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Promotor gena PHO5S kvasca S. cerevisiae predstavlja jedan od najbolje istrazenih modelnih
sustava u proucavanju regulacije transkripcije remodeliranjem strukture kromatina. Ispitan je
ucinak inaktivacije katalitickih podjedinica svih remodeliraju¢ih kompleksa ne-esencijalnih za
rast stanica kvasca na remodeliranje strukture kromatina promotora PHOS5 te do danas nije
naden kompleks ¢ija aktivnost bi bila neophodno potrebna za ovaj proces. Uloga kompleksa
RSC, jedinog esencijalnog kompleksa uklju¢enog u remodeliranje strukture kromatina u
kvascu, u indukciji PHO promotora in vivo do sada nije ispitana. U ovom radu pokazano je da
potpuna inaktivacija kompleksa RSC sprjeCava promjenu strukture kromatina prilikom
indukcije promotora PHOS5. Detaljnim kontrolnim eksperimentima je potvrdeno da je
aktivnost ovog kompleksa izravno uklju¢ena u proces remodeliranja strukture kromatina
promotora, odnosno da pokazani ucinak nije posljedica zaustavljanja stani¢nog ciklusa ili
slabije ekspresije nekog od proteina signalnog puta uslijed inaktivacije kompleksa. Za razliku
od promotora PHO5, nadeno je da aktivnost kompleksa RSC nije uklju¢ena u remodeliranje
strukture kromatina promotora PHO8 i PHOB84, unato¢ aktivaciji istim specificnim
aktivatorom transkripcije.
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The yeast S. cerevisiae PHO5 promoter has proven an excellent model for studying the
regulation of gene expression through chromatin structure remodeling. The complete set of
yeast remodeling complexes non-essential for cell viability was tested for involvement in
massive transition of promoter chromatin structure upon induction, but none of the many
tested remodeler gene mutations prevented PHOS5 promoter opening. The role of RSC, only
remodeling complex essential for cell viability, in chromatin remodeling upon induction of
PHO promoters was unassessed in vivo so far. Here, the involvement of RSC complex was
examined and it was shown that complete inactivation of RSC’s activity prevented chromatin
transition at the PHOS5 promoter. A set of control experiments confirmed a direct effect of
RSC inactivation, at the level of promoter chromatin remodeling, rather than being a
consequence of compromised signaling pathway or cell cycle arrest. Interestingly, RSC was
hardly involved in chromatin transitions at the PHO8 and PHO84 promoters, despite cofactor
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§1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Kompaktna, kondenzirana struktura kromatina eukariotskih stanica predstavlja prepreku
odvijanju bioloskih procesa koji ukljucuju interakcije proteina i DNA, kao Sto su
transkripcija, replikacija, popravak i rekombinacija DNA. Stoga prilikom ovih procesa dolazi
do reguliranih modifikacija strukture kromatina, koje se odvijaju djelovanjem dviju osnovnih
skupina proteina: kompleksa koji kataliziraju kovalentne modifikacije histona te kompleksa
koji koriste energiju hidrolize ATP-a za remodeliranje strukture kromatina®?.

S obzirom na strukturu kromatina, promotorske regije gena kvasca S. cerevisiae moguce je
podijeliti u dvije skupine: takozvane ,otvorene” i ,prekrivene” promotore. Otvorene
promotore karakterizira regija slobodne DNA bez nukleosoma, NFR (engl. Nucleosome Free
Region) duzine oko 150 pb, neposredno uzvodno od mjesta pocetka transkripcije, koja
omogucuje nesmetano vezanje transkripcijskih faktora i RNA-polimeraze. Ovakvi promotori
aktiviraju transkripciju konstitutivno eksprimiranih gena. Suprotno tome, kod prekrivenih
promotora su pod uvjetima represije transkripcije regulatorne sekvence DNA i mjesto za
vezanje RNA-polimeraze prekriveni nukleosomima. Posljedi¢no, za inicijaciju transkripcije s
ovih promotora, koji reguliraju ekspresiju inducibilnih gena, potrebna je aktivnost proteinskih
kompleksa ukljugenih u modifikacije strukture kromatina®*.

Promotori PHO gena kvasca, ¢ija aktivnost je regulirana ovisno o koncentraciji fosfata u
podlozi za uzgoj stanica, spadaju u skupinu prekrivenih promotora i pokazali su se kao
izvrstan modelni sustav u izufavanju povezanosti remodeliranja strukture kromatina i
regulacije transkripcije gena. Proces remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5
ukljucuje aktivnosti histon-acetiltransferaze Gen5°, kompleksa SWI/SNF (engl. switching
defective/ sucrose non-fermenting), INO80 (engl. inositol requiring 80)°, ISW1 (engl.
imitation switch), i CHD1 (engl. chromodomain, helicase, DNA binding)” koji kataliziraju
remodeliranje kromatina te proteina ,,8aperona“ za histone Asf1®. Medutim, aktivnosti ovih
proteina nisu neophodne za otvaranje kromatina i aktivaciju promotora prilikom fizioloSke
indukcije, ve¢ njihovo odsustvo samo usporava ove procese. Dakle, proces remodeliranja
strukture kromatina promotora PHOS5 je rezultat kooperativnog djelovanja vise proteinskih

kompleksa cije aktivnosti se djelomi¢no preklapaju. Unato¢ tome S$to je ispitan ucinak
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§1. Uvod 2

inaktivacije svih 15 kompleksa uklju¢enih u remodeliranje kromatina u kvascu koji su se
pokazali kao ne-esencijalni za rast stanica, do danas nije pronaden kompleks ¢ija aktivnost bi
bila neophodna za remodeliranje kromatina ovog promotora. Za razliku od PHOS5,
remodeliranje kromatina promotora PHO8 i PHO84, koji se aktiviraju istim specifi¢nim
aktivatorom transkripcije kao PHO5, nije moguée u odsustvu kompleksa SWI/SNF.

RSC (engl. Remodels the Structure of Chromatin) je jedini kompleks uklju¢en u
remodeliranje strukture kromatina u kvascu ¢ija aktivnost je esencijalna za rast stanica te je u
stanicama prisutan u znatno vecoj koncentraciji od ostalih proteinskih kompleksa srodnih
funkcija. Aktivnost kompleksa RSC u remodeliranju nukleosoma in vitro je intenzivno

11-18

istrazena", a predloZzeni mehanizam djelovanja odgovara mehanizmu predloZzenom za

proces remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5"*

, ukazujuéi na mogucu ulogu
kompleksa u remodeliranju strukture kromatina pri aktivaciji ovog promotora. Budu¢i da je
inaktivacija kompleksa RSC letalna za stanice, te ispitivanje njegove uloge zahtijeva
koriStenje temperaturno osjetljivih mutanata, do danas nije ispitana uloga ovog kompleksa u

remodeliranju strukture kromatina pri indukciji PHO promotora in vivo.

U okviru ovog istraZivanja provedeni su opsezni, detaljno kontrolirani in vivo eksperimenti s
ciljem utvrdivanja uloge kompleksa RSC u remodeliranju strukture kromatina promotora
PHO5, PHO8 i PHO84. Budu¢i da je RSC jedini kompleks ukljuéen u remodeliranje
strukture kromatina u kvascu ¢ija uloga do sada nije ispitana, rezultati ovih istrazivanja doveli
su do cjelovite spoznaje o proteinskim kompleksima uklju¢enima u proces remodeliranja
kromatina PHO promotora. U svrhu inaktivacije kompleksa, konstruiran je temperaturno
osjetljivi mutant kataliticke podjedinice Sthi, sth1'*°. Osim fizioloske indukcije PHO gena
inkubacijom stanica u podlozi bez fosfata, koristeni su i alternativni mehanizmi indukcije, kod
kojih aktivacija transkripcije ne ovisi 0 signalu nedostatka fosfata. Time je bilo moguce
iskljuciti u€inak inaktivacije kompleksa RSC na komponente PHO-signalnog puta te
posljedi¢no neizravan utjecaj na proces remodeliranja strukture kromatina promotora. U istu
svrhu, ali i kako bi se utvrdilo da li je uloga kompleksa RSC u remodeliranju strukture
kromatina promotora PHO5 odredena specifi¢nim aktivatorom transkripcije, koristena je
inacica promotora PHO5 kod koje su mjesta za vezanje nativnog aktivatora Pho4 zamijenjena
mjestima za aktivator Gal4 te je aktivacija regulirana GAL-signalnim putem?. Ispitano je i

medudjelovanje kompleksa RSC sa drugim proteinskim kompleksima za koje je prethodno
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§1. Uvod 3

pokazano da sudjeluju u procesu remodeliranja kromatina PHO promotora, SWI/SNF,

INO8O, ISW1 i CHD1%’, konstrukcijom odgovarajuéih visestrukih mutanata kvasca.

Sanja Musladin Doktorska disertacija
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Modifikacije strukture kromatina

U jezgrama eukariotskih stanica genetski materijal je kompaktno smjeSten u obliku
kromatina, kompleksa DNA i proteina od kojih veéinu ¢ine histoni. Osnovna strukturna
jedinica kromatina, nukleosom, predstavlja oktamer histonskih proteina H2A, H2B, H3 i H4
oko kojega je omotan segment DNA od 147 parova baza (pb) 2*%2. Histonski proteini unutar
oktamera sastoje se od globularnih karboksi-terminalnih domena i nestrukturiranih amino-
krajeva koji se protezu izvan strukture nukleosoma te su stoga dostupni enzimima Koji
kataliziraju razlicite posttranslacijske kovalentne modifikacije®®. Nukleosomi, povezani
segmentima slobodne DNA s kojom stupaju u interakcije histoni H1, tvore kromatinska
vlakna debljine 30 nm. Ovakav stupanj uredenosti kromatina prisutan je tijekom interfaze,
dok daljnjim smatanjem kromatinskih vlakana nastaju kompaktnije strukture te se najvisi
stupanj kondenzacije kromatina postiZe tijekom metafaze mitoze* (Slika 1).

