivotni vijek kvasca. Ograni¢avanje unosa hrane, u ovom

slu¢aju smanjenje koncentracije glukoze, naziva se kalorijskom restrikcijom.?’
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3. Materijali i metode

3.1 Materijali 1 reagensi

Standardne kemikalije

Agaroza (Sigma-Aldrich), akrilamid (Sigma), 2-amino-2-hidroksimetilpropan-1,3-diol (Tris)
(Sigma-Aldrich), amonijev persulfat (APS) (Sigma-Aldrich), 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)
(Sigma), 2',7'-diklorfluorescein diacetat (Sigma), etanol (Kemika), etidijev bromid (Sigma-
Aldrich), etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (Fluka), 3-fluoroctena kiselina (Sigma-
Aldrich), glicerol (Kemika), kalijev acetat (Sigma-Aldrich), litijev acetat (Sigma-Aldrich),
natrijev dodecilsulfat (SDS) (Fisher), perklorna kiselina (PCA) (Kemika), polietilenglikol 3350
(PEG) (Sigma-Aldrich), propan-2-ol (Sigma-Aldrich), sumporna kiselina (Kemika), N,N,N’,N'-
tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma), tetrametilbenzidin (TMB) (Sigma-Aldrich), Tween
80 (Sigma), voda (AccuGENE, Lonza)

Nukelinske kiseline, enzimi, antitijela i drugi proteini

Albumin iz govedeg seruma (BSA) (New England Biolabs), Phusion High-Fidelity DNA-
polimeraza i pripadni pufer (Thermo Scientific), restrikcijske endonukleaze (Sacl i Sall) i
odgovaraju¢i CutSmart pufer (New England Biolabs), T4 DNA-ligaza i pripadni pufer
(Fermentas), zimolijaza 2000U (Zymo Research), primarno antitijelo za western blot: Phospho-
AMPKa Rabbit mAb #2535 (Cell Signaling Technology), sekundarno antitijelo za western
blot: Goat anti-Rabbit IgG (Abcam), primarno antitijelo za tehniku ELISA: anti-DNP rabbit,
monoclonal (Sigma), sekundarno antitijelo za tehniku ELISA: anti-Rabbit HRP Goat IgG

(Jackson ImmunoResearch), nukleotidne pocetnice (metabion, International AG),

Boje

Boja za nanoSenje uzorka (Thermo-Scientific), Laemmli (¢(SDS) = 10%, ¢(glicerol) = 20%,
c(B-merkaptoetanol) = 0,01 mol dm, p(bromfenolplavo) = 0.05%), Coomassie Brilliant Blue
R-250) (Merck), Ponceau S (Sigma)
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Ostale kemikalije

Inhibitor proteaza (Thermo Scientific), inhibitor fosfataza (Thermo Scientific), Hygromycin B
y = 50 mg/mL (Sigma-Aldrich), Luminol reagens ImmunoCruz Western Blotting (Santa-Cruz
Biotechnology), sperma lososa (Single-stranded carrier DNA, 2.0 mg/mL) (Sigma-Aldrich,
Bradford reagens (y (Coomassie Brilliant Blue G-250) = 0,1 g dm, (EtOH) = 5 %, ¢(H3POx)
= 8,5 % (Sigma-Aldrich), marker masa 1kB DNA Ladder (New England Biolabs), marker masa
Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards, 10-250 kDa (Bio-Rad), dNTP smjesa (dCTP,
dGTP, dATP, dTTP) (Sigma-Aldrich)

Puferi

Pufer TAE (c(Tris) = 40 mmol dm3, c(octena kiselina) = 20 mmol dm3, ¢c(EDTA) = 1 mmol
dm, pH 8.0), pufer TE (c(EDTA) = 7.44 g dm™, ¢(Tris) = 6.06 g dm™, pH 7.5), pufer TBS
(c(Tris) = 0.2 mol dm™3, ¢(NaCl) = 1.5 mol dm™, pH 7.4), pufer za elektroforezu (c(Tris) =
0,025 mol dm, ¢(glicin) = 0,192 mol dm™3, ¢(SDS) = 0.1%, pH 8.3), pufer za prijenos (sastav
koncentriranog pufera 10x: ¢(Tris) = 0, 025 mol dm, c(glicin) = 0,19 mol dm, ¢(etanol) =
96%, pH 8.3), pufer za odbojavanje gela (¢(ddH20) = 70%, @(metanol) = 20%, ¢(octena
kiselina) = 10%), pufer PBS (c(NaCl)= 1.5 mol dm3, c¢(Na;HPOs) = 0,162 mol dm,
c(NaH2POs) = 0.038 mol dm3, pH 7.4), pufer sa zimolijazom (pufer PBS uz dodatak zimolijaze
60U i inhibitora proteaza 1 mmol dm), pufer za lizu sferoplasta (c(sorbitol) = 0.6 mol dm,
¢(Tris-HCI) = 0,01 mol dm3, inhibitor proteaza 1 mmol dm, pH 7.4), pufer TBS-Tween (pufer
TBS uz dodatak Tween-a 20 ¢ = 0.1%)

Hranjivi mediji i podloge

Hranjivi medij YPD (¥ (pepton) = 20 g dm, y (kvascev ekstrakt) = 10 g dm3, y (glukoza) = 20
g dm, otopljeno u redestiliranoj vodi), tekuéi hranjivi medij sa L-kanavaninom, kojem ujedno
nedostaje arginin, (c(L-kanavanin) = 0,2 g dm?), hranjive YPD krute podloge (y (pepton) = 20
g dm=3, y(kvasdev ekstrakt) = 10 g dm, y(glukoza) = 20 g dm™, ¥ (bacto agar) = 24 g dm,

otopljeno u destiliranoj vodi)
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Sojevi kvasaca Saccharomyces cerevisiae i plazmidi

Divlji tip S. cerevisiae (Y258) (Dharmacon)

Ahsp42 (Dharmacon): soj s deletiranim genom za Saperon Hsp42

Ahsp42Asnfl: soj s deletiranim genom za Saperon Hsp42 i genom za kinazu Snfl napravljen u
sklopu ovog rada

Ahsp42Azwfl: soj s deletiranim genom za Saperon Hsp42 i genom za glukoza-6-fosfat
dehidrogenazu napravljen u sklopu ovog rada

Asnfl (Dharmacon): soj s deletiranim genom za kinazu Snfl

plazmid pAG32 (addgene)

Komercijalni kompleti

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) za prociS¢avanje plazmida,
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System za proc¢is¢avanje DNA nakon restrikcije (Promega),

ATP Colorimetric/Fluorometric Assay Kit (Bio-Vision) za mjerenje ATP-a.
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3.2 Metode rada s DNA

3.2.1 Izolacija genomske DNA

Prekonoéne kulture stanica kvasca su centrifugirane 5 minuta na 3500 rpm i supernatant je
uklonjen. Talog stanica je resuspendiran u 660 uL TE-SDS pufera i prebacen u mikrotubice.
Uzorci su zatim kratko vorteksirani i inkubirani 5 minuta na 65°C nakon ¢ega su promijeSani
okretanjem mikrotubice i inkubirani dodatnih 5 minuta. Zatim je uzorcima dodano 340 uL
natrijevog acetata i inkubirani su na 4°C. Inkubacija traje 30 minuta do 1 sat, a prekinuta je
nakon pojave mlije¢no bijelog taloga koji je posljedica koagulacije proteina. Nakon koagulacije
proteina slijedi centrifugiranje uzoraka u trajanju od 10 minuta na 16 000 g. 600 pL
supernatanta je prebac¢eno u nove mikrotubice. Supernatantu je dodano 600 uL izopropanola i
promijesano pa su uzorci inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim su centrifugirani
10 minuta na 12 300 g. Vodena faza je uklonjena, a sacuvan je talog DNA. Talogu je dodano
100 uL etanola w = 95% koji je bio pohranjen na -20°C i uzorci su centrifugirani 30 sekundi.
Etanol je nakon toga pazljivo uklonjen pipetom i talog posusen na zraku. Talogu DNA je
dodano 60 pL TE pufera (sastav pufera je naveden na stranici 21) i mikrotubice su trljane po
naboranoj povrsini. Uzorci DNA su zatim inkubirani 5 minuta na 65°C nakon ¢ega su

pohranjeni na -20°C.

3.2.2 Lancana reakcija polimeraze, PCR

Lancana reakcija polimeraze (eng. Polymerase chain reaction, PCR) omogucuje
eksponencijalno umnazanje specifi¢nog fragmenta DNA in vitro, uz koriStenje para pocetnica
i DNA-polimeraze. U reakcijsku smjesu potrebno je, osim pocetnica i termostabilne DNA-
polimeraze, dodati kalup DNA, dNTP-ove, te pufer koji sadrzi magnezijeve ione. Svaka PCR
reakcija temelji se na ponavljanju ciklusa od tri koraka: termicke denaturacije kalupa DNA
kojom se razdvajaju lanci, sljepljivanje pocetnica na komplementarne sljedove u kalupu te
produljenje podetnica, odnosno sinteza lanca komplementarnog kalupu.>® Metoda PCR
koristena je za umnazanje nukleotidnih sljedova od 500 pb homolognih s regijama uzvodno i
nizvodno od ciljnog gena i delecijske kazete koja nosi biljeg otpornosti na antibiotik te za

provjeru uspjesnosti transformacije stanica kvasaca kontruktom koji sadrzi delecijsku kazetu.
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Na Slici 3.1. prikazana je mapa plazmida pAG32 iz kojeg je dobivena delecijska kazeta.
Plazmid pAG32 iz bakterije Escherichia coli prethodno je procis¢en prema protokolu Wizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System.

Pwull (15)
Hindlll (19)
Sall (37)
BamHI (43)
Xmal (48)
Spb_primer Smal (50)
pGEX_3_primer Pacl (58)
AmpR_promoter Ascl (63)
Balll (70)

Ampicillin

pBR322_origin
Sacl (1736)
Clal (1745)
EcoRV (1752)
Spel (1762)
T7_promoter
Hpal (1834)

Slika 3.1. Kruzna restrikcijska mapa plazmida pAG32. Delecijska kazeta koja sadrzi gen za otpornost
na antibiotik higromicin B se nalazi izmedu restrikcijskih mjesta za enzime Sacl (1736) i Sall (37) i ima

veli¢inu 1699 parova baza. Preuzeto iz [30].

Sastav PCR smijese je bio: c(uzvodna poéetnica) = 0,4 pmol dm ¢(nizvodna poéetnica) = 0,4
umol dm, Phusion High-Fidelity DNA-polimeraza 0,01 U/uL, pufer za DNA polimerazu sa
magnezijevim ionima, c(dNPT) = 0,2 mmol dm™, y(kalup) = 0,4 ng/uL. Ukupni volumen
reakcijske smjese bio je 50 uL. Za umnazanje homolognih sljedova od 500 pb kao kalup je

sluzila genomska DNA kvasca divljeg tipa, a za kazetu plazmid pAG32.
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Oligonukleotidne pocetnice osmisljene su tako da sadrze restrikcijska mjesta za enzime Sacl i

Sall, pri ¢emu je posebna paznja obracena na njihovu duljinu, temperaturu meksanja, udio GC

baza (~50%) te mogucnost stvaranja sekundarnih struktura koje ometaju umnazanje DNA.

Popis pocetnica za umnazanje delecijske kazete i homolognih sljedova od 500 pb dan je u tablici

3.1.