Kompaktna, kondenzirana struktura kromatina djeluje represivno na procese transkripcije,
replikacije, popravka i1 rekombinacije DNA, sprjecavaju¢i pristup DNA proteinima
ukljuc¢enima u ove procese. Modifikacije strukture kromatina su stoga nuzan preduvijet za
odvijanje bioloskih procesa. Proteini ukljuceni u modifikacije strukture kromatina najces$ce su
podjedinice oligomernih proteinskih kompleksa, a prema nacinu djelovanja podijeljeni su u
dvije osnovne skupine: komplekse koji Kkataliziraju kovalentne modifikacije histona' te
komplekse koji koriste energiju hidrolize ATP-a za remodeliranje strukture kromatina®.
Takoder, za proces strukturiranja i remodeliranja nukleosoma bitna je aktivnost takozvanih
»saperona®, proteina koji specificno vezu slobodne histonske proteine sprjecavajuéi na taj

.. .. 25
nacin njihovu medusobnu agregaciju®.
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Dvostruka uzvojnica DNA

~nPLY)

Dimeri histona:
2 x H2A/H2B
P~ 2xH3/H4
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'i;}h -lf”?f'_
\% 4 =
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Slika 1. Stupnjevi uredenosti strukture kromatina®

2.1.1. Kovalentne modifikacije histona

Amino-krajevi histona unutar nukleosoma podlozni su razliitim posttranslacijskim
reverzibilnim kovalentnim modifikacijama, ukljucujuéi acetilaciju, metilaciju, ubikvitinilaciju
i sumoilaciju lizinskih ostataka, fosforilaciju serinskih i treoninskih te metilaciju argininskih
ostataka®’. Djelovanje kovalentnih modifikacija histona u regulaciji bioloskih procesa unutar
stanice ostvaruje se na dva nacina: izravnim naruSavanjem interakcija izmedu DNA i
histonskih proteina, primjerice acetilacijom i fosforilacijom, kojima se neutralizacijom
pozitivnog naboja na lizinskim ostatcima histona onemogucuju interakcije s negativno
nabijenom molekulom DNA te neizravno, pri ¢emu modificirani aminokiselinski ostatci
histona postaju supstrati za vezanje proteinskih kompleksa uklju¢enih u regulaciju bioloskih
procesa. Interakcije proteinskih kompleksa s kovalentno modificiranim ostatcima histona su

visoko specifi¢ne s obzirom na aminokiselinsku sekvencu unutar koje se ostatak nalazi, a
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8§ 2. Literaturni pregled 6

ostvaruju se preko karakteristicnih domena; bromo-domene specificno prepoznaju acetilirane
ostatke histona, dok se kromo-, Tudor, PHD i MBT domene specificno vezu na metilirane
ostatke histona te su osjetljive na stupanj metilacije (mono-, di- ili tri-metilacija) .

Najbolje proucena reverzibilna kovalentna modifikacija histona je acetilacija koju kataliziraju
enzimi histon-acetiltransferaze, dok uklanjanje acetilnih skupina Kkataliziraju histon-
deacetilaze. Poznato je da je acetiliranje e-aminoskupina lizina usko povezano s regulacijom
ekspresije gena: pojacana acetilacija histona karakteristika je transkripcijski aktivnog
kromatina, dok se deacetilirani histoni povezuju s represivnom, transkripcijski inaktivnom
strukturom kromatina®®. Osim toga, nadena je poveznica acetilacije kromatina s regulacijom
popravka osStecenja DNA, regulacijom stani¢nog ciklusa, replikacijom stanica te procesom

apoptoze®:.

Najznacajnija histon-acetiltransferaza kvasca, enzim Gcn5, dolazi kao
podjedinica velikih proteinskih kompleksa, od kojih je najbolje prouc¢en kompleks SAGA
stanica kvasca®. Pri indukeiji transkripcije, neki specifini aktivatori transkripcije, npr. Gen4,
Gal4 i Pho4, nakon vezanja za regulatorna mjesta na promotorima gena stupaju u interakciju s
kompleksom SAGA $to dovodi do pojacane acetilacije histona promotora®=’. Bromo-
domena podjedinice Gen5 ostvaruje interakcije s acetiliranim lizinskim ostatcima histona te
tako osigurava stabilno zadrzavanje kompleksa na promotorima i nakon disocijacije
specifi¢nog aktivatora®™. Osim acetilacije histona, kompleks SAGA ostvaruje dodatne
aktivnosti bitne za proces indukcije transkripcije; podjedinica Spt3 ima ulogu pri vezanju
opc¢eg transkripcijskog faktora, proteina TBP (engl. TATA-box-binding protein), na promotore
nekih gena®.

Metilacija histona, katalizirana histon-metiltransferazama, takoder je intenzivno proucavana i
predstavlja najstabilniju kovalentnu modifikaciju histona. Prije se smatralo da je ova
modifikacija ireverzibilna, a u posljednjem desetljeCu utvrdeno je postojanje enzima
demetilaza i njihova aktivnost u demetiliranju lizinskih i argininskih ostataka histona®.
Metilacija histona povezana je s transkripcijski aktivnim, ali i inaktivnim kromatinom, ovisno
0 polozaju metliranog ostatka, stupnju metilacije, ali i modifikacijama okolnih
aminokiselinskih ostataka histona®"*!.

Utvrdeno je slozeno medudjelovanje modifikacija histona: modifikacija jednog
aminokiselinskog ostatka moze poticati ili sprjecavati modifikaciju drugog ostatka, buduci da
proteini koji kataliziraju ove modifikacije specificno prepoznaju kombinacije postojecih

modifikacija histona. Ovakva medusobna ,,komunikacija*“ modifikacija utvrdena je ne samo
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medu aminokiselinskim ostatcima na amino-kraju istog histonskog proteina, ve¢ i izmedu
aminokiselinskih ostataka razli¢itih histona unutar nukleosoma, ali i izmedu susjednih
nukleosoma. Cinjenica da istovjetna modifikacija histona moZe imati razli¢it, ¢ak i suprotan
utjecaj na odredeni bioloski proces u stanici ovisno o kontekstu ostalin modifikacija histona te
da specifiéne kombinacije kovalentnih modifikacija histona odreduju da li ¢e se pojedini
bioloSki proces odvijati ili ne, dovela je do postavljanja takozvane hipoteze histonskog koda,
koji bi predstavljao slozenu, epigenetsku nadopunu informacije sadrzane u genetskom

kodu27,42,43

2.1.2. Remodeliranje strukture kromatina

Prema dosadasnjim saznanjima, kompleksi koji koriste energiju oslobodenu hidrolizom ATP-
a za naruSavanje interakcija DNA i histona te time dovode do remodeliranja strukture
kromatina svrstavaju se u cetiri porodice: SWI/SNF, ISWI, INO80 i CHD. Ovakva podjela
zajednicka je svim eukariotskim stanicama, od kvasca do Covjeka. Kataliticke podjedinice
svih Cetiriju porodica sadrZe evolucijski sacuvanu kataliticku domenu ATP-azne aktivnosti, a
razlikuju se u specifiécnim domenama kojima je kataliticka domena okruzena. Zajednicke
karakteristike svih kompleksa su: (i) veé¢i afinitet prema nukleosomu od afiniteta prema
slobodnoj DNA, (ii) domene koje specifi¢no prepoznaju kovalentno modificirane histone, (iii)
evolucijski sacuvana katalitiCka domena odgovorna za narusavanje interakcija izmedu DNA i
histona, (iv) domene ukljucene u regulaciju aktivnosti kataliticke domene te (v) domene
pomocu kojih se ostvaruju interakcije s drugim kompleksima uklju¢enima u modifikacije
kromatina i transkripcijskim faktorima®.

Prema mehanizmu djelovanja ovi kompleksi svrstavaju se u skupinu DNA-translokaza i od
esencijalne su vaznosti za bioloSke procese u stanicama: sudjeluju u formiranju kromatina
nakon replikacije osiguravaju¢i potrebne razmake izmedu novonastalih nukleosoma™,
lokalnim uklanjanjem histona omoguc¢uju inicijaciju replikacije i kretanje DNA-polimeraze
duz lanca®* te osiguravaju pristup DNA enzimima odgovornima za popravak DNA i
rekombinaciju. Takoder, neophodni su u regulaciji ekspresije gena: privuceni specificnim
aktivatorima transkripcije na promotore gena kataliziraju remodeliranje strukture kromatina
¢ime postaju dostupna regulatorna mjesta i mjesto za vezanje RNA-polimeraze i omogucena

je aktivacija transkripcije?, sudjeluju u elongaciji transkripcije stupaju¢i u interakcije s
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faktorima elongacije®®, a takoder je pokazano medudjelovanje s enzimima histon-
deacetilazama u procesu represije transkripcije®’.

Kompleksi koji koriste energiju hidrolize ATP-a za remodeliranje strukture kromatina djeluju
na jedan od tri nacina: takozvanim mehanizmom ,,in cis“ ili ,,klizanjem nukleosoma“ koji se
odnosi na stvaranje regije slobodne DNA sabijanjem nukleosoma, mehanizmom ,,in trans*
koji podrazumijeva potpuno uklanjanje histona s DNA te zamjenom pojedinih histona unutar
histonskog oktamera proteinima varijantama histona*®“°.

Ovi kompleksi sadrze domene koje specificno prepoznaju modificirane histonske ostatke:
bromo-domene visokog afiniteta prema acetiliranim lizinskim ostatcima te kromo- i PHD-
domene preko kojih se ostvaruju interakcije s metiliranim histonima 2. Kompleks SWI/SNF,
koji ima bitnu ulogu u ekspresiji oko 6% kvascevih gena, sadrzi bromo-domenu na karboksi-
kraju. Pokazano je medudjelovanje acetilacije histona i aktivnosti kompleksa SWI/SNF u
aktivaciji transkripcije gena. Naime, pri indukciji gena, interakcije odredenih podjedinica
ovog kompleksa sa specificnim aktivatorom transkripcije dovode do privlacenja kompleksa
na promotorske regije, medutim, u slucaju niske razine acetilacije histona nije moguce
njegovo stabilno zadrzavanje na promotoru te posljedi¢no remodeliranje strukture kromatina
nakon disocijacije aktivatora. U slucaju acetiliranja lizinskih ostataka histona djelovanjem
kompleksa SAGA ili NuA4, nakon interakcije sa specifiénim aktivatorom transkripcije
uspostavljaju se i interakcije kompleksa SWI/SNF s acetiliranim histonima preko bromo-
domene, §to omogucuje njegovo stabilno zadrzavanje na promotoru neovisno o prisutnosti

aktivatora®°

. Kompleksi porodice CHD sadrze kromo-domene na amino-kraju te je u
humanim stanicama pokazano specifi¢no vezanje kompleksa hCHD1 na di- i tri- metilirani
ostatak lizina 4 histona H3 povezan s aktivacijom transkripcije®*®?. Dakle, medudjelovanje
kompleksa koji kataliziraju kovalentne modifikacije histona i kompleksa ukljucenih u
remodeliranje strukture kromatina ima bitnu ulogu u regulaciji ekspresije gena, medutim nije
potpuno jasno da li su interakcije karakteristicnih domena kompleksa s modificiranim
ostatcima histona potrebne iskljucivo za njihovo specifi¢éno vezanje na promotorske regije, ili

sudjeluju i u regulaciji aktivnosti ovih kompleksa®.