Tablica 3.1. PCR pocetnice za umnazanje kazete iz plazmida pAG32 koja ima restrikcijska mjesta za

enzime Sacl i Sall i poCetnice za umnazanje sljedova od 500 pb homolognih s regijama uzvodno i

nizvnodno od gena snfl te gena zwf1.

fwd

rc

fwd1
rcl
fwd2

rc2

fwd1
rcl
fwd?2

rc2

kazeta

CGT ACG CTG CAG GTCGAC  (San)

ATC GAT GAATTC GAGCICG (Sacl)

GCG GCG TGG ATG CAA AAG GAT
TAT CAGCTGCTGTGTTTG TGTTGT TG  (Sall)

TAT GAG CTC TGG TGG AAC GTA AAA GAA  (Sacl)

TTCTGG CAG CAT GATTTG ATATCG

zwfl

TGC ACCTGT GGC AAT TAT TCG GC
TGC CAG.CTG ATT CAT TTATCG GCG TCG ACT AT  (Sall)

TAT CTC GAG TGT GGT TTT CTATTC  (Sacl)

CAA CAATAATAG TAG CGCTACTG

U tablicama 3.2. — 3.4. napisani su PCR programi koji su kori$teni za PCR reakcije umnazanja.

Jedina razlika je bila u temperaturama sparivanja pocetnica koje su razliite za gen snfl 1 gen

Zwfl.
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Tablica 3.2. PCR program za umnazanje delecijske kazete i nukleotidnih sljedova od 500 pb homologije

s regijom uzvodno (FRAGM 1) i s regijom nizvodno (FRAGM2) od ciljnog gena snfl.

pocetna denaturacija

denaturacija
Sparivanje = FRAGM 1

pocetnica
FRAGM 2

produljenje

zavrsno produljenje

temperatura / °C

94

94
55

56

72
72

trajanje ciklusa / min

4
0,5
1
1
15
5

broj ciklusa

1

30
30

30

30
1

Tablica 3.3. PCR program za umnazanje delecijske kazete i nukleotidnih sljedova od 500 pb homologije

s regijom uzvodno (FRAGM 1) i s regijom nizvodno (FRAGM2) od ciljnog gena zwf1.

pocetna denaturacija

denaturacija
Sparivanje = FRAGM 1

pocetnica
FRAGM 2

produljenje

zavrsno produljenje

Tablica 3.4. PCR program za umnazanje delecijske kazete.

pocetna denaturacija

denaturacija

Sparivanje = KAZETA
pocetnica
produljenje

zavrsno produljenje

temperatura/ °C

94

95
61

45
72
72

temperatura / °C

94
94
47
72
72

trajanje ciklusa / min

4
0,5
1
1
15
5

trajanje ciklusa / min

4
0,5
1
1,5
5

broj ciklusa
1

30
30

30

30
1

broj ciklusa
1

30
30

30
1
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3.2.3 Elektroforeza na agaroznom gelu

Uspjesnost umnazanja fragmenata provjerena je elektroforezom na agaroznom gelu. Agarozni
gel (w(agaroza)= 1,5 %) pripremljen je otapanjem agarote u puferu TAE (sastav pufera se nalazi
na stranici 21). Uzorci volumena 5 pL su pomijesani s 1 uL boje za nanoSenje uzorka (eng. Gel
loading dye) i naneseni na gel. Nanesen je i marker masa 1 kb DNA ladder u volumenu od 3 uL

koji je takoder pomijesan sa 1 pL boje.

Gel je smjesten u aparaturu za horizontalnu elektroforezu koja je bila ispunjena puferom TAE.
Elektroforeza je provedena pri 80 V u trajanju od 1h. Za detekciju fragmenata DNA na gelu
koristen je etidijev bromid koji se interkalira izmedu parova baza u nukleinskim kiselinama pri

¢emu dolazi do njegove fluorescencije. Gel je inkubiran u otopini etidijevog bromida 1 sat.

3.2.4 Proizvodnja ljepljivih krajeva pomocu restrikcijskih enzima

Restrikcijske endonukleaze su enzimi koji prepoznaju specifi¢ni slijed nukleotida i hidroliziraju
fosfodiestersku vezu okosnice DNA na restrikcijskim mjestima. U genetickom inZenjerstvu
koriste se uglavnom restrikcijske endonukleaze tipa II koje uvijek cijepaju na istom polozaju u
odnosu na mjesto prepoznavanja. Mjesta prepoznavanja restrikcijskih endonukleaza tipa Il su
palindromski sljedovi koji imaju os simetrije drugog reda, a dugacki su 4 do 8 parova baza.
Neke endonukleaze cijepaju dvije nasuprotne fosfodiesterske veze oba lanca DNA dajuéi tupe
krajeve DNA, dok druge stvaraju medusobno komplementarne 5'- ili 3'-str$ece krajeve od 2 do

4 nesparena nukleotida koji se nazivaju i ljepljivim krajevima.®

Restrikcijska razgradnja je provedena pomocu restrikcijskih enzima Sacl i Sall, uz
odgovarajuéi CutSmart pufer (sastav pufera: c(kalijev acetat) = 50 mmol dm, ¢(Tris-acetat) =
20 mmol dm=3, c(magnezijev acetat) = 10 mmol dm, ¢(BSA) = 100 pg/ml, pH 7,9). U
reakcijsku smjesu je dodana i BSA 0,1 ug/uL. Ukupan volumen smjese bio je 50 pL. Reakcija
restrikcije provedena je inkubacijom smjese na 37°C u trajanju od 1 sat. Nakon toga slijedila je

inaktivacija enzima na 60°C u trajanju od 20 minuta.
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3.2.5 Procis¢avanje razgradenih PCR produkata

Nakon restrikcije fragmenti su pro¢is¢eni prema uputama Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). 50 pL uzorka je uneseno u Cistu mikrotubicu i pomijesano S jednakim
volumenom komercijalnog pufera za vezanje na membranu (eng. Membrane Binding Solution).
Zatim je smjesa prebacena na kolonu za prociS¢avanje i inkubirana 1 minutu na sobnoj
temperaturi da se omoguc¢i vezanje DNA. Slijedilo je centrifugiranje u trajanju od 1 minute na
16 000 g, a tekuéina propustena kroz membrannu je uklonjena. Dodano je 700 pL
komercijalnog pufera za ispiranje membrane koji sadrzi etanol (eng. Membrane Wash Solution)
I uzorci su centrifugirani na 16 000 g 1 minutu. Prethodni korak se ponovio, ali sa 500 uL pufera
za ispiranje membrane te se centrifugiranjem 5 minuta na 16 000 g. Centrifugiranje je
ponovljeno s otvorenim tubicama kako bi ispario preostali etanol. Kolona je premjestena u novu
mikrotubicu i dodano je 50 uL vode oslobodene nukleaza (eng. Nuclease-Free Water). Uzorci
su inkubirani na sobnoj temperaturi 1 minutu i zatim centrifugirani na 16 000 g 1 minutu.

Procisceni fragmenti spremljeni su na +4°C.

3.2.6 Ligacija pomocu T4 DNA-ligaze

DNA-ligaza je enzim koji katalizira stvaranje fosfodiesterske veze izmedu 3'-hidroksilne
skupine jednog fragmenta i 5'-fosfatne skupine drugog fragmenta DNA te tako popravlja
jednolan¢ane lomove u dvolan¢anoj molekuli DNA. Za potrebe stvaranja rekombinantne DNA
u genetiCkom inzenjerstvu najcesce se koristi DNA-ligaza iz bakteriofaga T4 koja povezuje

liepljive krajeve DNA nastale restrikcijskom razgradnjom.3!

Jedna ligacijska smjesa sadrzala je kazetu s biljegom otpornosti na higromicin B, y= 31,9
ug/mL, slijeda od 500 pb homolognog s regijom uzvodno od gena snfl, y= 26,5 ug/mL, slijeda
od 500 pb homolognog s regijom nizvodno od gena snfl, y = 31,4 ug/mL, T4 DNA-ligaze i
odgovarajuéeg pufera za T4 DNA-ligazu (sastav pufera: ¢c(Tris-HCI) = 50 mmol dm, ¢(MgCl,)
=10 mmol dm3, ¢(ATP) = 1 mmol dm™, ¢(DTT) = 10 mmol dm, pH 7,5). Ukupni volumen

smjese iznosio je 20 uL. Ligacija je provedena inkubacijom smjese na 4°C preko noéi.

Druga ligacijska smjesa bila je istog sastava s razlikom u koncentraciji slijeda od 500 pb
homolognog s regijom uzvodno od gena zwfl, y= 28,1 ug/mL te slijeda od 500 pb homolognog

s regijom nizvodno od gena zwfl, y= 24,5 ng/mL .
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3.3 Metode rada sa stanicama kvasca

3.3.1 Transformacija stanica kvasca

Transformacija je metoda unosa strane DNA u stanice $to uzrokuje promjene u fenotipu takvih
stanica. Kako bi se ligacijske smjese koje sadrze konstruirane delecijske kazete mogle
transformirati u kvasceve stanice soja Ahsp42 uzgojene su prekonocne kulture soja Ahsp42 u 5
mL YPD tekuéeg hranjivog medija (sastav medija je naveden na stranici 21) na 30°C, uz
potreskivanje. Sljede¢i dan svjezi YPD medij je inokuliran prekonoénom kulturom (2 mL
prekonoéne kulture i 100 mL medija) i rast je pracen mjerenjem apsorbancije na 600 nm.
Stanice su skupljane kada su bile u eksponencijalnoj fazi rasta (ODeoo = 0,5-0,7). Po 50 mL
kulture u eksponencijalnoj fazi je centrifugirano 5 minuta na 4300 g kako bi se stanice istalozile,
amedij uklonio. Stanice su resuspendirane i ispirane u 25 mL sterilne destilirane vode. Ispiranje
je ponovljeno tri puta i talog stanica resuspendiran u 1 mL sterilne destilirane vode. Po 100 uL
suspenzije stanica je rasporedeno u mikrotubice i dodana im je transformacijska smjesa
sliede¢eg sastava: PEG 50% (w/v), c(litijev acetat) = 0,102 mol dm3, y(sperma lososa) = 0,028
mg/mL, deionizirana voda. Ukupni volumen smjese je bio 3168 uL. Na 100 uL suspenzije
stanica dodano je 228 pL navedene transformacijske smjese i 8 pL ligacijske smjese, osim u
sluaju negativne kontrole (ne sadrze ligacijsku smjesu) gdje je dodano 336 uL
transformacijske smjese. Smjese su inokulirane preko noci na sobnoj temperaturi i zatim
centrifugirane 30 sekundi na 16 000 g. Supernatant je uklonjen, a talozima stanica dodan po 1
mL tekuceg hranjivog YPD medija te su stanice inkubirane 3 sata na 30°C. Smjese
transformiranih stanica su nasadene na selektivne YPD podloge (sastav podloge je naveden na
stranici 21) koje sadrze antibiotik higromicin B, y = 200 pg/mL. Plo¢e sa stanicama su

inkubirane na 30°C i pracen je rast kolonija kvasaca tijekom nekoliko dana.

Prekono¢ne kulture su dobivene inokulacijom medija s odabranim kolonijama s krute podloge.
Kulture su inkubirane na 30°C preko no¢i, uz potreskivanje. 1z prekono¢nih kultura je zatim
izolirana genomska DNA prema postupku opisanom na stranici 23 kako bi se proveo PCR
prema postupku opisanom na stranicama 24-26. Kao kontrola koriSten je soj divljeg tipa. Za
oba soja Ahsp42Asnfl i Ahspd2Azwf1 koristene su pocetnice fwd1 (eng. Forward 1) i rc2 (eng.
Reverse complement 2) navedene u Tablici 3.2.1. Rezultati PCR-a provjereni su elektroforezom

na agaroznom gelu prema postupku opisanom na stranicama 26 i 27.
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3.3.2 Mjerenje kronoloskog Zivotnog vijeka

5 mL teku¢eg YPD medija je inokulirano s jednom kvasc¢evom kolonijom s krute podloge 1
kultura je inkubirana na 30°C uz potreskivanje. Kulture su uzgojene do stacionarne faze rasta
(ODeoo = 0,7-0,9) nakon ¢ega su stanice istaloZzene centrifugiranjem 5 minuta na 5000 ¢ |
isprane u sterilnoj deioniziranoj vodi. Zatim su resuspendirane u sterilnoj deioniziranoj vodi i
inkubirane na 30°C. Svaki tre¢i dan ishodna kultura stanica je serijski razrijedena i po 100 pL
suspenzije stanica razijedenja 10°i 10 nasadivano je na plo¢e s podlogom YPD u duplikatima.
Ploc¢e su inkubirane na 30°C, a broj naraslih kolonija odreden je nakon 48 sati. Napravljene su

i bioloske replike svakog soja.

3.3.3 Mjerenje frekvencije mutacija

5 mL teku¢eg YPD medija koji sadrzi L-kanavanin, a kojemu nedostaje arginin inokulirano je
s jednom kvascevom kolonijom s krute podloge i kultura je inkubirana na 30°C uz potreskivanje
preko no¢i. Kultura je zatim razrijedena u svjezi medij istog sastava 500-1000 puta i ponovno
inkubirana na 30°C uz potreskivanje do stacionarne faze. Treéi dan su stanice isprane u sterilnoj
destiliranoj vodi i nasadene na ploce s krutom podlogom YPD u volumenu od 100 uL u svrhu
odredivanja ukupnog broja stanica. Postupak je istovjetan postupku za mjerenje kronoloskog
zivotnog vijeka. Takoder je nasadeno 100 uL suspenzije stanica u vodi na plo¢e s krutom
podlogom YPD kojoj nedostaje arginin, ali ujedno sadrzi L-kanavanin kona¢ne koncentracije
200 pg/mL. Ploce su inkubirane na 30°C, a broj naraslih kolonija se odreden je nakon 72 sata.
Na plo¢ama s podlogom koja sadrzi kanavanin, a nedostaje joj arginin narasli su samo mutanti
otporni na kanavanin. Frekvencija mutacija izraCunata je kao omjer broja stanica otpornih na

kanavanin i ukupnog broja vijabilnih stanica u kulturi.
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3.4 Metode rada s proteinima

3.4.1 Ekstrakcija proteina metodom sa zimolijazom

Prekono¢ne kulture dobivene su inokulacijom 5 mL tekucéeg YPD medija s kvascevim
kolonijama s krute podloge. Kulture su inkubirane na 30°C uz potreskivanje. 250 mL svjezeg
YPD medija je inokulirano s 2.5 mL prekonoéne kulture u uzgojeno do eksponencijalne faze
rasta (ODeoo = 0,5 - 0,7). Stanice su istalozene centrifugiranjem 5 minuta na 4300 g, a medij
uklonjen. Talozi stanica su isperani nekoliko puta u otopini PBS (sastav otopine se nalazi na
stranici 21). Talozima je zatim dodano 1 mL otopine PBS i stanice su premjeStene u
mikrotubice, nakon Cega su taloze centrifugiranjem 5 minuta na 16 000 g. PBS je uklonjen, a

talozi stanica posuseni.

Stanice kvasca imaju debelu stani¢nu stijenku Sto otezava ekstrakciju proteina. Stoga se

enzimskom digestijom stani¢nog zida pomocu zimolijaze i stvaranjem Sferoplasta stanice

Talozi stanica su resuspendirani u puferu sa zimolijazom (sastav pufera je naveden na stranici
21) te su uzorci zatim u blago polegnutom polozaju inkubirani 1 sat na 37°C uz sporo
potresanje. Slijedilo je centrifugiranje 5 minuta na 3700 g i supernatant je pazljivo uklonjen.
Sve sljedece korake bilo je potrebno provoditi na ledu. Talozi su resuspendirani u puferu za lizu
sferoplasta (sastav pufera je naveden na stranici 21). Suspenzije su vorteksirane 30 sekundi i
inkubirane na ledu 30 minuta uz kraée vorteksiranje nakon 15 minuta. Na kraju su suspenzije
snazno vorteksirane 2 minute i centrifugirane 10 minuta na 16 000 g. Bistri supernatant u kojem

se nalazi ekstrakt proteina je prebacen u Cistu mikrotubicu, a talog se odbacen.

Proteinski ekstrakti potrebni za western analizu dobiveni su prema istom postupku, s razlikama
u ispiranju taloga stanica u puferu TBS (sastav pufera je naveden na stranici 21) te u sastavu
pufera sa zimolijazom (pufer TBS, zimolijaza 60U, inhibitor fosfataza ¢ = 1 mmol dm™ i
inhibitor proteaza ¢ = 1 mmol dm™). U pufer za lizu sferoplasta je takoder bilo potrebno dodati

inhibitor fosfataza.

Proteinski ekstrakti su ugusceni na centrikonima 3K koji propustaju sve proteine manje od 3

kDa, a zadrzavaju vece.
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3.4.2 Odredivanje koncentracije proteina metodom prema Bradfordu

Odredivanje koncentracije proteina metodom prema Bradfordu temelji se na reakciji proteina s
bojom Coomassie Brilliant Blue G-250 koja reagira prvenstveno s bo¢nim skupinama arginina,
a u manjoj mjeri i s bo¢nim skupinama histidina, lizina, tirozina, triptofana i fenilalanina. Kada
je vezana na proteine boja se nalazi u anionskom obliku i dolazi do vidljive promjene boje iz
smede u plavu pri ¢emu se apsorpcijski maksimum boje pomice sa 465 nm na 595 nm §to se

moze pratiti spektrofotometrijski.32

Kako bi se konstruirao bazdarni pravac KoriStena je otopina albumina iz govedeg seruma
(7 (BSA)= 1 mg/mL). Ona se nanosi u volumenima od 0, 2, 4, 6, 8 i 10 pL na mikrotitarsku
plocicu i doda joj je po 200 uL Bradfordovog reagensa (sastav otopine je naveden na stranici
21). Uzorci proteina naneseni su u volumenima od 2 uL i svakom uzorku takoder je dodano po
200 pL Bradfordovog reagensa. Uzorci su inkubirani 15 minuta na sobnoj temperaturi uz
potresanje i zatim im je ocitana apsorbancija pri 570 nm na spektrofotometru (Tecan Sunrise).

Podaci su prikupljani pomoc¢u softwarea XFLUOR4 version 4.51.

3.4.3 Mjerenje stupnja karbonilacije proteina tehnikom ELISA

Imunoanaliticka tehnika ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) omogucéava
detekceiju specifi¢nog analita ili tvari koja se zeli kvalitativno ili kvantitativno odrediti u nekom
uzorku. Temelji se na interakciji izmedu liganda i odgovarajuceg antitijela koja se detektira
obiljezavanjem antitijela s enzimom (peroksidaza iz hrena, alkalna fosfataza, 3-galaktozidaza)
i pojavom fluorescencije ili promjene boje uslijed reakcije.®® U ovom slucaju reaktivne
aldehidne i ketonske skupine bo¢nih ogranaka proteina (najcesc¢e se radi o aminokiselinama
prolinu, argininu, lizinu i treoninu) derivatizirane su s 2,4-dinitrofenolhidrazinom (DNPH)
nakon ¢ega primarno antitijelo anti-DNPH prepoznaje proteine s derivatiziranim skupinama, a

slijedi vezanje sekundarnog antitijela konjugiranog s enzimom na primarno.

Kako bi tehnikom ELISA bilo moguce iz stani¢nog ekstrakta odrediti stupanj karbonilacije
proteina bilo je potrebno prethodno provesti ekstrakciju proteina prema opisanom postupku,

nakon ¢ega je slijedilo je odredivanje koncentracije proteina metodom prema Bradfordu.
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Proteinski ekstrakti su razrijedeni u otopini PBS do kona¢ne masene koncentracije y = 0.01
pug/uL. Po 100 pl uzorka je naneSeno na mikrotitarsku plocicu u triplikatima i uzorci su
inkubirani na 4°C preko no¢i. Sljedeci dan je otopina iz jazica mikrotitarske plo¢ice uklonjena
i plocica isprana tri puta s 200 pL otopine PBS. Visak otopine uklonjen je pipetom. U jaZice s
uzorcima dodano je 200 pL svjeze pripravljene otopine DNPH (otapanjem 0,02 g 2,4-
dinitrofenilhidrazina u 1 mL 3-fluoroctene kiseline) i plo¢ica inkubirana 45 minuta u mraku.
Otpina DNPH je zatim uklonjena, a mikrotitarska plocica ispirana cetiri puta s 200 uL pufera
za ispiranje 1l (otopina PBS s dodatkom w(etanol) = 96% u omjeru 1:1). Nakon toga plocica je
isprana jos tri puta s 200 uL otopine PBS. Visak otopine uklonjen je pipetom. Nespecifi¢na
proteinska mjesta su blokirana dodatkom 250 uL pufera za blokiranje. Pufer za blokiranje ¢ini
otopina mlijeka (w = 5%) u puferu 11l (otopina PBS s dodatkom Tween-a ¢ = 0,01%). Plocica
s uzorcima je inkubira 90 minuta na sobnoj temperaturi uz potreskivanje. Pufer za blokiranje je
uklonjen i jazice isprane tri puta sa 300 uL pufera za ispiranje Ill. Zatim je u svaku jaZicu
dodano 100 uL primarnog antitijela (anti-DNPH rabbit) i inkubira se 120 minuta na sobnoj
temperaturi uz potreskivanje. Otopina primarnog antitijela je uklonjena i plocica isprana pet
puta sa 200 uL pufera za ispiranje III. Visak otopine uklonjen je pipetom. U svaku jaZicu
dodano je 100 uL otopine sekundarnog antitijela (anti-rabbit HRP Goat IgG) i uzorci su
inkubirani 60 minuta na sobnoj temperaturi uz potreskivanje. Otopina sekundarnog antitijela je
uklonjena i plo¢ica isprana pet puta s 200 pL pufera za ispiranje III, a visak pufera uklonjen
pipetom. 100 uL otopine tetrametilbenzidina (TMB) dodano je u jazice i plo€ica inkubirana
nekoliko minuta do razvijanja plave boje. Plava boja se razvija uslijed oksidacije TMB-a,
odnosno vezanjem HRP-a na TMB. Rekacija je zaustavljena dodatkom 100 upL otopine
sumporne Kiseline (c = 0,3 mol dm) $to uzrokuje promjenu boje iz plave u Zutu te je o¢itana
apsorbancija pri 450 nm na spektrofotometru (Tecan Sunrise). Podaci su prikupljani pomocu
softwarea XFLUOR4 version 4.51.

34



3.4.4 Mjerenje stanicnog ATP-a

Stanice kvasca istalozene su prethodno opisanim postupkom centrifugiranja i ispiranja u otopini
PSB. Talozima stanica je dodano 100 uL komercijanog ATP pufera u kojem se nalazi
zimolijaza 60U i zatim s uzorci inkubirani 1 sat na 37°C uz lagano mijesanje na tresilici. Uzorci
se zatim ostave na ledu 30 minuta i snazno vorteksiraju 2 minute. Tako pripremljenim uzorcima
je odredena koncentracija proteina metodom prema Bradfordu. Nakon odredivanja
koncentracije proteina, uzorcima je inaktiviran dio proteina prema standardnom protokolu za
deproteinizaciju pomoc¢u perklorne kiseline. Ovaj postupak se koristi za uklanjanje proteina,
odnosno inaktivaciju enzima koji mogu smetati pri odredivanju manjih molekula poput cAMP-
a, ATP-a, glutationa i drugih. Uzorcima je dodano 20 uL ledeno hladne perklorne kiseline
(PCA), nakon cCega su vorteksirani i inkubirani na ledu 5 minuta. Zatim je sljedilo
centrifugiranje 2 minute na 16 000 g i 96 uL supernatanta je prebac¢eno u novu mikrotubicu.
Supernatantu je dodano 5 pL ledeno hladne otopine za neutralizaciju iz komercijalnog kompleta
I uzorci su promijesani okretanjem mikrotubica. Uzorci su inkubirani na ledu 5 minuta, nakon
Cega su centrifugirani 30 sekundi na 16 000 g. Deproteinizirani uzorci su razrijedeni na 80 %

pocetne koncentracije proteina koja je izraCunata metodom prema Bradfordu.