2.2. Kompleks RSC

Kompleks RSC (engl. Remodels the Structure of Chromatin) kvasca S. cerevisiae dio je

porodice SWI/SNF remodeliraju¢ih kompleksa i pronaden je na osnovu homologije odredenih
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podjedinica s podjedinicama kompleksa SW1/SNF*3. U stanicama kvasca prisutan je u znatno
vecoj koncentraciji od ostalih kompleksa ukljuenih u remodeliranje strukture kromatina™, te
je jedini takav kompleks esencijalan za rast stanica®®. Za sada je poznato 17 podjedinica
kompleksa (Sthl, Rscl, Rsc2, Rsc3, Rsc4, Rsc6, Rsc7/Npl6, Rsc8, Rsc9, Sthl, Arp7, Arp9,
Rsc30, Htl1, Rtt102, Rsc58 i Ldb7)>. Kataliticka podjedinica Sthl kodirana je esencijalnim
genom, neophodnim za prelazak iz G2 u M fazu stani¢nog ciklusa®®’, koji sadrZi slijed

nukleotida duZine 2 kb homologan genu SNF2°%*°

. Takoder je utvrdena i djelomicna
homologija podjedinica Rsc6, Rsc8 i Sfhl s proteinima Swp73, Swi3 i Snf5 kompleksa
SWI/SNF>*° dok su proteini Arp7 i Arp9 podjedinice oba kompleksa®®.

Nadeno je da kompleks RSC u stanicama dolazi u dva izooblika, koji se razlikuju iskljucivo
po tome Sto sadrze ili protein Rscl ili Rsc2, pri ¢emu je kompleks s podjedinicom Rsc2
prisutan u znatno vecoj koncentraciji. Proteini Rscl i Rsc2 dijele 62% slicnosti, a unutar
regije homologije nalaze se dvije bromo-domene, AT petlja za koju se pretpostavlja da
sudjeluje u specifi¢nim interakcijama proteina s odredenima sljedovima DNA'®, regija BAH
(,,oromo-adjacent-homology*) za koju je nadeno da stupa u specificne interakcije s histonom
H3 in vitro® te dvije karboksi-terminalne domene neophodne za povezivanje ovih proteina u
kompleks. Pojedina¢na inaktivacija proteina Rscl ili Rsc2 nije letalna za stanice, dok je za
stanice dvostrukog mutanta rscl rsc2 utvrden letalan fenotip, Sto ukazuje na djelomic¢no
preklapajuée aktivnosti dvaju izooblika kompleksa™ te je na razini genoma pokazana njihova
lokalizacija na jednakim regijama kromosoma®®. Medutim, nadene su brojne razli¢ite funkcije
dvaju izooblika: kompleks s podjedinicom Rsc2 specifi¢no je potreban za odredene funkcije u
mitozi®, koheziju sestrinskih kromatida® i odrZzavanje plazmida s 2 pm ishodistem

6788 te u stani¢nom

replikacije®, a pokazane su i razli¢ite uloge izooblika u procesu sporulacije
odgovoru na o§te¢enja DNA®.

Aktivnost kompleksa RSC u remodeliranju strukture kromatina pokazana je in vitro. Nadeno
je da nukleosomalna DNA u prisustvu ovog kompleksa i ATP-a postaje znatno viSe osjetljiva
na digestiju enzimom DNazal®. IstraZivanja mehanizma djelovanja pokazala su da se
kompleks veze za srz nukleosoma ¢ime se pokre¢e DNA-translokazna aktivnost kataliticke
podjedinice Sthl, ovisna o hidrolizi ATP-a'" te dolazi do pomicanja histonskog oktamera po
DNA® ili do potpunog uklanjanja oktamera pri ¢emu akceptor moze biti protein ,,Saperon® za
histone™ ili slobodna molekula DNA. Nadalje, nadeno je da djelovanjem kompleksa dolazi

do selektivnog uklanjanja nukleosoma promotorskih regija dok se nukleosomi koji prekrivaju
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strukturni gen ne uklanjaju. Ovakva specificnost objasnjena je postojanjem karakteristi¢nih
kovalentnih modifikacija histona u promotorskim regijama, posebice acetilacije te prisutno$éu
proteina inacica histona, Htzl, §to dovodi do destabilizacije nukleosoma®. Mehanizam
remodeliranja nukleosoma predlozen za kompleks RSC na osnovu in vitro ispitivanja je
takozvani ,,sliding-mediated nucleosome dissasembly“, objasnjen u poglavlju 2.3.2. Ovaj
mehanizam ujedno je i predloZen za proces remodeliranja strukture kromatina pri indukciji
promotora kvas¢evog gena PHOS in vivo™®,

Buduc¢i da nekoliko podjedinica kompleksa RSC sadrzi bromo-domene koje su se pokazale
esencijalnima za aktivnost kompleksa, smatra se da su specificne interakcije kompleksa s
acetiliranim ostatcima histona neophodne za njegovu funkciju. Acetilacija histona H3
viSestruko pojacava remodeliranje nukleosoma katalizirano ovim kompleksom in vitro, pri
¢emu je nadeno da utjeCe na vezanje kompleksa za nukleosome, ali i na samu aktivnost
kompleksa. Smatra se da interakcije kompleksa s acetiliranim histonskim proteinima uzrokuju
promjenu konformacije te posljediéno veéu aktivnost kompleksa u remodeliranju
nukleosoma. S druge strane, acetilacija histona H4 nije utjecala na remodeliranje kromatina
katalizirano kompleksom RSC in vitro'. Katalititka podjedinica Sthl sadrzi jednu bromo-
domenu na karboksi-kraju za koju su eksperimentima in vitro pokazane specifi¢ne interakcije
s acetiliranim ostatkom lizina 14 histona H3 i lizina 21 histona H2A>"". Kod proteina Rscl i
Rsc2 se unutar regije homologije nalaze dvije bromo-domene (BD#1 i BD#2), od kojih je
BD#2 neophodna za aktivnost oba proteina te mutacija BD#2 proteina Rsc2 ima letalan
fenotip u stanicama mutanta rscl i obrnuto, dok je BD#1 potrebna za neke specifi¢ne, ne-
esencijalne funkcije proteina Rsc2'®. Esencijalna podjedinica Rsc4 sadrzi dvije bromo-
domene (BD1 i BD2), takozvane ,,tandem-bromo-domene®, smjeStene neposredno jedna iza
druge, obje neophodno potrebne za rast stanica. Pokazano je da je za funkciju bromo-domena
Rsc4 potrebna aktivnost histon-acetiltransferaze Gen5, podjedinice kompleksa SAGA te da se
u in vitro eksperimentima preko BD2 ostvaruju specifiéne interakcije proteina Rsc4 s
acetiliranim ostatkom lizina 14 histona H3 (H3K14), koji je supstrat Gcn5 in vivo™ '
Medutim, nadeno je da protein GenS takoder acetilira ostatak lizina 25 na samom proteinu
Rsc4 (Rsc4-K25) koji zatim ostvaruje interakcije s BDI1 istog proteina, $to sprjecava
interakcije BD2 s H3K14. Dakle, aktivnost Gen5 potrebna je za vezanje bromo-domene Rsc4
za lizinske ostatke histona, ali istovremeno i sprjeava to vezanje te se smatra da se na taj

nain regulira vrijeme zadrzavanja kompleksa RSC na promotorima gena. Budu¢i da su
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bromo-domene proteina Rsc4 esencijalne za rast stanica, a sprjeCavanje acetilacije H3K14 i
Rsc4-K25 nema letalan fenotip, pretpostavlja se postojanje dodatnih liganada preko kojih se
ostvaruju interakcije s bromo-domenama Rsc4, §to, medutim, do danas nije potvrdeno’.
KoriStenjem metodologije kromatin-imunoprecipitacije i DNA ¢ipova (,,ChIP-on-chip®)
provedena je analiza lokalizacije kompleksa RSC na razini genoma. Utvrdena je prisutnost
kompleksa na oko 700 kromosomalnih regija, od ¢ega vecinu ¢ine geni ¢iju transkripciju
katalizira RNA-polimeraza Ill, primarno geni koji kodiraju za tRNA. Smatra se da je
kompleks privucen na promotore ovih gena izravnim interakcijama s RNA-polimerazom 111 i
op¢im transkripcijskim faktorima, te nije utvrdena specificnost prema promotorskim regijama
odredenih tRNA gena63. Nadeno je da podjedinica kompleksa Rsc4 stupa u interakcije s
podjedinicom Rpb5 RNA-polimeraza eukariota te je pokazana ko-imunoprecipitacija
kompleksa RSC sa sve tri RNA-polimeraze™. Budu¢i da je kod gena koji kodiraju za tRNA
utvrden najnizi sadrzaj histona u usporedbi s ostatkom genoma, te da je pokazano da se
inaktivacijom kataliticke podjedinice kompleksa RSC znacajno povecava gustoca histona, tj.
nukleosoma na ovim genima, kompleks RSC je vjerojatno odgovoran za odrzavanje niske
gusto¢e nukleosoma na dijelovima genoma koji sadrze tRNA gene'®. Takoder, ustanovljena je
prisutnost kompleksa na promotorima odredenih skupina gena koji se transkribiraju pomocu
RNA-polimeraze II, ukljucuju¢i gene koji kodiraju za histone, snRNA te cikline
karakteristicne za S-fazu stani¢nog ciklusa, kao i gene ¢iji su produkti bitni za funkcije
mitohondrija, metabolizam nefermentabilnih ugljikohidrata i dusika®. Za razliku od gena ¢&ija
transkripcija je katalizirana RNA-polimerazom 1ll, smatra se da je ovdje kompleks RSC
specificno privu¢en na promotore odredenih gena, prije vezanja RNA-polimeraze II,
interakcijama sa specificnim aktivatorima ili represorima transkripcije63. Djelovanjem ovog
kompleksa dolazi do lokalnog remodeliranja jednog ili nekoliko nukleosoma neposredno uz
mjesto za vezanje RNA-polimeraze i op¢ih transkripcijskih faktora'. Osim interakcija
kompleksa RSC sa specificnim transkripcijskim faktorima i komponentama holoenzima
RNA-polimeraze, takoder je nadeno da se preko podjedinice Rsc3 ostvaruju izravne
interakcije s karakteristicnim sljedovima DNA promotorskih regija, koje se obi¢no nalaze
stotinjak nukleotida uzvodno od mjesta podetka transkripcije’”.

Vrlo mali broj istraZzivanja odnosi se na ispitivanje izravne uloge kompleksa RSC u procesu
remodeliranja strukture kromatina promotora vezanom uz regulaciju transkripcije gena pod

uvjetima in vivo. Ustanovljena je uloga ovog kompleksa u aktivaciji transkripcije gena
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GAL1/10. Promotori gena GAL1/10 sadrze slijed nukleotida ,,UASg* za vezanje specificnog
aktivatora transkripcije, proteina Gal4. Pri uzgoju stanica u podlozi s glukozom ekspresija
gena GAL4 je reprimirana, ¢ime je reprimirana i transkripcija gena GAL1/10. Prebacivanjem
stanica u podlogu s rafinozom dolazi do sinteze proteina Gal4 koji se veze na mjesto UASg,
medutim aktivacija transkripcije gena GAL1/10 je sprijeCena vezanjem proteina inhibitora
Gal80 na aktivacijsku domenu Gal4. Dodatkom galaktoze dolazi do inaktivacije Gal80 te
posljedi¢no aktivacije transkripcije gena GAL1/10. Ustanovljeno je da se kompleks RSC pod
uvjetima represije nalazi vezan za nukleosom koji prekriva UASg i odrzava ga u djelomicno
remodeliranom stanju. Prilikom indukcije transkripcije u stanicama koje su iz podloge s
glukozom prebacene u podlogu s galaktozom, proces aktivacije promotora GAL1/10 je znatno
sporiji u odsustvu kompleksa RSC, dok inaktivacija kompleksa nema utjecaja na brzinu
aktivacije promotora u stanicama pred-inkubiranima u podlozi s rafinozom. Zakljuceno je da
djelomi¢no remodeliranje nukleosoma koji prekriva UASg, katalizirano kompleksom RSC,
pri rastu stanica u podlozi s glukozom omogucuje brze vezanje novo-sintetiziranog aktivatora
te posljedicno brzu aktivaciju transkripcije nakon dodatka galaktoze. S druge strane, u
stanicama uzgajanima u podlozi s rafinozom aktivator Gal4 je prisutan te s vremenom uspije
nadvladati represivno djelovanje nukleosoma, odnosno veze se za UASg, tako da dodatkom
galaktoze dolazi do brze aktivacije transkripcije neovisno o aktivnosti kompleksa RSC".

Utvrdena je i uloga kompleksa RSC u remodeliranju strukture kromatina pri aktivaciji
promotora takozvanih ,heat shock* gena, HSP12, HSP82 i SSA4. Smanjena razina
transkripcije gena koji kodira za kataliticku podjedinicu kompleksa, Sthl, dovodi do
nepotpunog uklanjanja histona prilikom aktivacije ovih promotora te sprjeCava vezanje RNA-
polimeraze 1. Smanjena ekspresija STH1 ima jednak u¢inak na sva tri promotora, iako se
aktivatori ovih gena djelomi¢no razlikuju: promotori gena HSP82 i SSA4 aktiviraju se
specificnim aktivatorom HSF, dok je za aktivaciju promotora HSP12 uz HSF bitan je i
specifican aktivator transkripcije Msn2/4. S druge strane, inaktivacija kompleksa SWI/SNF
negativno je utjecala samo na uklanjanje histona promotora HSP12. Na osnovu toga je
pretpostavljeno da je kompleks SWI/SNF privu¢en na ovaj promotor interakcijama s
aktivatorom Msn2/4, dok je u¢inak kompleksa RSC neovisan o specificnom aktivatoru te se, S
obzirom na veé¢ poznate interakcije podjedinice kompleksa Rsc4 s podjedinicom Rpb5 RNA-
polimeraza™, pretpostavlja da je ovaj kompleks generalno potreban za vezanje RNA-

polimeraze 11°®.
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Osim uloge u aktivaciji transkripcije navedenih gena, pokazano je da je kompleks RSC
neophodan i za odrZavanje represivne strukture kromatina promotora gena CHAL, koji kodira
za serin/ treonin deaminazu, odnosno, da inaktivacija kompleksa dovodi do uklanjanja
nukleosoma promotorske regije i posljedi¢no potpune indukcije gena CHAL pod uvjetima
represije transkripcije’’. Takoder, nedavno je objavljeno da kompleks RSC sudjeluje u
pozicioniranju nukleosoma promotora PHO8 pod uvjetima represije’®.

Uz sudjelovanje u procesu regulacije transkripcije, nadeno je da je aktivnost kompleksa RSC
u remodeliranju strukture kromatina ukljucena i u procese popravka dvolan¢anih lomova
DNA mehanizmima homologne rekombinacije i  nehomolognog sparivanja krajeva
(,NHEJ*), pri ¢emu se smatra da lokalno uklanjanje nukleosoma u okolici lomova osigurava
dostupnost DNA proteinima uklju¢enima u popravak’®®'. Nadalje, aktivnost ovog kompleksa
ukljuGena je i u proces promjene tipa parenja kod kvasca® te u vezanje proteina kohezina za
centromere kromosoma i kromatide, Sto je bitno za koheziju sestrinskih kromatida,

rekombinaciju kromatida i pravilno odvajanje kromosoma tijekom diobe®*#,

2.3. Sustav PHO gena kvasca Saccharomyces cerevisiae

Anorganski fosfat neophodno je potreban za odvijanje veéine metabolickih procesa,
ukljucujuéi biosintezu nukleinskih kiselina i fosfolipida, energetski metabolizam i prijenos
signala te stoga stanice posjeduju regulatorne mehanizme koji omoguéuju brzi odgovor u
sluGaju promjene u dostupnosti fosfata iz okoline i prilagodbu na novonastale uvjete %%°,

U kvascu Saccharomyces cerevisiae geni Cija ekspresija je regulirana ovisno o koncentraciji
anorganskog fosfata u stanici dio su PHO regulacijskog sustava. Kao odgovor na nisku
koncentraciju fosfata u podlozi za uzgoj, u stanicama dolazi do indukcije transkripcije ovih
gena, Ciji produkti omogucéuju maksimalno iskoristavanje preostalog fosfata iz podloge i
koriStenje rezervi fosfata pohranjenih u stanicama u obliku molekula polifosfata. Geni PHO5,
PHO10 i PHO11 kodiraju za izoenzime nespecifi¢ne kisele fosfataze, PHO8 kodira za
nespecifiénu alkalnu fosfatazu, produkti gena PHO84 i PHO89 su transportni proteini
visokog afiniteta odgovorni za transport fosfata kroz stani¢nu membranu, PHO86 kodira za
protein zaduZen za usmjeravanje Pho84 u stani¢nu membranu, a PHO81 za pozitivni
regulatorni protein unutar PHO sustava.

Izoenzimi kisele fosfataze su glikoproteini locirani u periplazmatskom prostoru stanice

odgovorni za hidrolizu izvanstani¢nih izvora fosfata, kako bi se omogucilo prezivljavanje
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stanica pod uvjetima nedostatka anorganskog fosfata u podlozi. Alkalna fosfataza Pho8 je
takoder glikoprotein lociran u vakuoli, koji optimalno djelovanje ostvaruje kod pH 8 i
sudjeluje u hidrolizi unutarstani¢nih rezervi fosfata.

Osim navedenih, kvasac posjeduje joS nekoliko gena koji kodiraju za enzime fosfataze Cija
ekspresija ne ovisi o koncentraciji fosfata, medu njima PHO3 koji kodira za nespecifi¢nu
kiselu fosfatazu te PHO13 koji kodira za alkalnu fosfatazu specificnu za supstrat p-nitrofenil

[48 i reference navedene u radu], 88,89

fosfat

2.3.1. Regulacija ekspresije gena unutar PHO sustava

Geni PHO sustava sadrze u svojim promotorskim regijama jednu ili viSe Kkopija
karakteristicnog slijeda nukleotida CACGTG i/ ili CACGTT, takozvane ,uzvodne
aktivirajuée sekvence” (UAS; engl. Upstream activating sequence) koju prepoznaje specifi¢ni
aktivator transkripcije Pho4. Kao odgovor na promjenu koncentracije fosfata u okolini,
regulira se lokalizacija i1 aktivnost proteina Pho4, ¢ija ekspresija ne ovisi o dostupnosti
fosfata™. Poznato je da je za stabilne interakcije Pho4 s uzvodnim aktivirajuéim sekvencama
potrebno kooperativno vezanje s koaktivatorom, proteinom Pho2. Protein Pho2 ukljucen je u
aktivaciju transkripcije brojnih drugih gena, ukljuujuéi HIS3, TR4, CYC1, ADE2 i HO 8!
reference navedene u radu].

Pri uzgoju stanica u podlozi s fosfatom dolazi do viSestruke fosforilacije proteina Pho4
katalizirane kompleksom ciklina Pho80 i cklin-ovisne kinaze Pho85%*. Protein eksportin
Msn5, zaduzen za eksport iz jezgre, ima visok afinitet prema fosforiliranom Pho4, dok je
afinitet proteina importina Psel, odgovornog za transport u jezgru, prema fosforiliranom Pho4
nizak, kao i afinitet koaktivatora Pho2%. Dakle, pod ovim uvjetima je Pho4 inaktivan i lociran
u citoplazmi te je posljedi¢no nivo ekspresije PHO regulona nizak. Uzgojem stanica u podlozi
bez fosfata dolazi do aktivacije proteina Pho81, inhibitora kompleksa Pho80 — Pho85. Pho81
je u inaktivnom obliku vezan za kompleks Pho80 — Pho85, a nakon aktivacije dovodi do
disocijacije i time inaktivacije ovog kompleksa®™. Posljedi¢no, dolazi do nakupljanja

nefosforiliranog proteina Pho4 u jezgri te aktivacije transkripcije gena PHO sustava®.

2.3.2. Promotori PHO gena: modelni sustav u izucavanju regulacije transkripcije
remodeliranjem strukture kromatina

S obzirom na strukturu kromatina, promotorske regije gena kvasca Saccharomyces cerevisiae

moguce je podijeliti u dvije skupine: takozvane ,,otvorene i ,,prekrivene* promotore.
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Otvorene promotore karakterizira regija slobodne DNA bez nukleosoma, NFR (engl.
Nucleosome Free Region), duzine oko 150 pb, neposredno uzvodno od mjesta pocetka
transkripcije, sto omogucuje nesmetano vezanje transkripcijskih faktora i RNA-polimeraze te
takvi promotori aktiviraju ekspresiju konstitutivno eksprimiranih gena. Suprotno tome, kod
prekrivenih promotora su regulatorne sekvence DNA pod uvjetima represije transkripcije
prekrivene nukleosomima $to sprjeCava vezanje transkripcijskih faktora i RNA-polimeraze te
je za inicijaciju transkripcije potrebna aktivnost proteina uklju¢enih u modifikacije strukture
kromatina. Takvi promotori reguliraju ekspresiju inducibilnih gena ®*,

Promotori PHO gena spadaju u skupinu prekrivenih promotora i pokazali su se kao izvrstan
modelni sustav u izuCavanju povezanosti remodeliranja strukture kromatina 1 regulacije
transkripcije gena. Promotor gena PHO5 predstavlja prvi i jedan od najbolje istrazenih
primjera izrazite promjene strukture kromatina kao preduvijeta za aktivaciju transkripcije *.
Na primjeru ovog promotora ustanovljeni su neki od temeljnih principa i mehanizama
regulacije ekspresije gena remodeliranjem strukture kromatina: pokazano je da remodeliranje
strukture kromatina nije posljedica ve¢ preduvjet za transkripciju gena, buduci da prilikom
indukcije mutiranog promotora PHOS5, kod kojega je transkripcija sprije¢ena delecijom
,TATA box-a“, svejedno dolazi do remodeliranja kromatina®. Takoder, utvrdeno je da proces
remodeliranja kromatina nije uvjetovan replikacijom stanica® te je kod ovog promotora po
prvi puta pokazan mehanizam remodeliranja strukture kromatina ,,in trans“, tj. potpuno
uklanjanije histona s DNA pod uvjetima ,,in vivo* %%,

Promjene strukture kromatina prilikom indukcije promotora PHO8 i PHO84 takoder su
opsezno istrazene® %1% Za sva tri promotora je pokazano da je u procesu remodeliranja
strukture kromatina esencijalno potreban aktivator transkripcije Pho401%10%,