Stani¢ni ATP je mjeren je koriste¢i komerecijalni komplet ATP Colorimetric/Fluorometric
Assay Kit (Bio-Vision). Ova metoda koristi reakciju fosforilacije glicerola pomo¢u ATP-a (ATP
je donor fosforilne skupine) kojom ¢e nastati produkt koji se moze kvantificirati
kolorimetrijskim ili fluorimetrijskim metodama. Na mikrotitarsku plocicu se u triplikatima
nanesu uzorci deproteiniziranog stani¢nog ekstrakta u volumenima 50 pL i kona¢ne masene
koncentracije = 0,5 ng/uL. Uzorcima se zatim doda po 50 uL komercijalne ATP Master Mix

otopine.

Kako bi se konstruirao bazdarni pravac, otopina standarda, odnosno ¢istog ATP-a koncentracije
1 mmol dm?, iz komercijalnog kompleta nanesena je u volumenima od 0, 2, 4, 6, 8 i 10 pL na
mikrotitarsku plocicu i jazice su nadopunjene ATP puferom do volumena 50 pL te je zatim u
sve jazice dodano 50 uL ATP Mater Mix otopine. Tako pripremljeni uzorci se inkubiraju 30
minuta do 1 sat u mraku nakon Cega se ocita apsorbancija uzoraka pri 570 nm na
spektrofotometru (Tecan Sunrise), a podaci se prikupljaju pomocu softwarea XFLUOR4

version 4.51.
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3.4.5 Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu uz prisutnost SDS-a (SDS-PAGE)

Natrijev dodecilsulfat (SDS) je anionski detergent koji solubilizira, disocira i denaturira vec¢inu
oligomernih proteina na podjedince. Uz to, SDS-polipeptidni kompleksi tijekom elektroforeze
putuju prema anodi ovisno o molekularnoj masi proteina jer je omjer mase i naboja svih
proteina jednak.3* Za SDS-PAGE su koristeni poliakrilamidni gelovi debljine 1,0 mm.
Koncentracija poliakrilamida odreduje elasticnost, mehani¢ka svojstva i gustocu gela te
veli¢inu pora. Poliakrilamidni gel se sastoji od gela za sabijanja i gela za razdvajanje. Gel za
sabijanje ima vecée pore zbog nize koncentracije poliakrilamida, dok gel za razdvajanje ima
manje pore u odnosu na gel za sabijanje. Koncentracija akrilamida je odreduje duzinu lanaca
poliakrilamida dok koncentracija bisakrilamida odreduje ucestalost unakrsnih veza izmedu
lanaca. TEMED i APS je potrebno dodati jer sudjeluju u reakciji polimerizacije, odnonso
nastajanju lanaca poliakrilamida.

Napravljena su dva gela od kojih je jedan sluzio samo za vizualizaciju proteina, a drugi za
prijenos proteina na membranu. Sastav smjese gela za razdvajanje w(akrilamid-bisakrilamid) =

7,5 % i gela za sabijanje naveden je u Tablici 3.4.

Smyjesa gela za razdvajanje je pomoc¢u mikropipete nanesena izmedu stakala u aparaturi. Gel je
nadslojen izopropanolom radi sprjeavanja pristupa atmosferskom kisiku koji inhibira
polimerizaciju, ¢ime je istovremeno poravnat gornji rub gela. Gel je zatim pusten da
polimerizira 20 minuta. Nakon polimerizacije izliven je izopropanol s vrha gela, prostor izmedu
stakala i rub gela je ispran redestiliranom vodom i na njega je izlivena smjesa gela za sabijanje.

U gel je odmah zatim umetnut ¢eSalj za formiranje jazica. Polimerizacija je trajala 20 minuta.

Tablica 3.4. Sastav gela za SDS-PAGE koji je sadinjen od gela za sabijanje i gela za razdvajanje.

Koli¢ine navedene u ovom receptu su dovoljnje za pripravu 2 gela.

GEL ZA SABIJANJE GEL ZA RAZDVAJANJE
komponenta V/uL komponenta V/pL
Akrilamid 40% (w/v) 730 Akrilamid 40% (w/v) 2820
pufer Tris-HCI/SDS 0,5 mol dm=pH 6.8 1875 pufer Tris-HCI/SDS 1,5 mol dm®pH 8.8 3750
dH0 4740 dH-0 8430
APS 10% (w/v) 375 APS 10% (w/v) 50
TEMED 7,5 TEMED 10
ukupni volumen 7390 ukupni volumen 15 060
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U 20 plL uzoraka proteinskog ekstrakta dodano je 5 uL Laemmli pufera (sastav pufera je
naveden na stranici 21) i uzorci su inkubirani 3 minute na 95°C. Uzorci i marker masa Precision
Protein Caleidoscope u volumenu od 6 pL su zatim naneseni na gel. Sastav pufera za
elektroforezu naveden je na stranici 21. Elektroforeza je provodena u uredaju za vertikalnu

elektroforezu (Bio-Rad) pri 25 mA po gelu, u trajanju od 1 sat i 15 minuta.

3.4.6 Western blot analiza

Po zavrsetku elektroforeze jedan gel je ispran s destiliranom vodom i inkubiran 10 minuta u
otopini Coomasie Brilliant Blue R-250 uz potresanje. Gel je zatim odbojavan u puferu za
odbojavanje (sastav pufera je naveden na stranici 21) tri puta po 10 minuta i skeniran na uredaju
za skeniranje BIO-5000 BioScanner. Slika je obradena pomocu softwarea ScanWizard Bio.

Drugi gel, koji je predviden za prijenos proteina na membranu, ekvilibriran je prvo u destiliranoj
vodi, zatim u puferu za prijenos bez etanola. Nitrocelulozna membrana, Whatmann filter papiri
i spuzvice su takoder natopljeni u puferu za prijenos. Plasti¢ni okvir za prijenos je slozen tako
da je stavljena prvo donja spuzvica, zatim filter papir na koji je polozen gel, a na gel je
prislonjena membrana tako da medu njima nema mjehuri¢a zraka. Membrana je zatim
pokrivena drugim filter papirom i gornjom spuzvicom. Okvir je dobro uévrséen i postavljen u
uredaj tako da je membrana bila orijentirana prema + elektrodi. Prijenos proteina s gela na

membranu proveden je na 200 mA u trajanju od 1h.

Nakon prijenosa proteina membrana je inkubirana u otopini Ponceau S 1-2 minute. Boja
adsorbirana na membranu je ispirana s destiliranom vodom dok proteinske vrpce nisu postale
jasno uocljive. Membrana je skenirana na uredaju za skeniranje BIO-5000 BioScanner i slike
su obradene pomocu softwarea ScanWizard Bio. Nakon skeniranja membrana je isprana u
puferu TBS-T dok se boja nije potpuno uklonila. Slijedilo je blokiranje membrane u 10 mL
pufera za blokiranje (5% otopina BSA u TBS-T) u trajanju od 1 sat. Nakon toga membrana je
inkubirana u otopini primarnog antitijela Phospho-AMPK« Rabbit mAb na 4°C preko no¢i uz
mijesanje na tresilici. Sljede¢i dan se membrana je isprana u TBS-T tri puta po 15 minuta uz
mijesanje, nakon Cega je inkubirana u otopini sekundarnog antitijela 20 000x Goat anti-Rabbit
IgG u trajanju od 1 sat. Slijedilo je ispiranje membrane tri puta po 15 minuta u otopini TBS-T.

Vizualizacija je provodena pomocu kemiluminiscentnog reagensa Luminola i izlaganjem
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membrane filmu. Membrana je inkubirana u Luminol reagensu 1 minutu u mraku. U
kemiluminiscentnoj reakciji Luminol se oksidira u reagens koji emitira svijetlost prilikom
raspadanja. Membrana je izlozena filmu u sobi za razvijanje filmova, a ekspozicija filma je
varirana do pojave jasnih signala na filmu. U slucaju sojeva divljeg tipa i Ahsp42 optimalna

ekspozicija filma je trajala 25 minuta.
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3.5 Statisti¢ka analiza

3.5.1 Studentov T-test

U procjeni statisticke znacajnosti podataka koristen je studentov T-test. T-test je proveden u
programu Microsoft Excel 2013.

Nul-hipoteza je pretpostavka da ne postoji razlika medu uzorcima u populaciji od interesa. To
je hipoteza koja se testira te se odbacuje ili prihvaéa. Alternativna hipoteza vrijedi ako nul-
hipoteza nije istinita. Cesto je alternativna hipoteza upravo hipoteza istrazivata. U svim
eksperimentima ovog istrazivanja nul-hipoteza je bila pretpostavka da nema razlike izmedu soja
kvasca divljeg tipa i sojeva od interesa, bilo da se radi o razini stani¢nog ATP-a, razini
karbonilacije proteina, razini ekspresije gena ili koli¢ini reaktivnih kisikovih vrsta u stanicama.
Stoga je ova analiza radena uvijek s dvije skupine podataka. Jednu skupinu su uvijek ¢inili

podaci za soj divljeg tipa kvasca, a drugu skupini podaci za neki drugi kvas€ev soj od interesa.

Dobivene P-vrijednosti govore o statistickoj razlici medu uzorcima. Razina znacajnosti je u
svim eksperimentima bila 5% (P = 0,05). Uz znacajnost od 5% statisticka razlika medu
uzorcima je znacajna ako je vrijednost P manja od 5% i odbacuje se nul-hipoteza. U suprotnom,
statistiCka razlika nije znacajna, odnosno nema dovoljno dokaza za odbacivanje nul-

hipoteze. 3%
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4. Rezultati

4.1 Mutanti Ahsp42Asnfl i Ahsp42Azwfl

Do sada je poznato da delecija Saperona Hsp4?2 utrostrucuje replikativni zivotni vijek kvasca i
uzrokuje smanjenu glikoliticku aktivnost te aktivnost ciklusa limunske kiseline dok
istovremeno pojacano aktivira [3-oksidaciju masnih kiselina i put pentoza-fosfata. Stoga su
konstruirana dva nova kva$c¢eva soja u kojima je deletiran gen za Saperon Hsp42 te su deletirani
ciljani geni koji kodiraju proteine metabolizma glukoze; kinaza Snfl i glukoza-6-fosfat-
dehidrogenaza. Mutanti Ahsp42Asnfl i Ahsp42Azwf1 dobiveni su zamjenom divljeg tipa gena
snfl i zwfl u soju Ahsp42 s delecijskom kazetom koja nosi biljeg otpornosti na antibiotik
higromicin B. Delecijska kazeta takoder sadrzi i restrikcijska mjesta za enzime Sacl
(GAGCTAC) i Sall (GATCGAC). Nukleotidni sljedovi od 500 pb homologni regijama uzvodno
i nizvodno od ciljnog gena te delecijska kazeta veli¢ine 1699 pb umnoZeni su metodom lancane
reakcije polimeraze (eng. Polymerase chain reaction, PCR). Navedeni homologni sljedovi
potrebni su kako bi se kazeta specificno ugradila na mjesto gena koji se zeli deletirati i stoga su
podrvgnuti razgradnjom restrikcijim enzimima Sacl i Sall, nakon ¢ega su ligirani s delecijskom
kazetom. Konstruirana kazeta se ugraduje u kromosom na mjesto gena koji se Zeli deletirati

homolognom rekombinacijom. Shematski prikaz zamjene gena kazetom dan je Slikom 4.1.