Promotor gena PHOS5 je pod uvjetima represije transkripcije prekriven s 4 nukleosoma,
obi¢no oznacavanima brojevima -1 do -4 s obzirom na mjesto pocetka transkripcije, pri cemu
se izmedu nukleosoma -2 i -3 nalazi kratka regija slobodne DNA, duzine 70 pb, koja sadrZi
slijed nukleotida za vezanje aktivatora Pho4 niskog afiniteta, UASp1®. Ovakva regija naziva
se 1 ,hipersenzitivna sekvenca®* (HS), s obzirom na to da je izrazito podlozna digestiji
enzimom DNaza |, za razliku od dijelova DNA unutar nukleosoma koji su zastic¢eni od
digestije. Drugo mjesto za vezanje aktivatora, UASp2, visokog afiniteta nalazi se unutar

102

nukleosoma -2 te pod uvjetima represije nije dostupno —°. Mjesto za vezanje RNA-

polimeraze prekriveno je nukleosomom -1 (Slika 2). Prilikom indukcije promotora dolazi do

Sanja Musladin Doktorska disertacija



8§ 2. Literaturni pregled 16

vezanja aktivatora Pho4 na mjesto UASp1 te se uspostavljaju interakcije njegove aktivacijske
domene s kompleksima uklju¢enima u modifikacije strukture kromatina koji pokrecu proces

remodeliranja kromatina'®

. Posljedi¢no, dolazi do remodeliranja sva Cetiri nukleosoma koji
prekrivaju promotorsku regiju, pri ¢emu nastaje NFR duzine 600 pb, ¢ime i mjesto UASp2
postaje dostupno za stabilno vezanje aktivatora’® te je omoguéeno vezanje opéih

transkripcijskih faktora i RNA-polimeraze i inicijacija transkripcije®.

90060 /m
-3 -2 -1 +1

-4

Slika 2. Shematski prikaz strukture kromatina promotora PHOS5 pod uvjetima represije.
Oznaceni su polozaji nukleosoma koji podlijezu remodeliranju (0) i nukleosoma koji
se ne remodeliraju prilikom indukcije promotora (@), mjesta za vezanje aktivatora
transkripcije Pho4 visokog (=) i niskog afiniteta (=) te ,,TATA-box* (T), prema

literaturnom izvoru®.

Kasnija istrazivanja su pokazala da pod uvjetima indukcije transkripcije nisu potpuno
uklonjena sva Cetiri nukleosoma s promotorske regije, ve¢ je na aktivnom promotoru uvijek
prisutan prosje¢no jedan nukleosom nepromijenjene strukture i varijabilnog polozaja. Buduci
da je za promotor PHO5 pokazano potpuno uklanjanje histona s DNA, prisutnost nukleosoma
na aktivhom promotoru prvotno je objasSnjena postojanjem ravnoteze izmedu uklanjanja i
formiranja nukleosoma, odnosno, aktivacija promotora je definirana kao prelazak strukture
kromatina iz statitnog u dinami¢no stanje’™. Kasnije je za promotor PHOS5 predloZen
specifican mehanizam remodeliranja strukture kromatina, takozvani ,sliding-mediated
nucleosome dissassembly* koji pretpostavlja da je na aktivnom promotoru uvijek prisutan
jedan nukleosom nepromijenjene strukture ¢iji polozaj je varijabilan, ali nikada ne dolazi do
njegovog uklanjanja'®>*®. Prema ovom modelu, proizaslom na osnovu in vitro ispitivanja
mehanizma djelovanja kompleksa RSC, vezanje kompleksa za odredeni nukleosom
promotora dovodi do ,klizanja“ tog nukleosoma po DNA i na taj nacin potpunog

remodeliranja susjednih nukleosoma. Dakle, remodeliraju¢i kompleks koristi nukleosom za
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koji je vezan za uklanjanje ostalih nukleosoma promotora, pri ¢emu nukleosom za koji je
kompleks vezan nije moguce ukloniti'®, Cinjenica da je proces remodeliranja ograni¢en na
nukleosome promotora, dok okolni nukleosomi ne podlijezu remodeliranju, objasnjena je
specificnim kovalentnim modifikacijama histona i prisutnoscu proteina inacica histona unutar
nukleosoma promotorskih regija®®; pokazana je pojagana acetilacija nukleosoma promotora te
prisutnost inacice histona H.A.Z*'% koji se povezuju s destabilizacijom nukleosoma,
odnosno s transkripcijski aktivnim kromatinom.

Pokazano je da u procesu aktivacije promotora PHOS sudjeluje histon-acetiltransferaza Gen5,
podjedinica kompleksa SAGA. U odsustvu Gcn5 remodeliranje kromatina promotora je
znatno sporije, no postiZe se potpuno otvaranje kromatina te je uloga ovog proteina utvrdena
tek primjenom takozvanog ,kinetickog pristupa®, to jest ispitivanjem utjecaja inaktivacije
pojedinog proteina na Kkinetiku procesa remodeliranja, umjesto na Kkrajnju razinu
remodeliranja strukture kromatina®.

Ispitivanjem ucinka inaktivacije katalitiCkih podjedinica, ATP-aza, svih 15 kompleksa
ukljuc¢enih u remodeliranje strukture kromatina u kvascu koji nisu esencijalni za rast stanica
na remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5 nadeno je da je jedino u odsustvu
proteina Snf2 i Ino80 kinetika remodeliranja strukture kromatina promotora znacajno sporija,
ali bez utjecaja na krajnji stupanj otvaranja kromatina. Istovremena inaktivacija oba proteina
imala je dodatan uc¢inak na kinetiku remodeliranja, Sto ukazuje na neovisno djelovanje ovih
proteina u procesu aktivacije promotora, medutim u stanicama dvostrukog mutanta snf2 ino80
takoder je postignuto potpuno remodeliranje strukture kromatina promotora nakon produzene
indukcije®. Osim toga, nadeno je da je indukcija gena PHO5 sporija prilikom istovremene
inaktivacije ATP-aza Iswl i Chdl, dok pojedinac¢ne inaktivacije ovih proteina nemaju
utjecaja’. Pokazani ,in trans“ mehanizam remodeliranja strukture kromatina promotora
PHO5, uklanjanjem histona s DNA, upuéivao je na sudjelovanje proteina Saperona za histone
u procesu remodeliranja, koji bi vezao histone uklonjene s promotorske regije, te je nadeno da
je kinetika remodeliranja strukture kromatina promotora znacajno sporija u odsustvu proteina
Asf131%  saperona“ za histone H3/H4"’.

S obzirom na pokazano specifi¢no vezanje bromo-domene kompleksa SWI/SNF za acetilirane
histone, neophodno =za stabilno zadrzavanje kompleksa na promotoru 1 posljedicno
remodeliranje strukture kromatina®®, pretpostavljeno je medudjelovanje kompleksa SWI/SNF

I SAGA prilikom indukcije promotora PHO5. Medutim, nadeni znacajno jaci ucinak na
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kinetiku remodeliranja kromatina u stanicama dvostrukog mutanta gcn5 snf2 u odnosu na
jednostruke mutante upucuje i na dodatno, neovisno djelovanje ovih kompleksa u procesu
remodeliranja strukture kromatina promotora’.

Ovi rezultati pokazuju da je proces remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5
rezultat kooperativnog djelovanja viSe razlicitih proteinskih kompleksa, a osim toga upucuju
na postojanje dodatne remodelirajuce aktivnosti pri indukciji promotora. Zanimljivo je da
unato¢ tome $to do danas nije pronaden proteinski kofaktor ¢ija aktivnost bi bila neophodno
potrebna u procesu remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5S prilikom fizioloske
indukcije u podlozi bez fosfata, neki kofaktori su se pokazali esencijalnima za ovaj proces pod
uvjetima sub-maksimalne indukcije. Ovakvi uvjeti postiZzu se uzgojem stanica u podlozi niske
koncentracije fosfata, ili pojacanom ekspresijom specificnog aktivatora transkripcije Pho4 pri
uzgoju stanica u podlozi visoke koncentracije fosfata te takoder inaktivacijom negativnih
regulatora transkripcije, proteina Pho80 i Pho85, pri uzgoju stanica u podlozi visoke
koncentracije fosfata. Slabija indukcija podrazumijeva nizu koncentraciju aktivnog aktivatora
transkripcije, Pho4, u jezgri u odnosu na jaku fizioloSku indukciju, $to dovodi do vece potrebe
za kompleksima uklju¢enima u remodeliranje strukture kromatina. Pojedinac¢ne inaktivacije
proteina Gens, Snf2%1%1% 1no80° i Asf1® te zajednicka inaktivacija Iswl i Chdl’ sprijecile
su remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5 pod ovakvim uvjetima.

Aktivnost promotora gena PHOS8 takoder je regulirana putem remodeliranja strukture
kromatina: pod uvjetima represije promotorska regija je prekrivena nukleosomima pri ¢emu
se izmedu nukleosoma -3 i -4 nalazi kratka HS koja sadrZi mjesto za vezanje aktivatora Pho4
visokog afiniteta, UASp2 (Slika 3).

(OO0
-5 -4 3022 -1
Slika 3. Shematski prikaz strukture kromatina promotora PHO8 pod uvjetima represije.
Oznaceni su polozaji nukleosoma koji podlijezu djelomi¢énom (©) ili potpunom
remodeliranju (0) i nukleosoma koji se ne remodeliraju prilikom indukcije promotora

(@), mjesta za vezanje aktivatora transkripcije Pho4 visokog (=) i niskog afiniteta (=)
te ,, TATA-box“ (T), prema literaturnom izvoru*®.
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Pod uvjetima indukcije dolazi do remodeliranja nukleosoma promotora PHOS8, pri ¢emu
mjesto za vezanje RNA-polimeraze postaje dostupno, no, za razliku od promotora PHO5,
remodeliranje nije potpuno te se pretpostavlja da su na dijelovima aktivnog promotora
prisutni destabilizirani nukleosomi'®. U in vitro ispitivanjima nadena su dva mjesta za
vezanje aktivatora Pho4 na promotoru'®, medutim samo je za mijesto visokog afiniteta,
UASPp2 pokazana funkcionalnost in vivo iz ¢ega vjerojatno proizlazi niza razina aktivacije
transkripcije gena PHO8 u odnosu na PHOS5?, koji sadrzi dva funkcionalna mjesta za
vezanje aktivatora. Za proces remodeliranja strukture kromatina promotora PHO8 neophodno
je potrebna aktivnost proteina Gen5 te kompleksa SWI/SNF; u njihovom odsustvu ne dolazi
do aktivacije promotora’. Takoder, u remodeliranju sudjeluje i kompleks INO80, no njegova
aktivnost je potrebna za ucinkovitu kinetiku remodeliranja, bez utjecaja na krajnju razinu
otvaranja kromatina®. Ispitivanja provedena in vitro pokazala su veéu stabilnost nukleosoma
promotora PHO8 u odnosu na promotor PHO5, ¢ime se objaSnjava veca potreba za
kofaktorima uklju¢enima u remodeliranje strukture kromatina promotora PHO8".