nukleotidni slijed homologan nukleotidni slijed homologan regiji
regiji uzvodno od ciljnog gena nizvodno od ciljnog gena
I ]
¢ §
/’ gen za selektivni biljeg \
/ Y
/ "\ ostatak kvascevog kromosoma
f
/
[ ]
[ |
I— kvascev ciljni gen g HOMOLOGNA
REKOMBINACUA

na mjestu cilinog gena nalazi se delecijska kazeta s genom za selektivni biljeg

Slika 4.1. Delecija ciljnog gena u kvascu. Ciljni gen x zamijenjen je delecijskom kazetom koja sadrzi

gen za selektivni marker, a koja ¢e omoguciti jednostavnu selekciju mutanata na selektivnim podlogama.
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Rezultati umnazanja delecijske kazete te nukleotidnih sljedova od 500 pb homolognih s
regijama uzvodno i nizvodno od gena snfl i gena zwfl koji se zele deletirati prikazani su na
Slici 4.1.1.

a) b)

1kbDNA kaseta kaseta
A K DNACS 500 b <8500 pin SEREO0 pb His 2001 PO ladder _ PAG32 pAG32
ladder ispred iza | ispred iza ——T (1) ()
snfl snfl - zwfl zwfl

10.0

8.0
6.0
5.0
4.0
3.0

20
15 — -

o~

EES O

Slika 4.1.1. Na slici a) na agaroznom 1.5% gelu vidljive su vrpce veli¢ine 500 pb koje odgovaraju
nukleotidnim sljedovima koji su homologni s regijama uzvodno i nizvodno od ciljnih gena. Na slici b)
takoder na 1.5% agaroznom gelu vidljive su dvije vrpce. Gornja, slabija vrpca koja se nalazi na priblizno
4 kb potjece od nerazgradenog plazmida pAG32 (kalupa) koji je veli¢ine 4160 pb, a donja deblja vrpca
na oko 1.7 kb potjece od kazete koja ima gen za rezistenciju na higromicin B.

Iz slike je vidljivo da su delecijska kazeta veli¢ine 1699 pb i nukleotidni sljedovi od 500 pb
homologije uspjesno umnozeni PCR-om $to je preduvjet za njihovu razgradnju restrikcijskim

enzimima i ligaciju u konstrukt te transformaciju tog konstrukta u stanice kvasca soja Ahsp42.

Nakon PCR-a, u fragmentima je hidrolizirana fosfodiesterska veza pomocu restrikcijskih
endonukleaza Sacl i Sall kako bi se stvorili ljepljivi strse¢i krajevi na delecijskoj kazeti i
sljedovima od 500 pb homolognih s regijama oko ciljnih gena. Fragmenti su ligirani pomoc¢u
T4 DNA-ligaze, a ligacijske smjese su zatim transformirane u kvasceve stanice soja Ahsp42
metodom s litijevim acetatom i polietilenglikolom. Smjese transformiranih stanica su nasadene
na selektivne hranjive podloge, a pojava kolonija na selektivnim podlogama govori da je

transformacija uspjesno provedena.
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Dodatna potvrda ugradnje kazete na mjesto ciljnog gena provodi se metodom PCR na

genomskoj DNA izoliranoj iz odabranih kolonija.

Kako bi se provijerilo jesu li kolonije koje su narasle na selektivnim podlogama s antibiotikom
higromicinom B zaista trazeni mutanti, s ploca je nasumi¢no odabrano tri ve¢e kolonije
potencijalnog soja Ahsp42Asnfl i dvije kolonije potencijalnog soja Ahsp4d2Azwfl. 1z njih je
izolirana genomska DNA koja je sluzila kao kalup u reakciji PCR. Za soj Ahsp42Asnfl bio je
ocekivan izostanak vrpce na oko 2.7 kb koja je pristuna u divljem tipu, a koja potjece od gena
snfl (veli¢ina gena je 1699 pb + 500 pb uzvodno + 500 pb nizvodno). Za soj Ahsp42Azwf1 je
bio ocekivan izostanak vrpce na 2.5 kb (veli¢ina gena je 1518 pb + 500 pb uzvodno + 500 pb
nizvodno). Rezultati PCR-a za soj Ahsp42Asnfl prikazani su na Slici 4.1.2.

1 kb DNA

WT
Naddar Ahsp42Asnfl  Ahsp42Asnfl

1200 —

05 —

Slika 4.1.2. Rezultati PCR-a na genomskoj DNA izoliranoj iz odabrane kolonije soja Ahsp42Asnf1.
Vidljiva je vrpca na oko 2.7 kb u soju divljeg tipa, a koja nije prisutna kod soja Ahsp42Asnf1.

Buduc¢i da je vidljiva vrpca na oko 2.7 kb u divljem tipu, koja potjece od gena snfl (1699 bp +
500 bp uzvodno + 500 bp nizvodno), a ta vrpca nije prisutna u konstruiranom mutantu
Ahsp42Asnfl moze se tvrditi da je delecija gena snfl bila uspje$na. Delecija gena zwfl u
mutantu Ahsp42Azwf1 nije se mogla potvrditi ovom metodom, ali je metodom kvantitativne
lan¢ane reakcije polimeraze (qPCR) potvrdeno da u stanici nisu prisutni trankripti gena zwfl
(pokus provela dr. sc Anita Krisko u Gottingenu, Njemacka). Na agaroznom gelu u slucaju
mutanta Ahsp42Azwfl i divljeg tipa pojavljivale su se vrpce na 5 kb ili vrpce uopée nisu bile

prisutne u divljem tipu.
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4.2 Kronoloski zivotni vijek

Kao §to je ve¢ spomenuto, kvasac ima dva tipa zivotnog vijeka, replikativni (generacijski ili
mitotiCki) te kronoloski. Replikativni Zivotni vijek se odnosi na broj stanica kéeri koje proizvodi
stanica majka, odnosno broj podjela kroz koje svaka induvidualna stanica moze proci.
Kronoloski zivotni vijek se mjeri kao vremenski period tijekom kojeg se stanice koje se vise ne
dijele (stanice u stacionarnoj, Go fazi mitoze) mogu odrzavati na zivotu. Rezultati mjerenja
replikativnog Zivotnog vijeka mutanta Ahsp42 (prikazani u Dodatku 1) pokazali su da je isti
produzen cak tri puta i stoga su potaknuli na mjerenje 1 kronoloskog zivotnog vijeka ovog
mutanta. Osim za soj Ahsp42 kronoloski zivotni vijek mjeren je i za dvostruke deletante
Ahsp42Asnfl, Ahsp42Azwfl te mutant Asnfl. Kao kontrola koristen je divlji tip kvasca S.

cerevisiae.

Broj naraslih kolonija na plocama s hranjivom YPD podlogom na kojima je nasadeno po 100
uL suspenzije stanica razijedenja 107 i 10® odreden je nakon 48 sati. U slucaju divljeg tipa broj
kolonija na plo¢ama na kojima se nalazila suspezija stanica razrijedenja 10™ varirao je izmedu
50 i 70, a broj kolonija na plo¢ama sa suspenzijom stanica razrijedenja 10 varirao je izmedu
51 10. Broj stanica u 100 pL, odreden iz broja kolonija, skaliran je na broj stanica u 1 mL
uzorka te je izraunat prosjek broja stanica izmedu tehnickih replika i zatim prosjek razijedenja
10§ 10°®. Sve vrijednosti su normirane na pocetan broj stanica (0. dan mjerenja) za pripadni
soj u 1 mL uzorka. Starost populacije na 50% prezivljenja odredena je ra¢unanjem 50% od
pocetnog broja stanica prije normiranja (0. dan mjerenja) iz ¢ega se moglo zatim zakljuciti

kojem danu mjerenja odgovara taj broj stanica.

Rezultati mjerenja kronoloskog zivotnog vijeka prikazani su Slikama 4.2.1. - 4.2.4., a iskazani

su kao srednje vrijednosti dva nezavisna mjerenja, odnosno bioloskih replika.

43



oe
®

0,1 ®

0,01

Relativne vrijednosti normalizirane
na pocetni broj stanicau 1 mL
o

® hspd2 o WT Dani

Slika 4.2.1. Kronoloski zivotni vijek soja Ahsp42 te divljeg tipa koji sluzi kao kontrolni soj. Rezultati
su prikazani kao srednje vrijednosti dva nezavisna mjerenja, a vrijednosti su normirane na pocetan broj
stanica u 1 mL uzorka. Starost populacije na 50% prezivljenja za mutant Ahsp42 je 9 dana, dok je za

divlji tip u ovom mjerenju starost populacije na 50% preZzivljenja 4 dana.

00
(ON©)

0,1

0,01

Relativne vrijednosti normalizirane
na pocetni broj stanicau 1 mL
o

Slika 4.2.2. Kronoloski zivotni vijek soja Asnfl i divljeg tipa. Starost populacije na 50% prezivljenja za

mutant Asnfl je 9 dana, dok je za divlji tip u ovom mjerenju 7 dana.
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Slika 4.2.3. Kronoloski zivotni vijek soja Ahsp42Asnfl i divljeg tipa. Starost populacije na 50%

prezivljenja za mutant Ahsp42Asnfl je 3 dana, dok je za divlji tip u ovom mjerenju 9 dana.

o
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00
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Relativne vrijednosti normalizirane
na pocetni broj stanicau 1 mL

o hsp42 zwfl Dani

Slika 4.2.4. Kronoloski Zivotni vijek soja Ahsp42Azwfl i divljeg tipa. Starost populacije na 50%
prezivljenja je u sluaju mutanta Ahspd2Azwfl 7 dana, dok je u slucaju divljeg tipa 5 dana u ovom

mjerenju.
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Iz mjerenja kronoloskog zivotnog vijeka vidljivo je da delecija gena u sojevima Ahsp42 i Asnfl
uzrokuje efekt produljenja Zivotnog vijeka, a zanimljivo je da se taj efekt gubi u soju koji ima
deletirana oba navedena gena, Ahsp42Asnfl. Starost populacije na 50% prezivljenja za mutant
Ahsp42 je 9 dana, dok je za divlji tip u istom mjerenju 4 dana. Starost populacije na 50%
prezivljenja za mutant Asnfl je 9 dana, a za divlji tip u tom mjerenju je 7 dana. Starost
populacije na 50% prezivljenja za mutant Ahsp42Asnfl je samo 3 dana, dok je za divlji tip u
istom mjerenju bila 9 dana. Budu¢i da je na razini metabolizma jedina znacajna razlika medu
sojevima Ahsp42Asnfl i Ahsp42 ta §to mutant Ahsp42Asnfl ne usmjerava glukozu u put
pentoze fosfata, kao mutant Ahsp42 ve¢ u glikolizu, promjene u fenotipu zivotnog vijeka mogle

bi se pripisati tome.

4.3 Karbonilacija proteina

Reaktivne aldehidne i ketonske skupine proteina smatraju se biomarkerima oksidacijskog
stresa, ali i indikatorima problema u smatanju proteina pri konstantnom oksidacijskom stresu.
Nastaju oksidacijom bo¢nih ogranaka aminokiselina u proteinima, i to aminokiselinskih
ostataka prolina, arginina, lizina i treonina. Nakupljanje karboniliranih derivata proteina
prisutno je kod bolesti poput Alzheimerove bolesti, dijabetesa, artritisa i mnogih drugih.
Mijerenje stupnja karbonilacije proteina nakon derivatizacije njihovih karbonilnih skupine s 2,4-
dinitrofenilhidrazinom (DNPH) je najceSc¢e koriStena metoda odredivanja razine oStecenosti
proteina. Derivatizacijom nastaje 2,4-dinitrofenil-hidrazonski derivat proteina koji se moze
detektirati tehnikom ELISA (eng. Enzyme-linked Immunosorbent Assay) koja je vrlo osjetljiva,
precizna i reproducibilna. Ovom tehnikom mjerena je karbonilacija proteina u sojevima divljeg
tipa, Ahsp42, Ahsp42Asnfl te Ahsp4d2Azwfl.