Promotor gena PHO84 pod uvjetima represije sadrzi kratku HS, izmedu dva nukleosoma,
unutar koje se nalaze dva mjesta za vezanje aktivatora Pho4 visokog afiniteta, UASpC i
UASpD. Prilikom indukcije dolazi do potpunog remodeliranja ovih nukleosoma pri ¢emu
postaju dostupna dva dodatna mjesta za vezanje aktivatora nizeg afiniteta, UASpB i UASpE
(Slika 4), dok se joS jedno mjesto za vezanje aktivatora, UASpA, nalazi vise uzvodno na

promotoru.

cD s < \\
(&) a5
~_~27
Slika 4. Shematski prikaz strukture kromatina promotora PHO84 pod uvjetima represije.
Oznaceni su polozaji nukleosoma koji podlijezu remodeliranju (O i =*), mjesta za
vezanje aktivatora transkripcije Pho4 visokog (=) i niskog afiniteta (=) te ,,TATA-

box* (T). Isprekidane linije oznacavaju nukleosome ¢iji polozaj nije jasno odreden.

PoloZaji su oznaceni prema literaturnom izvoru®®.
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Pokazano je da mjesta za vezanje aktivatora UASpA i UASpB ne doprinose aktivaciji
transkripcije, dok su mjesta UASpC, UASpD i UASPE od esencijalne vaznosti za u¢inkovitu
aktivaciju promotora.

Za razliku od promotora PHO5 i PHOS8, dio DNA koja sadrzi ,,TATA box“ je na promotoru
PHO84 djelomi¢no dostupan pod uvjetima represije, odnosno poloZaj nukleosoma koji
prekriva ,,TATA box“ nije strogo odreden'®. Nadalje, razina aktivacije transkripcije gena

112 Osim

PHOB84 je veca u odnosu na PHOS5, sto je u skladu s veéim brojem UAS-elemenata
toga, u usporedbi s promotorom PHOS5, do aktivacije promotora PHO84 dolazi kod nize
razine indukcije, odnosno pri niZoj koncentraciji aktivatora Pho4 u jezgri. Na promotoru
PHOB84 se UAS elementi visokog afiniteta nalaze unutar HS, §to omogucuje ¢vrsto vezanje
aktivatora pri nizoj koncentraciji, dok se na promotoru PHOS5 unutar HS nalazi mjesto nizeg
afiniteta UASpl, a mjesto visokog afiniteta je pod uvjetima represije prekriveno
nukleosomom i postaje dostupno tek nakon remodeliranja kromatina pokrenutog vezanjem
Pho4 za UASp131H,

Nadeno je da u procesu remodeliranja kromatina promotora PHO84 sudjeluju proteini Genb,
Snf2, Ino80 i Asfl, medutim nisu u jednakoj mjeri potrebni za uklanjanje oba nukleosoma
koji podlijezu remodeliranju: remodeliranje nukleosoma uzvodno od HS nije moguce u
odsustvu Snf2 te je znacajno usporeno u odsustvu Ino80, dok je remodeliranje nukleosoma
nizvodno od HS sporije, ali potpuno o odsustvu Snf2 i u manjoj mjeri ovisi o aktivnosti
proteina Ino80. Ovi rezultati predstavljaju prvi primjer razliCite potrebe za kofaktorima
uklju¢enima u remodeliranje dvaju nukleosoma istog promotora’®. Koristenjem takozvanog
»N-score® algoritma koji pokazuje vjerojatnost formiranja nukleosoma na odredenoj sekvenci
DNA™®, in silico je predvidena veéa stabilnost nukleosoma uzvodno od HS u odnosu na
nukleosom nizvodno od HS, Sto je dodatno potvrdeno in vitro ispitivanjima stabilnosti ovih
nukleosoma. Takoder, pokazano je da destabilizacijom nukleosoma uzvodno od HS
uvodenjem mutacija u sekvencu DNA koju prekriva ovaj nukleosom, njegovo remodeliranje
in vivo prestaje ovisiti o aktivnosti proteina Snf2*°. Ovime je dodatno potvrdena hipoteza,
postavljena prethodno na temelju usporedbe procesa remodeliranja strukture kromatina
promotora PHO5 i PHO8™, prema kojoj je potreba za kofaktorima u procesu remodeliranja

odredena stabilno$¢u nukleosoma 1 ne ovisi nuzno o specificnom aktivatoru transkripcijelo.
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8 3.

EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije i enzimi

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

agar, kvaséev ekstrakt, pepton, bactotripton, kvaséeva dusi¢na baza bez aminokiselina
(YNB): Becton, Dickinson and Company (BD), SAD

aminokiseline, galaktoza, rafinoza, p-nitrofenil fosfat, p-nitrofenil B-D-
galaktopiranozid, ampicilin, G418, spermin, spermidin, etidijev bromid, bromfenol
plavo, fenol, kloroform, polietilenglikol (PEG) 4'000, albumin govedeg seruma
(BSA), natrijev dodecil sulfat (SDS), fikol PM 400, sorbitol, B-merkaptoetanol,
oligonukleotidi, Triton X-100, natrijev citrat: Sigma, Njemacka

agaroza: Lonza, Svicarska

ribonukleaza A (RNaza A), proteinaza K, restrikcijska endonukleaza Clal: Roche
Diagnostics GmbH, Njemacka

sve restrikcijske endonukleaze (osim Clal): New England Biolabs, SAD

zimolijaza 100 T: amsbio, UK

pufer za lananu reakciju polimerazom (PCR), deoksiribonukleotidi, standardi za
DNA elektroforezu: Fermentas, Thermo Scientific, SAD

Taq polimeraza: izolirana u naSem laboratoriju ekspresijom rekombinantnog gena u E.
coli, kao dio diplomskog rada

T4 DNA ligaza: Takara, Japan
4-amino-1-tertbutil-3-(1'-naftil)pirazolo[3,4-d]pirimidin (1-NaPP1): Toronto Research
Chemicals Inc., Kanada

staklene kuglice: Sartorius, Njemacka

sve ostale kemikalije krutog agregatnog stanja koriStene su od proizvodaca Acros
Organics (SAD), dok su kiseline i alkoholi kori$teni od proizvodaca Carlo Erba
(ltalija)
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3.1.2. Otopine i puferi

Pufer TE (pH = 7,4): 10 mmol L Tris; 1 mmol L* EDTA. Pripremljen je
razrjedivanjem koncentriranih otopina (1 mol L™ Tris-HCI pH = 7,4 i 0,5 mol L™
EDTA pH = 8), pH je podeSen pomocu natrijevog hidroksida

50 x koncentrirani pufer TAE: 2 mol L™ Tris; 1 mol L™ octene kiseline, 50 mmol L™
EDTA. Za pripremu je koritena koncentrirana otopina EDTA (0,5 mol L™, pH = 8) i
ledena octena kiselina. pH ovako pripremljenog pufera bio je oko 8,5.

0,1 mol L™ acetatni pufer (pH = 3.6): 0,1 mol L™ octene kiseline, pH je podesen
pomocu natrijevog hidroksida

Pufer LacZ: 0,06 mol L™ Na;HPO,; 0,04 mol L™ NaH,POy; 0,01 mol L™ KCI; 0,002
mol L™ MgSOy,; 0,04 mol L™ B-merkaptoetanol

Pufer za razbijanje stanica (pH = 4,8): 10 mmol L™ Tris; 10 mmol L™ EDTA,; Triton
X-100 (¢ = 0,02); 0,1 mol L"*NaCl; 10 g L' SDS

10 x koncentrirani pufer za digestiju jezgri restrikcijskim enzimima (10 x SSTEEM,
pH = 7,4): 1,5 mmol L spermin; 5 mmol L™ spermidin; 0,1 mol L™ Tris; 2 mmol L™
EDTA; 2 mmol L™ EGTA, 0,1 mol L™ MgCly; 50 mmol L™ B-merkaptoetanol; 0,5
mmol L™ NaCl. Za pripremu su koristene koncentrirane otopine EGTA (0,1 mol L™,
pH = 8.3), EDTA (0,5 mol L™, pH = 8) i Tris-HCI (1 mol L?, pH = 7,4). pH je
podesen pomocu kloridne kiseline.

Pufer za denaturaciju: 0,5 mol L™* NaOH, 1,5 mol L™ NaCl

20 x koncentrirani pufer SSC: 3 mol L™ NaCl; 0,3 mol L™ natrijev citrat

10 x koncentrirani pufer Denhardt: 2 g L™ fikol PM 400; 2 g L™ albumin govedeg
seruma (BSA); 10 mmol L™ EDTA; 50 g L™ SDS; 2 g L™ polivinilpirolidon-40 (PVP-
40)

Predhibridizacijski pufer: 20 x SSC (¢ = 0,1); 10 x Denhardt (¢ = 0,1); DNA sperme
lososa

Otopina EDTA 0,5 mol L™* (pH = 8): 0,5 mol L™ dinatrijeve soli EDTA; pH je
podeSen dodatkom peleta natrijevog hidroksida

Otopina EGTA 0,1 mol L™ (pH = 8,3): 0,1 mol L™ Titriplex VI, pH je podesen

pomocu kalijevog hidroksida
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3.1.3.

Otopina etidijevog bromida: osnovna otopina pripremljena je u koncentraciji 5 g L™ i
¢uvana u tamnoj bocici na +4 °C. Otopina za vizualizciju DNA pripremljena je
razrjedivanjem osnovne otopine u omjeru 1:10 000.

Otopina fikola (pH = 6,8): 180 g L™ fikol PM 400; 0,02 mol L™ KH,PO4; 1 mmol L™
MgCl,; 0,25 mmol L* EGTA, 0,25 mmol L™ EDTA. Za pripremu su Kkoriétene
koncentrirane otopine EGTA (0,1 mol L™, pH = 8.3) i EDTA (0,5 mol L™, pH = 8).
pH je podeSen pomocu kalijevog hidroksida.

Otopina izoamilni alkohol / kloroform (IAC): izoamilni alkohol (¢ = 0,04); kloroform
(9 =0,96)

Otopina polietilenglikola 0,6 g mL™: 0,6 g polietilenglikola (PEG) 4'000 pomije$ano
je s 0,4 mL deionizirane vode (ukupni volumen 1 mL) i prokuhano 10 min radi
otapanja i sterilizacije. Otopina je koriStena svjeze napravljena, nakon hladenja na ~
30 °C.

Otopina proteinaze K: y = 20 g L™, otopljeno u 10 mmol L™ Tris-HCI (pH = 8,0)
Otopina RNaze A: 5 g L™ ribonukleaze A otopljeno u 5 mmol L™ Tris-HCI (pH =
7,5). Otopina je prokuhana 10 minuta radi inaktivacije moguée prisutne
deoksiribonukleaze, a nakon hladenja ¢uvana je na -20 °C.

Otopina za protoplastiranje: 1 mol L™ sorbitol; 5 mmol L™ B-merkaptoetanol

Otopina zimolijaze 100 T: y = 20 g L™, otopljeno u deioniziranoj vodi
Predinkubacijska otopina: 0.72 mol L™ p-merkaptoetanol; 2,78 mmol L™ EDTA
STOP otopina: 52,6 g L™ SDS; 42 mmol L™ EDTA, 0,53 mol L™ Tris. Za pripremu su
koristene koncentrirane otopine: SDS (200 g L™), EDTA (0,5 mol L™, pH = 8) i Tris-
HCI (1 mol L, pH = 7,4)

Agarozni gel: pripremljen je otapanjem agaroze zagrijavanjem u puferu TAE.
Koncentracija agaroze u gelu bila je od 7 do 20 g L™, ovisno o veli&ini fragmenata
DNA koji su razdvajani elektroforezom.

Otopine antibiotika: ampicilin, 100 g L™; G418, 50 g L™. Otopine su sterilizirane

filtracijom i ¢uvane na -20 °C.

Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae

Laboratorijski sojevi kvasca S. cerevisiae koriSteni u ovom radu prikazani su u Tablici 1.
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Tablica 1. Laboratorijski sojevi kvasca S. cerevisiae koristeni u ovom radu

Soj Genotip Izvor
CY337 MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 leu2- | °
Al his3-4200
CY337 sth1" CY337 sthid::pCUP1-sth1::URA3 Ovaj rad
CY337 rsc2 CY337 rsc2::HIS3 D. Hlevnjak, Diplomski
rad, 2013.
CY337 rsc2 sth1 | CY337 rsc2::HIS3 sthid::pCUPI- Ovaj rad
sth1"::URA3
YBC82 MATa his34200 leu2A1 lys2-1284 1
trplA63 ura3-52 rsc2::HIS3
CY407 CY337 snf2::HIS3 16
CY407 sth1" CY407 sthid::pCUP1-sth1::URA3 Ovaj rad
CY407 ino80 CY407 ino80::URA3 °
CY407 asfl CY407 asfl::kanMX4 8
YS44 MATa his3-11 his3-15 leu2-3 leu2-112 o
ura3-432 can“pho80"
YS44 sth1" YS44 sthid::pCUPI-sth1™::URA3 Ovaj rad
W1588-4C MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1- | '
1 ura3-1 can1-100 RAD5
YTT223 W1588-4C iswl::ADE2 chd1::TRP1 1
YTT223 sth1" YTT223 sthid::pCUPI-sth1"::URA3 Ovaj rad
YS30 MATa his3-11 his3-15 leu2-3 leu2-112 118
ura3-432 canR pho85::HIS3
YS30 pho857°4¢ YS30 pho857%%¢ Ovaj rad
YS30  pho85 ¢ | YS30 pho85 °°C sthiA::pCUPI- Ovaj rad
sth1" sth1"::URA3
W303 MATa ade2-1 trp1-1 can1-100 leu2-3,112 |
his3-11,15 ura3-1
PeaL1-CDC20 W303 cdc20::LEU2 trpl::Pgai-CDC20- | *°
TRP1
PeaL1-CDC20 sthlA::pCUPI-sth1"::URA3 Ovaj rad
sth1"

Budu¢i da je inaktivacija kataliticke podjedinice kompleksa RSC, Sthl, letalna za stanice,

koridten je temperaturno-osjetljivi ,,degron“ mutant sth1. U ovom soju, na amino-kraj
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proteina Sthl vezana je temperaturno osjetljiva inacica proteina dihidrofolat-reduktaze misa
(DHFR®) veli¢ine 21 kDa. DHFR" sadrzi temperaturno-osjetljivi ,,N-degron“ signal koji se
sastoji od destabiliziraju¢eg aminokiselinskog ostatka na N-kraju i unutarnjeg lizinskog
ostatka podloznog visestrukoj ubikvitinilaciji, §to u konacnici upucuje protein na razgradnju
prema pravilu N-kraja. Degradacijski signal je na 24 °C zaklonjen u unutradnjosti proteina i
tek djelomi¢nom promjenom konformacije proteina na 37 °C postaje supstrat proteolize
pokrenute pravilom N-kraja. Ova proteoliza je izrazito procesivna pa na 37 °C dolazi do brze
degradacije cijelog kimernog proteina (DHFR-Sth1)'?!. Za konstrukciju mutanata kvasca koji
sadrze alel sth1 koristen je integrativni plazmid p1622 (§ 3.1.7. Plazmidi). Plazmid je
lineariziran cijepanjem restrikcijskim enzimom Pmll unutar lokusa STH1 i koristen za
transformaciju stanica kvasca. Fragment je ugraden homolognom rekombinacijom unutar
gena STH1, a uspjeSnost ugradnje provjerena je metodom lancane reakcije polimeraze (89.
Dodatak, Slika 29.) (pocetnice i veli¢ine umnoZenih fragmenata navedene su u poglavlju
3.1.8. Oligonukleotidi). Takoder, potvrden je fenotip svih konstruiranih sojeva sth1®
prestankom rasta na 37 °C, kao Sto je prikazano na Slici 6. (§ 4.1.) za stanice soja CY337
sth1'.

Delecijski mutant CY337 rsc2 sth1" konstruiran je transformacijom stanica soja CY337 sth1®
fragmentom DNA koji sadrzi disrupcijsku kasetu rsc2::HIS3 umnoZenu iz soja YBC82. Za
umnozavanje disrupcijske kasete metodom lancane reakcije polimeraze koristene su pocetnice
na nukleotidnim polozajima -381 i +2971 u odnosu na pocetni kodon gena RSC2 (ATG).
Uspjesnost delecije gena RSC2 provjerena je metodom lancane reakcije polimeraze
koristenjem jednakih pocetnica kao za umnozavanje disrupcijske kasete (,,pocetnice 1°) te
dodatnog para pocetnica na nukleotidnim poloZajima —524 u odnosu na pocetni kodon gena
RSC2 i +532 u odnosu na pocetni kodon gena HIS3 (,,pocetnice 2*“; 89. Dodatak, Slika 30.)
(pocetnice 1 veli¢ine umnozenih fragmenata navedene su u poglavlju 3.1.8. Oligonukleotidi).
Za konstrukciju mutanata kvasca koji sadrze alel pho857%2 konstruiran je integrativni
plazmid pPHO85%¢ (§ 3.1.7. Plazmidi). Plazmid je lineariziran cijepanjem restrikcijskim
enzimom Aflll unutar lokusa LEU2 i koriSten za transformaciju stanica kvasca soja YS30

(pho854). Fragment je ugraden homolognom rekombinacijom unutar alela leu2.
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3.1.4. Hranjive podloge i uvjeti uzgoja stanica kvasca

Za submerzni uzgoj stanica kvasca u podlozi visoke koncentracije fosfata (+Pi; uvjeti
represije PHO promotora) koristena je selektivna teku¢a podloga YNBP sastava: 6,7 g L™
kvaigeve dusi¢ne baze bez aminokiselina (YNB), 2 g L™ smjese aminokiselina koja sadrZi sve
aminokiseline i tvari potrebne za rast kvasca osim onih preko kojih se vrsi selekcija
auksotrofnih sojeva (,,drop out*; Tablica 2.), 1 g L™ KH,PO, te 20 g L™ Seéera. Ovisno o
auksotrofnosti soja, u podlogu su dodavani histidin (80 mg L™), uracil (80 mg L™), triptofan
(80 mg L) i leucin (160 mg L™). Ova podloga je modifikacija standardne podloge za uzgoj
kvasca YNB, s dodatkom 1 g L KH,PO,, kako bi se osigurala potpuna represija PHO
promotora.

Tablica 2. Smjesa aminokiselina i tvari potrebnih za rast stanica kvasca (,,drop out*)

adenin 39 L-izoleucin 29
L-alanin 29 L-lizin 49
L-arginin 29 L-metionin 29
L-asparagin 29 p-aminobenzojeva kiselina 0,29
L-asparaginska kiselina 29 L-fenilalanin 29
L-cistein 29 L-prolin 29
L-glutamin 29 L-serin 29
L-glutaminska kiselina 29 L-treonin 29
L-glicin 29 L-tirozin 29
inozitol 29 L-valin 29

Za submerzni uzgoj stanica kvasca u podlozi bez fosfata (-Pi; uvjeti indukcije PHO
promotora) koristena je minimalna sintetska tekuca podloga sastava: 20 g L glukoze, 2 g L™
smjese ,,drop-out* (jednaka kao za podlogu YNB; Tablica 2.), 2 g L™ asparagina, 0,5 g L™
MgSO.x7H,0, 0,1 g L™ NaCl-a, 0,1 g L™ CaCl,x2H-0, 5,88 g L™ Na-citrata, 1 g L™ KCl-a i
otopina elemenata u tragovima (¢ = 0,002) (0,25 g L™ borna kiselina, 0,02 g L™
CuSO.x5H,0, 0,05 g L™ KI, 0,1 g L™ FeClsx6H,0, 0,2 g L MgSO.x7H,0, 0,1 g L*
(NH4)sM07024x4H,0 i 0,2 g L™ ZnS0O,x7H,0). Nakon autoklaviranja podloge, dodane su jo$
otopina 1 (p = 0.004) (0,05 g L™ riboflavin, 0,05 g L™ p-aminobenzojeva kiselina, 0,5 g L™
inozitol; sterilizirano filtracijom) i otopina 2 (¢ = 0.0001) (0,02 g L™ biotin, 4 g L™ Ca-
pantotenat, 4g L™ nikotinska kiselina, 4 g L™ piridoksal, 4 g L™ tiamin, 0,02 g L™ folna
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kiselina; sterilizirano filtracijom). Histidin, uracil, triptofan i leucin dodavani su u jednakim
koncentracijama kao i u tekuc¢i medij YNBP, ovisno o auksotrofnosti soja.

Krute hranjive podloge jednakog su sastava kao i tekuée, uz dodatak 16 g L™ agara.

Hranjive podloge, otopine Secera te otopine aminokiselina sterilizirane su u autoklavu pri
temperaturi od 121 °C i tlaku od 1 atm.

Stanice transformirane plazmidom pPpnosvas-lacZ uzgajane su u selektivnoj podlozi s 20 g L™
rafinoze pod uvjetima represije, a indukcija inacice promotora PHOS5 koja se aktivira pomocu
aktivatora Gal4 (,,PHO5-variant 33“) postignuta je dodatkom 20 g L™ galaktoze u podlogu.
Stanice soja Pgar1::CDC20 koje sadrze esencijalan gen CDC20 pod kontrolom promotora
GAL1 uzgajane su u podlozi s 20 g L™ rafinoze i 20 g L™ galaktoze. Prebacivanjem ovih
stanica u logaritamskoj fazi rasta u podlogu s 20 g L™ glukoze postignuta je represija
promotora GALL1 i prestanak rasta stanica zbog represije transkripcije gena CDC20.