Uzorcima je odredena koncentracija proteina metodom prema Bradfordu, a rezultati

odredivanja koncentracije prikazani su Tablicom 4.3.1.
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Tablica 4.3.1. Odredivanje koncentracije proteina metodom prema Bradfordu. Svaki soj imao je po 3
bioloske replike. U tablici su navedene su srednje vrijednosti apsorbancija izmedu tehnickih

duplikata od kojih je oduzeta vrijednost slijepe probe te masena koncentracija iskazana u ug/ulL.

S0j As70 nm - protein
slijepa proba y (ug/pL)

wWT 1 0,4360 9,3450
wWT 2 0,6965 12,189
WT 3 0,5480 10,700
Ahsp42 1 0,5895 12,948
Ahspa2 2 0,5930 10,376
Ahsp42 3 0,7260 14,319
Ahspd2Asnfl 1 0,4935 10,695
Ahspd2Asnfl 2 0,6585 11,524
Ahsp42Asnfl 3 0,5590 10,924
Ahspa2Azwfl 1 0,4305 9,2159
Ahspd2Azwfl 2 0,2875 5,8591
Ahspd2Azwfl 3 0,4290 9,1807

Proteinski ekstrakti poznatih koncentracija razrijedeni su u otopini PBS do kona¢ne masene
koncentracije y = 0.01 pg/uL i provedena je tehnika ELISA prema opisanom postupku.
Apsorbancija uzoraka je ocitana pri 450 nm na spektrofotometru (Teacan Sunrise). Dobivene
vrijednosti apsorbancija normirane su na vrijednosti apsorbancije divljeg tipa iz istog mjerenja,
buduc¢i da mjerenja nisu provedena odjednom za sve bioloske replike. Rezultati mjerenja
karbonilacije proteina prikazani su na Slici 4.3.1. Vrijednosti su normirane na vrijednosti

divljeg tipa iz istog mjerenja.
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Slika 4.3.1. Karbonilacija proteina mjerena tehnikom ELISA. Vrijednosti su normirane na vrijednosti
divljeg tipa iz istog mjerenja. Prikazana je standardna devijacija tri nezavisna bioloska uzorka, a P-

vrijednosti izraunate su T-testom (* za P < 0.05, ** za P < 0.01).

Prema rezultatima prikazanim na slici moze se zakljuciti da je stupanj proteinske karbonilacije
povecéan u svim delecijskim sojevima u odnosu na divlji tip, ali neznatno. Kod soja Ahsp42 je

ta razlika nesto izrazenija nego u sojevima Ahsp42Asnfl i Ahsp42Azwfl.

4.4 Reaktivne kisikove vrste, ROS

Reaktivne kisikove vrste (eng. Reactive oxygen species, ROS) nusprodukt su aerobnog
metabolizma i oksidativne fosforilacije, a centar njihove proizvodnje su mitohondriji. Promjene
u metabolizmu i morfologiji mitohondrija koje rezultiraju pove¢anim koli¢inama reaktivnih
kisikovih vrsta obiljezja su starenja. Za mjerenje razine reaktivnih kisikovih vrsta u sojevima
divljeg tipa, Ahsp42, Ahsp42Asnfl, Ahsp42Azwfl, Asnfl i Azwfl koristen je supstrat 2',7'-
diklorfluorescein diacetat (DCF) zbog cije se pretvorbe u fluorescentni 2',7'-diklorfluorescein
moze mijeriti intenzitet fluorescencije stanica na proto¢nom citometru (Becton-Dickinson

FACSalibur, 488 nm Argon laser i 635 nm crveni diodni laser).
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Za odredivanje srednje vrijednosti intenziteta fluorescencije koristen je software FlowJo verzija

7.2.5 Rezultati mjerenja prikazani su na Slici 4.4.1.
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Slika 4.4.1. Ukupne reaktivne kisikove vrste u stanici, izrazene kao prosjecan intenzitet fluorescencije

probe DCF od 10 000 stanica (% od fluorescencije divljeg tipa). Mjerenja su provedena u tehnickim

triplikatima i bioloskim duplikatima. Prikazana je standardna devijacija dva nezavisna biolo$ka uzorka,

a P-vrijednosti su izracunate T-testom (* za P < 0.05, ** za P < 0.01, *** za P < 0.001). (Pokus izvela

dr.sc Anita Krisko u Gottingenu, Njemacka)

Jedina znacajnija promjena u razinama reaktivnih kisikovih vrsta u odnosu na divlji tip moze

se uociti u sojevima Ahsp42Asnfl i Asnfl. U soju Ahsp42 prosjecan intenzitet fluorescencije

probe DCF smanjen je samo priblizno 5% u odnosu na divlji tip, dok je u sojevima Ahsp42Asnfl

I Asnfl porastao za priblizno 15%.

49



4.5 Razina stani¢nog ATP-a

Gotovo svi biokemijski procesi koji se odvijaju u stanici koriste energiju pohranjenu u molekuli
ATP-a $to ga ¢ini najvaznijim oblikom kemijske energije u zivim bi¢ima. Razina ukupnog
staniénog ATP-a u sojevima kvasca divljeg tipa, Ahsp42, Ahspd2Azwfl i Ahsp42Asnfl
odredena je kolorimetrijskom metodom koriste¢i komercijalni  komplet ATP

Colorimetric/Fluorometric Assay Kit.

Uzorcima je odredena koncentracija proteina metodom prema Bradfordu, a rezultati

odredivanja koncentracije proteina prikazani su Tablicom 4.5.1.

Tablica 4.5.1. Odredivanje koncentracije proteina metodom prema Bradfordu.

S0j As70 nm - protein 80%
slijepa proba =y (ng/pL) pocetne
koncentracije
WT 1 0,1120 1,7171 1,3737
WT 2 0,1035 1,5454 1,2363
WT 3 0,1420 2,323 1,858
Ahsp42 1 0,1760 3,0101 2,4080
Ahsp42 2 0,1175 1,8282 1,4626
Ahsp42 3 0,1590 2,6666 2,1333
Ahsp42Asnfl 1 0,0705 0,8787 0,7030
Ahsp42Asnfl 2 0,1495 2,4747 1,9797
Ahsp42Asnfl 3 0,1200 1,9981 1,5985
Ahsp42Azwfl 1 0,1550 2,5858 2,0686
Ahspa2Azwfl 2 0,0690 0,8484 0,6787
Ahsp42Azwfl 3 0,0720 0,9090 0,7272

Apsorbancija uzoraka i otopine standarda (otopina &istog ATP-a koncentracije 1 mmol dm)
ocitana je pri 570 nm na spektrofotometru (Tecan Sunrise), a podaci prikupljeni pomocu
softwarea XFLUORA4 version 4.51. Bazdarni pravac s pripadnom jednadzbom je prikazan na
Slici 4.5.1.
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Slika 4.5.1. Bazdarni pravac za odredivanje kolicine stanicnog ATP-a koriste¢i komercijalni komplet

ATP Colorimetric/Fluorometric Assay Kit.

Nakon §to je uzorcima izmjerena apsorbancija pomocu jednadzbe bazdarnog pravca izracunata
je koli¢ina ATP-a izrazena u nmol koja se nalazila 50 uL uzorka. Budu¢i da su koncentracije
proteina unesenih u reakciju prethodno odredene metodom prema Bradfordu, rezultate mjerenja
razine ATP-a moguce je izraziti u nmol po pg unesenog proteina, a graficki su prikazani na
Slici 4.5.2.
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Slika 4.5.2. Koli¢ina stani¢nog ATP-a izrazena u nmol po ug stani¢nih proteina. Prikazana je standardna
devijacija tri nezavisna bioloSka uzorka, a P-vrijednosti su izra¢unate T-testom (* za P < 0.05, ** za P
<0.01).
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Iz slike je vidljivo da razina ATP-a pada u soju Ahsp42 za priblizno 0,05 nmol po pug stani¢nih
proteina dok u sojevima Ahsp42Asnfl i Ahsp42Azwfl raste za priblizno 0,05 nmol po pg
stani¢nih proteina u odnosu na divlji tip. lako su novokonstruirani mutanti izloZzeni
proteotoksi¢nom stresu ¢ini se da taj stres nije u korelaciji s proizvodnjom ATP-a u sojevima
Ahsp42Azwfl i Ahsp42Asnfl. Dakle, novokonstruirani mutanti ne profitiraju preko smanjenja

utroSka APT-a kao $to to ¢ini mutant Ahsp42.

4.6 Frekvencija mutacija

Frekvencija spontanih mutacija izmjerena je u sojevima divljeg tipa, Ahsp42, Ahsp42Asnfl,
Asnfl, Azwfl i Ahsp42Azwfl kako bi se utvrdilo imaju li sojevi izloZeni stresu (delecija
Saperona) vecu tendenciju za ugradnju pogresnog nukleotida pri replikaciji DNA. Naime,
kanavanin je toksi¢ni strukturni analog arginina kojeg prepoznaje arginil-tRNA sintetaza i koji
se stoga tijekom sinteze proteina moze ugraditi umjesto arginina. Arginin i kanavanin se unose
u stanicu pomocu arginin-permeaze koja je kodirana genom CAN1. Mutacija koja inaktivira
arginin permeazu rezultira otpornos¢u na kanavanin. Dakle, mutanti koji nemaju moguénost
unosa kanavanina u stanicu mogu rasti na plo¢ama s kanavaninom, dok oni s aktivnom arginin-
permeazom unose kanavanin koji je vrlo toksican i stoga ne mogu prezivjeti. Na Slici 4.6.1.
grafic¢ki su prikazani rezultati mjerenja frekvencije mutacija za spomenute sojeve, a u Tablici

4.6.1 rezultati su prikazani i broj¢ano.

Tablica 4.6.1. Frekvencija mutacija prikazana kao prosjek tri nezavisna bioloska uzorka.

SOj Frekvencija

mutacija

WT 4,0%107
Ahsp42 7,333*10°10
Ahsp42Asnfl 2,5877*10°
Ahsp42Azwfl 2,3247*10°
Asnfl 6,3159*10°
Azwfl 1,2333*10°®
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Slika 4.6.1. Frekvencija mutacija. Prikazana je standardna devijacija tri nezavisna biolo$ka uzorka, a

P-vrijednosti su izracunate T-testom (* za P < 0.05, ** za P < 0.01, *** za P < 0.001).

Iz rezultata prikazanih u tablici i slike vidljivo je da je frekvencija mutacija u soju Ahsp42
smanjena cak tri reda veli¢ine dok je u sojevima Ahsp42Asnfl, Asnfl i Ahsp42Azwfl povecana
u odnosu na divlji tip. Dakle, smanjenje frekvencije mutacija u soju Ahsp42 na neki naéin

ovisna je o aktivnosti Snfl kinaze, kao i 0 Zwf1.

4.7 Western blot detekcija razine fosforilacije kinaze Snfl

U soju u Ahsp42 moze se promatrati razina fosforilacije kinaze Snfl te usporediti s divljim
tipom. Inaktivni oblik Snfl kinaze je defosforilirani oblik. Kada razina glukoze padne, Snfl se
aktivira fosforiliracijom na aminokiselinskom ostatku Thr210. Poznato je da se kinaza Snfl
aktivira u uvjetima kalorijske restrikcije, no na ovaj na¢in moze se saznati hoce li se ova kinaza
aktivirati u uvjetima proteinskog stresa, odnosno uvjetima nedostatka Saperona. To bi moglo

sugerirati povezanost metabolizma i puteva odgovora na stres.
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Rezultati odredivanja koncentracije proteina metodom prema Bradfordu, opisanom ranije,

prikazani su Tablicom 4.7.1.

Tablica 4.7.1. Odredivanje koncentracije proteina metodom prema Bradfordu za divlji tip i soj Ahsp42.

s0j As70 nm - protein
slijepa proba y (ng/uL)

wT 06735 12,2053
Ahspd2 07225 13,2012

Na Slici 4.7.1. prikazan je gel koji sadrzi ukupne proteine nakon poliakrilamidne elektroforeze
uz prisutnost SDS-a. Na gel je naneseno 25 ug proteina iz proteinskog ekstrakta sojeva divljeg
tipa i Ahsp42.
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Slika 4.7.1. Marker masa Precision Protein Caleidoscope i slika poliakrilamidnog gela koji sadrzi

ukupne protiene, skeniranog nakon inkubacije s bojom Coomasie Brilliant Blue.

Prijenos proteina s gela na membranu je bio uspjeSan $to se pokazalo nakon inkubacije
membrane u otopini Ponceau S koja se veze na proteine. Vizualizacija je provedena
inkubacijom membrane u kemiluminiscentnom reagensu Luminolu otprilike 1 minutu u mraku.
Potom se membrana izlozila filmu, a ekspozicija filma je varirala od 30 sekundi do 60 minuta.
lako su se nakon 25 minuta pojavili signali u soju divljeg tipa i soju Ahsp42, signal koji potjece
od fosforiliranog oblika kinaze Snfl se nije dovoljno jasno mogao razluciti. Nakon 60 minuta

ekspozicije filma signali nisu postali nista jaci od onih pri 25 minutnoj ekspoziciji. Varirana je
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i duljina inkubacije membrane s kemiluminiscentnim reagensom Luminolom, no ono nije imalo
nikakav utjecaj na signale na filmovima. 1ako je na slici prikazan gel na koji je naneseno 25 ug
proteina, razlike na filmovima Sto se tice signala od fosforilirane kinaze Snfl nije bilo ni u
slu¢aju kada je naneseno po 50 ug proteina na gel. Stoga nije bilo mogucée utvrditi aktivira li se

kinaza Snfl u deletantu Ahsp42.
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5. Rasprava

U dosadasnjim istrazivanjima proucen je stani¢ni odgovor na poboljSanu proteostazu u obliku
pojacane ekspresije Saperona te potencijalna povezanost proteostaze s metabolickim putevima.
U neobjavljenom radu grupe dr. sc. Anite Krisko otkriveno je da se mijenjanjem koli¢ine
nepravilno smotanih proteina u stanici mijenja i njena metabolicka i mitohondrijska aktivnost.
Nedavno je pokazano i da blagi ili umjereni stres, poput gubitka nekog od Saperona u razli¢itim
stani¢nim odjeljcima, poti¢e komunikaciju medu odjeljcima koja stanici omogucéava oporavak
od proteotoksi¢nog stresa i produljuje njen replikativni Zivotni vijek. U tim istraZivanjima se
posebno zanimljivim pokazao Saperon Hsp42. Poznato je da je Hsp42 ATP-neovisni Saperon
koji je aktivan pri svim temperaturnim uvjetima, a potreban je za sakupljanje pogresno smotanih
proteina u komplekse te njihovo odvodenje na mjesta gdje se takvi kompleksi mogu
solubilizirati. Delecija ovog Saperona cak utrostrucuje replikativni Zivotni vijek kvasca i
uzrokuje smanjenu glikoliticku aktivnost te aktivnost ciklusa limunske kiseline dok
istovremeno pojacano aktivira f-oksidaciju masnih kiselina i put pentoza fosfata. Smatra se da
bi nedostatak Saperona Hsp42 i nemoguénost stvaranja agregata mogao biti uzrok umjerenom
stresu jer je on poteban za uklanjanje krivo smotanih proteina iz citoplazme, ali i da je stvaranje

agregata na neki nacin povezano s replikativnim starenjem u kvascu.

U ovom istrazivanju cilj nam je bio istraziti mehanizam produljenja zivotnog vijeka kvasca
uslijed nedostatka Saperona Hsp42. Stoga su napravljeni i prouceni sojevi s dvostrukim
delecijama gena, Ahsp42Asnfl i Ahsp4d2Azwfl. U oba soja je bio deletiran gen upravo za
Saperon Hsp42, dok je druga delecija bila delecija gena za kinazu Snfl koja je jedan je od
glavnih regulatora metabolizma glukoze u kvascu, te se smatra da sudjeluje i u usmjeravanju
glukoze u glikolizu ili put pentoze fosfata, odnosno delecija gena za enzim glukoza-6-fosfat-
dehidrogenazu koji je najvazniji enzim puta pentoza-fosfata i za kojeg je pokazano da njegova

prekomjerna ekspresija $titi stanice od oksidativnog stresa.

Za novokonstruirane sojeve Ahsp42Asnfl te Ahsp42Azwfl mjeren je kronoloski Zivotni vijek,
kao i za sojeve Ahsp42 i Asnfl. U soju Ahsp42 izmjereno je produljenje kronoloskog Zivotnog
vijeka Sto je bilo 1 ocekivano s obzirom na produljen replikativni zivotni vijek. Starost
populacije na 50% prezivljenja za mutant Ahsp42 bila je 9 dana, dok je za divlji tip u istom
mjerenju starost populacije na 50% prezivljenja bila samo 4 dana. Zanimljivo je da je
kronoloski zivotni vijek bio produljen i u soju Asnfl u kojem nedostaje kinaza Snfl Sto je
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takoder oblik umjerenog stresa. No u soju Ahsp42Asnfl gubi se efekt produljenja zivotnog
vijeka. Starost populacije na 50% prezivljenja za mutant Ahsp42Asnfl je samo 3 dana, dok je
za divlji tip u istom mjerenju 9 dana. Ono §to se nije moglo ocekivati iz do sada otkrivenog jest
da ¢e kronoloski zivotni vijek ostati produljen i u mutantu Ahsp42Azwf1, no bilo bi dobro

ponoviti mjerenja kronoloskog zivotnog vijeka za ovaj soj kako bi se sa sigurno$¢u moglo

tvrditi da je to zaista tako.

Pretpostavlja se da je produljenje replikativnog i kronoloskog Zivotnog vijeka u sojevima u
kojima je deletiran po jedan gen za Saperon povezano s metaboliCkim promjenama stoga je
mjerena razina ekspresije gena koji su ukljuceni u metabolizam, respiraciju ili sudjeluju u
putevima odgovora na proteinski stres. Pokus je proveden od strane dr.sc. Anite Krisko u
Gottingenu (Njemacka), a neobjavljeni rezultati prikazani Slikama 5.1. - 5.3. Mjerenja su
napravljena u tehnickim i bioloskim duplikatima. Prikazana je standardna devijacija dva
nezavisna bioloska uzorka, a P-vrijednosti su izracunate T-testom (* za P < 0.05, ** za P <
0.01, *** za P < 0.001).
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Slika 5.1. Razina transkripta gena iz metabolizma u sojevima divljeg tipa, Ahsp42, Ahsp42Asnfl i

Ahsp42Azwfl. Razina transkripta normalizirana je na razinu transkripta gena UBC6.
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Slika 5.2. Razina transkripta gena koji sudjeluju u respiraciji u navedenim sojevima. Razina transkripta
normalizirana je na razinu transkripta gena UBC6.
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Slika 5.3. Razina transkripta gena koji sudjeluju u obrani od proteotoksi¢nog stresa (odrZavanje
konformacija proteina i degradacija oStecenih proteina) u navednim sojevima. Razina transkripta

normalizirana je na razinu transkripta gena UBC6.
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Razina transkripata gena koji sudjeluju u ciklusu limunske kiseline, poput gena za malat-
dehidrogenazu (MDH1), fumarazu (FUM1) i citrat-sintazu (CIT1) poveéana u sojevima s
dvostrukom delecijom gena. U svim delecijskim sojevima razina transkripta gena za izocitrat-
dehidrogenazu (IDH1) je dvostruko smanjena $to znali, zajedno s povetanom razinom
transkripta gena CIT1, da vjerojatno dolazi do akumulacije citrata. Raniji rezultati g°PCR-a su
pokazali da mutant Ahsp42 usmjerava glukozu u put pentoza-fosfata, ali da mutant
Ahsp42Asnfl usmjerava glukozu ipak u glikolizu pa bi se promjene u fenotipu zivotnog vijeka
mogle pripisati izostanku aktivacije puta pentoza-fosfata. U soju Ahsp42Azwf1 smanjene razine
gena za piruvat-kinazu (PYKZ1), enolazu (ENO2) i glukoza-6-fosfat-izomerazu (PGI1) iz
glikolize sugeriraju da je glikoliza potisnuta. Represija glikolize u ovom soju je neocekivana i
vrlo neobi¢na buduc¢i da Ahsp42Azwf1l ne moze aktivirati put pentoze fosfata zbog deletiranog

gena za glukoza-6-fosfat-dehidrogenazu.

Od razina transkripata gena koji su ukljuceni u respiraciju najzanimljivije rezultate pokazuje
mutant Ahsp42Asnfl. U ovom soju znatno je povecana razina transkripta gena za citokrom b ili
Kompleks I1l (COB), gena za podjedinice citokroma c ili Kompleksa IV (COX1, COX2,
COX4) te gena za podjedinice mitohondrijske ATP-sintaze (ATP1 i ATP6) u odnosu na divlji
tip. Zanimljivo, smatra se da je upravo Kompleks III glavni proizvoda¢ reaktivnih kisikovih
vrsta poput Oz °. Kod mutanta Ahsp42Azwf1 takoder su povecane razine tranksripata gena za
podjedinice ATP-sintaze (ATP1 i ATP6). Takoder se pokazalo da kod mutanata Ahsp42 i
Ahsp42Azwf1 postoji neravnoteza u ekspresiji podjedinica Kompleksa IV, odnosno citokrom ¢

oksidaze iz procesa oksidativne fosforilacije.

U kontekstu gena koji sudjeluju u smatanju ili degradaciji proteina u citosolu, najvise se isti¢e
razina transkripta gena za Hsp70 (SSA1) koja je u odnosu na divlji tip poveCana u svim
sojevima, posebice u soju Ahsp42 u kojem je povecana priblizno 10 puta. Ti rezultati sugeriraju
da nedostatak Saperona Hsp42 izaziva proteotoksi¢ni stres te da stanice reagiraju pojatanom
ekspresijom Saperona Hsp70 (SSA1) kako bi se obranile od pogreSno smotanih proteina.
Zanimljivo, razina transkripta citosolnog gena za Saperon Hsp26 (HSP26), koji se obi¢no
aktivira tijekom temperaturnog stresa, dvostruko je smanjena u svim sojevima u odnosu na
divlji tip. To sugerira da se u sojevima u kojima je deletiran Saperon Hsp42 nece doc¢i do
ekspresije niti Saperona Hsp26 te da ekspresija Hsp26 na neki nacin prati razinu ekspresije

Saperona Hsp42.
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Reaktivne kisikove vrste nusprodukt su aerobnog metabolizma i oksidativne fosforilacije, a
centar njihove proizvodnje su mitohondriji. Postoji nekoliko vrsta oksidativnih modifikacija
koje su inducirane reaktivnim kisikovim vrstama, a najStetnija od njih je karbonilacija zbog
nemogucnosti popravka takvih oSte¢enja. Karbonilirani proteini su manje aktivni i manje
termostabilni pa takve modifikacije proteina uzrokuju gubitak njihove strukturne i funkcije. U
skladu s o¢ekivanjima razina proteinske karbonilacije poveéana je u svim delecijskim sojevima
u odnosu na divlji tip, iako ta razlika nije velika. Kod soja Ahsp42 je razlika u odnosu na divlji
tip izraZenija nego u sojevima Ahsp42Asnfl i Ahsp42Azwfl, ali neobi¢no, razina reaktivnih
kisikovih vrsta upravo je u soju Ahsp42 manja u usporedbi s divljim tipom. Razina ukupnih

reaktivnih ksikovih vrsta povecana je u soju Ahsp42Asnfl, ali ne i u soju Ahsp42Azwfl.

Mjerena je frekvencija spontanih mutacija kako bi se utvrdilo imaju li sojevi izlozeni stresu
vecéu tendenciju za ugradnju pogresnog nukleotida pri replikaciji DNA. Vidljivo je iz rezultata
da je frekvencija mutacija u soju Ahsp42 smanjena za Cak tri reda veli¢ina dok je u sojevima
Ahsp42Asnfl, Asnfl i Ahsp42Azwfl povecana u odnosu na divlji tip. Stoga bi se moglo
zakljuéiti da smanjenje frekvencije mutacija u soju Ahsp42 na neki nacin ovisi o aktivnosti

kinaze Snfl, kao i o enzimu glukoza-6-fosfat-dehidrogenazi iz puta pentoza-fosfata.

lako su novokontruirani mutanti izlozeni proteotoksi¢nom stresu Cini se da taj stres nije u
korelaciji s proizvodnjom ATP-a u sojevima Ahsp42Azwfl i Ahsp42Asnfl. 1z rezultata je
vidljivo da razina ATP-a pada u soju Ahsp42 za priblizno 0,05 nmol po ug stani¢nih proteina
dok u sojevima Ahsp42Asnfl i Ahsp42Azwfl raste za priblizno 0,05 nmol po pg staniénih
proteina u odnosu na divlji tip. Dakle, novokonstruirani mutanti ne profitiraju preko smanjenja
utroSka APT-a kao §to to ¢ini mutant Ahsp42. Kako bi se bolje vidjelo Sto se dogada s
mitohondrijima njihova morfologija vizualizirana je konfokalnim mikroskopom pomoéu
zelenog fluorescentnog proteina (eng. Green fluorescent protein, GFP) i fluorescentnog
proteina mCherry. Ovaj pokus je proveden od strane dr. sc. Anite Krisko. Morfologija
mitohondrija u mutantima ukazuje na povecanje volumena mitohondrija koje je posljedica
njihove hiperfuzije. Taj rezultat upucuje na potrebu za poveéanjem mase mitohondrija i
pojacanjem respiratorne aktivnosti ovih stanica. No, osim hiperfuzije mitohondrija, kod

Ahsp42Asnfl mutanta primjecuju se i defekti u gradi mitohondrija.
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U soju u Ahsp42 cilj je bio promatrati i razinu fosforilacije kinaze Snfl te ju usporediti s razinom
fosforilacije u divljem tipu. Inaktivni oblik Snfl kinaze je defosforilirani oblik, a kada razina
glukoze padne, Snfl se aktivira fosforiliracijom. Poznato je da se kinaza Snfl aktivira u
uvjetima kalorijske restrikcije. 1z tog razloga provedena je metoda western blot kojom se moze
saznati hoce li se ova kinaza aktivirati u uvjetima nedostatka Saperona Hsp42. lako je prijenos
proteina s gela na membranu bio uspjesan nije se vidio jasan signal koji potjece od
fosforiliranog oblika kinaze Snfl na filmu nakon 25 minutne ekspozicije, a zatim ni nakon 60
minutne ekspozicije filma. Varirano je i vrijeme inkubacije membrane s kemiluminiscentnim
reagensom, no ono nije imalo nikakav utjecaj na signale na filmovima. Razlike na filmovima
Sto se tice signala od fosforilirane kinaze Snfl nije bilo ni u slu¢aju kada je duplo povecana
masa proteina nanesenih na gel. Stoga nije bilo moguce utvrditi aktivira li se kinaza Snfl u
deletantu Ahsp42. Moguc¢i razlozi odsutnosti trazenog signala na filmu su nespecifi¢nost i

starost primarnog antitijela.

Metodom western blot bilo je takoder planirano promotriti i eskpresiju Saperona Hsp90 te
Hspl104 u soju Ahsp42 i novokontruiranim sojevima, buduéi da je povecana razina Hsp90 u
delecijskim sojevima do sada sluzila kao indikacija proteinskog stresa. Postoji i sugestija da je
jedan od proteinskih klijenata Saperona Hsp90 kinaza Snfl, odnosno da zajedno stvaraju
kompleks koji sudjeluje u aktivaciji kalorijske restrikcije u soju Ahsp42. No, zbog neispravnosti
antitijela 1 nemogucénosti nabave novog antitijela u vremenskom razdoblju ovog istrazivanja,

navedene western blot analize nisu izvedene.

Proveden je i pokus mjerenja razina NADP* i NADPH, odnosno njihovog omjera kojim se
moglo provijerili favorizira li mutant Ahsp42 zaista put pentoze fosfata i kakva je aktivnost puta
pentoza fosfata u ostalim mutantima, ukljucujué¢i u mutantu Ahsp42Azwfl kod kojeg je
deletiran gen za glukoza-6-fosfat-dehidrogenazu (put pentoza-fosfata bi trebao biti inaktivan u
ovom soju). No, pokus mjerenja NADP*/NADPH treba biti ponovljen i stoga rezultati prvog

mjerenja nisu uzeti u obzir u ovom radu.
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6. Zakljucak

Konstruiran je soj Ahsp42Asnfl zamjenom gena za kinazu Snfl u soju Ahsp42 konstruktom koji sadrzi
delecijsku kazetu. Ovaj soj ima skra¢en kronoloski Zivotni vijek, poveéanu frekvenciju mutacija,

povecan stupanj karbonilacije i poveé¢anu razinu reaktivnih kisikovih vrsta.

Konstruiran je soj Ahsp42Azwfl zamjenom gena za glukoza-6-fosfat-dehidrogenazu u soju Ahsp42
konstruktom koji sadrzi delecijsku kazetu. Ovaj soj ima produzen kronoloski Zivotni vijek, povecanu

frekvenciju mutacija, povecan stupanj karbonilacije i smanjenu razinu reaktivnih kisikovih vrsta.

Umijereni stres poput delecije Saperona, ali i delecije kinaze Snfl produljuje kronoloski Zivotni vijek i
inducira toleranciju na stres. No kod mutanta u kojem su deletirani i gen za Saperon Hsp42 i gen za
kinazu Snfl ne samo da se gubi efekt produljenja ve¢ dolazi do skraéivanja kronoloskog Zivotnog

vijeka u odnosu na divlji tip kvasca.

lako su novokonstruirani mutanti izlozeni proteotoksi¢nom stresu ¢ini se da taj stres nije u korelaciji
s proizvodnjom ATP-a u sojevima Ahsp42Azwfl i Ahsp42Asnfl. Dakle, novokonstruirani mutanti ne

profitiraju preko smanjenja utroSka APT-a kao §to to ¢ini mutant Ahsp42.

U skladu s o¢ekivanjima da je stupanj o$te¢enja proteina veci u sojevima koji su izlozeni stresu poput
delecije Saperona, stupanj proteinske karbonilacije povecan je u svim delecijskim sojevima u odnosu
na divlji tip, iako ta razlika nije velika. Kod soja Ahsp42 je razlika u odnosu na divlji tip izrazenija
nego u sojevima Ahsp42Asnfl i Ahsp42Azwf1, ali neobi¢no, razina reaktivnih kisikovih vrsta upravo

je u soju Ahsp42 manja u usporedbi s divljim tipom.

Frekvencija mutacija u soju Ahsp42 smanjena je za cak tri reda veli¢ina dok je u sojevima
Ahsp42Asnfl, Asnfl i Ahspd2Azwfl povecéana u odnosu na divlji tip. Dakle, smanjenje frekvencije
mutacija u soju Ahsp42 na neki nacin ovisno je 0 aktivnosti kinaze Snfl, kao i o enzimu glukoza-6-

fosfat-dehidrogenazi.
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7. Popis koriStenih kratica

aa-AMP
aaRS
aa-tRNA
AMP
APS
ATP
BSA
DCF
DNA
DNPH
dNTP
DTT
EDTA
ELISA

G6PD
HRP
Hsp
mRNA
NADP*
PBS
PCA
PCR
PEG
qPCR

ROS
SDS
SDS-PAGE

aminoacil-adenilat
aminoacil-tRNA-sintetaze
aminoacil-tRNA
adenozin-5'-monofosfat

amonij persulfat
adenozin-5'-trifosfat

albumin iz govedeg seruma (eng. bovine serume albumine)
diklorfluorescein diacetat
deoksiribonukleinska kiselina
2,4-dinitrofenilhidrazin
deoksiribonukleotid-5'-trifosfat
ditiotreitol
etilendiamintetraoctena kiselina

enzimom povezana imunoadsorpcijska tehnika (eng. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza

peroksidaza iz hrena (eng. horse raddish peroxidase)

eng. Heat-shock protein

glasni¢ka RNA (eng. messenger RNA),

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

fosfatni pufer (eng. phosphate-buffered saline)

perklorna kiselina

lan¢ana reakcija polimeraze (eng. polymerase chain reaction)
polietilenglikol

kvantitativna lanc¢ana reakcija polimeraze (eng. quantitative polymerase
chain reaction)

reaktivne kisikove vrste (eng. reactive oxygen species)
natrijev dodecilsulfat
elektroforeza na poliakrilamidnom gelu uz prisutnost SDS-a

63



TAE
TBS

TE
TEMED
TMB
TOR
Tris
tRNA
UPR

YPD

Tris-acetat-EDTA pufer

Tris pufer (eng. Tris-buffered saline)
Tris-EDTA pufer
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin
tetrametilbenzidin

meta rapamicina (eng. target of rapamycin)
Tris(hidroksimetil)-aminometan

eng. transfer RNA

stani¢ni odgovor na prisutnost nesmotanih proteina (eng. unfolded protein
response)

medij s kvas¢evim ekstraktom, peptonom i dekstrozom (eng. yeast extract
peptone dextrose)
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9. Prilozi

9.1 Dodatak

Dodatak.1. Rezultati mjerenja replikativnog Zivotnog vijeka za sojeve divljeg tipa, Ahsp42, te iste

sojeve uzgojene pri uvjetima temperaturnog stresa pri 37°C.
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Dodatak 2. Popis kratica gena Cija ekspresija je analizirana kvantitativnom lan¢anom reakcijom

polimeraze (QPCR).

Kratica gena

ENO2

PYK1
PGI1
TDH1
IDH1
MDH1
FUM1
CIT1
GLR1

ATP1

ATP6

COB
COX1
COX2
COX4
SSAl
HSP26

UBC1

Puno ime

enolaza 2
(fosfoenolpiruvat-hidrataza)

piruvat-kinaza

glukoza-6-fosfat-izomeraza

gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza

izocitrat-dehidrogenaza
malat-dehidrogenaza
fumaraza
citrat-sintaza
glutation-oksidoreduktaza

alfa podjedinica mitohondrijske
ATP-sintaze
beta podjedinica mitohondrijske
ATP-sintaze
citokrom b

citokrom ¢
citokrom ¢
citokrom ¢
Stress-Seventy Subfamily A
Small heat-shock protein 26

ubikvitin-konjugirani enzim E2 1

Metabolicki put
glikoliza, glukoneogeneza
glikoliza
glikoliza
glikoliza, glukoneogeneza
ciklus limunske kiseline
ciklus limunske kiseline
ciklus limunske kiseline
ciklus limunske kiseline
redukcija glutationa
respiracija
respiracija
oksidativna fosforilacija
oksidativna fosforilacija
oksidativna fosforilacija
oksidativna fosforilacija
degradacija proteina
Saperon

degradacija proteina
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