Sve ostale stanice uzgajane su u podlozi s 20 g L™ glukoze.

Stanice temperaturno osjetljivih mutanata, sth1 i pho80®, uzgajane su na 24 °C (permisivna
temperatura) i zatim prebacivane na 37 °C radi inaktivacije temperaturno osjetljivih proteina.
Prilikom prebacivanja na 37 °C stanice su bile u logaritamskog fazi rasta. U eksperimentima u

kojima nisu koriSteni temperaturno osjetljivi mutanti, stanice su uzgajane na 30 °C.

3.1.5. Sojevi bakterija

Za umnoZzavanje i izolaciju plazmida koristene su komercijalno dostupne kompetentne stanice
bakterije E. coli, soj DH5a (genotip: F— ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A thi-1 gyrA96 relA1l) proizvodaca Invitrogen, SAD.

3.1.6. Hranjive podloge za uzgoj bakterija

Za submerzni uzgoj E. coli koristena je neselektivna tekuéa podloga LB sastava: 10 g L™
bactotripton; 5 g L™ kvas¢ev ekstrakt; 5 g L™ NaCl, ili selektivna tekuéa podloga LB-Amp
jednakog sastava uz dodatak 100 pg/mL ampcilina.

Krute podloge su osim navedenih komponenata sadrzavale joS i 16 g/L agara.

3.1.7. Plazmidi

e Plazmid pPHO85 % konstruiran je ovom radu izrezivanjem fragmenta Dralll — Sall,

5F826

koji sadrzi alel pho8 pod kontrolom promotora PHO85, iz plazmida opisanog
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prethodno’??, i njegovom ligacijom u plazmid pRS305'%. Za ligaciju je koristen

fragment Sall — Dralll vektora pRS305, molarni omjer vektora i inserta bio je 1 : 3,

koriSteno je oko 80 ng vektora.

e Plazmid pPynesvas-lacZ konstruiran je prethodno iz plazmida pPynes-lacZ , koji sadrzi

gen lacZ pod kontrolom promotora PHO5, zamjenom dvaju mjesta za vezanje

aktivatora Pho4 na promotoru PHO5 (UASpl i UASp2) mjestima za vezanje

aktivatora Gal4?°.

e Plazmid p1622 konstruiran je prethodno iz plazmida pRS306% i sadrzi konstrukt Ub-
DHFR®-HA-STH1 i selektivni marker URA3*?!, Plazmid je poklon dr. B. R. Cairnsa,
Sveuciliste Utah, SAD.

3.1.8. Oligonukleotidi

Oligonukleotidi (pocetnice) koriSteni za metodu lancane reakcije polimeraze prikazani su u

Tablici 3.

Tablica 3. Oligonukleotidi (pocetnice) koristeni u ovom radu

Opis

Slijed nukleotida 5’ — 3'

Veli¢ina umnoZenog fragmenta
DNA

Potvrda ugradnje

fwd: 5 CAGGCGTCCTCT

U stanicama sth1™ dobije se fragment

fragmenta koji sadrzi alel CTGAGGTCCA 3" | velic¢ine ~650 pb (ispravna ugradnja
sth1“u lokus STH1 rev: 5 CCTTCGCATTGA | fragmenta u lokus STH1), dok se u
AATCTGCTGA 3’ | stanicama STH1 ne dobije produkt.

UmnoZavanje disrupcijske | fwd: 5 TGTAGCTGCCTG | Fragment umnoZen iz soja rsc2::HIS3
kasete rsc2::HIS3 i potvrda AACTCG 3’ je veli¢ine ~1800 pb, a iz soja RSC2
delecije gena RSC2 rev: 5 GAAGACAATGG | 3369 pb.

(,,pocetnice 1*; ,

§9.Dodatak, Slika 30.) CCTAGTG 3

Potvrdivanje delecije gena | fwd: 5' GGTCCCCCAAT U stanicama rsc2::HIS3 dobije se
RSC2 disrupcijskom CCATACTAA 3 fragment veli¢ine ~1300 pb (ispravna
kasetom rsc2::HIS3 rev: 5' ATTCTTGCCTCG ugradnja disrupcijske kasete u lokus
(,,pocetnice 2°; CAGACAAT 3' RSC2), dok se u stanicama RSC2 ne

§9.Dodatak, Slika 30.)

dobije produkt.

3.2. Metode rada

3.2.1. Transformacija kompetentnih stanica bakterije E. coli, soj DH5a

Alikvoti kompetentnih stanica od 50 pL ¢uvani su u Eppendorf epruvetama na -70 °C te su

prije transformacije otopljeni na ledu. Nakon otapanja, u epruvete je dodano 1 - 5 puL (1 - 10

ng) plazmidne DNA i lagano promijeSano protresanjem. Po potrebi je radena pozitivna i
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negativna kontrola transformacije. Za pozitivnu kontrolu, alikvotu kompetentnih stanica
dodano je 2,5 pL plazmidne DNA pUCI19 (250 pg) prilozene od proizvodaca, dok za
negativnu kontrolu nije dodana DNA. Epruvete su inkubirane na ledu 30 minuta, nakon ¢ega
je slijedio temperaturni Sok, 20 sekundi na 42 °C te ponovno inkubacija na ledu 2 minute.
Zatim je u svaku epruvetu dodano 950 pL tekuceg medija LB zagrijanog na 37 °C te je sve
skupa inkubirano 1 sat na 37 °C na rotacionoj tresilici (225 rpm). Nakon toga je po 200 pL
svake suspenzije nacijepljeno na selektivnu plodu LB s dodatkom 100 pg mL™ ampicilina i
inkubirano preko no¢i na 37 °C. Ostatak suspenzija koji nije nacijepljen na ploce ¢uvan je u

frizideru na +4 °C i po potrebi ponovno nacijepljen idu¢i dan.

3.2.2. lzolacija plazmidne DNA iz E. coli (,,midiprep*)

Izolacija plazmidne DNA radena je koriStenjem komercijalno dostupnog kita ,,QIAfilter
Plasmid Midi Kit“ proizvodaca Qiagen, Nizozemska. Protokol za izolaciju te sve potrebne

otopine prilozeni su od proizvodaca.

3.2.3. Transformacija stanica kvasca S. cerevisiae litij acetatnom metodom

Stanice kvasca uzgojene su preko noc¢i na rotacionoj tresilici u 10 mL tekuce podloge YNBP
do logaritamske faze rasta. Izmjerena je vrijednost ODggo Na spektrofotometru (izmedu 112 /
mL), stanice su odvojene od podloge centrifugiranjem (5 min / 3000 rpm), a talog je ispran
sterilnim puferom TE. Nakon ponovnog centrifugiranja, talog je resuspendiran u sterilnom
puferu TE, pri ¢emu je volumen pufera podesen tako da vrijednost ODggo Suspenzije u puferu
bude 50- 60 / mL. Dodan je volumen 0,2 mol L™ litijevog acetata jednak volumenu pufera TE
te je suspenzija inkubirana na rotacionoj tresilici na 30 °C 1 sat. Zatim je 100 pL suspenzije
stanica odpipetirano u Eppendorf epruvetu, dodana je DNA (1 — 3 pug kruzne plazmidne DNA,
6 — 10 pg linearnog fragmenta DNA) ukupnog volumena do 15 pL te je sve skupa inkubirano
30 minuta na 30 °C bez mijeSanja. Suspenziji stanica i DNA potom je dodano 145 pL otopine
polietilenglikola 4000 0,6 g mL™ uz snaZno protresanje i inkubirana je 45 minuta do 1 sat na
30 °C bez mijesanja. Slijedio je temperaturni Sok, 6 minuta na 42 °C, nakon Cega je u
suspenziju dodano 1 mL hladne sterilne deionizirane vode te su stanice odvojene
centrifugiranjem (1 min / 8000 rpm). Talog je ispran s 1 mL sterilne vode, centrifugiran,

resuspendiran u 120 pL sterilne vode i nacijepljen na krute selektivne podloge. Ploce su
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nakon nacijepljivanja inkubirane na 30 °C ili na 24 °C (temperaturno osjetljivi mutanti) do

porasta kolonija (2 — 4 dana).

3.2.4. lzolacija genomske DNA iz kvasca

Stanice kvasca uzgojene su preko no¢i na rotacionoj tresilici u 10 mL tekuce hranjive podloge
YNBP do stacionarne faze rasta (vrijednost ODgo izmjerena na spektrofotometru bila je iznad
6 / mL). Centrifugiranjem su odvojene od podloge, talog je resuspendiran u 1 mL sterilne
deionizirane vode i dobivena suspenzija je odpipetirana u Eppendorf epruvetu. Nakon
centrifugiranja (1 min / 8000 rpm) talog je resuspendiran u 200 pL pufera za razbijanje
stanica, dodano je 300 uL otopine fenol-kloroform (1 : 1), 300 pL staklenih kuglica te je
suspenzija snazno mijesana na ,,vortex* uredaju 4 minute. Zatim je dodano 200 pL pufera TE
I nakon centrifugiranja (5 min / 13 000 rpm) je pazljivo izdvojena gornja vodena faza koja
sadrzi DNA (oko 400 pL) i prenijeta u novu Eppendorf epruvetu. Dodan je 1 mL (2,5 x
volumen) hladnog 96%-tnog etanola, DNA je istalozena centrifugiranjem (5 min / 13 000 rpm
/ 4 °C), a talog je ispran s 1 ml hladnog 70%-tnog etanola i osuSen na zraku. Nakon susenja,
talog je otopljen u 400 pL pufera TE uz dodatak 5 pL otopine RNaze A i inkubiran na 37 °C
15 minuta. Zatim je ponovno istaloZena DNA dodatkom 16 pL 5 mol L™ natrijevog klorida i
1 mL hladnog 96%-tnog etanola, suspenzija je centrifugirana (5 min / 13 000 rpm / 4 °C),
talog je ispran s 1 ml hladnog 70%-tnog etanola, osusen na zraku, otopljen u 50 — 100 pL
pufera TE i ¢uvan na -20 °C. UspjeSnost izolacije provjerena je elektroforetskom analizom na
agaroznom gelu (na gel je nanesen 1 pL uzorka), a koncentracija DNA je odredena

spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije pri 260 nm (obi¢no 3 — 5 ug uL™).

3.2.5. lzolacija DNA iz agaroznog gela

Izolacija DNA iz agaroznog gela radena je KkoriStenjem komercijalno dostupnog kita
»QIAquick Gel Extraction Kit“ proizvodaca Qiagen, Nizozemska. Protokol za izolaciju te sve

potrebne otopine prilozeni su od proizvodaca.

3.2.6. Lancana reakcija polimeraze
Reakcijske smjese volumena 50 pL za provodenje lancane reakcije polimeraze sadrzavale su:
e genomska DNA: 0,3 pug

e pocetnice: 0,5 pmol L™
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e deoksiribonukleozid trifosfati: 0,2 mmol L™ svaki
e 1 x koncentrirani pufer za Taq polimerazu s MgCl,
e Taq polimeraza: 1 U
e sterilna deionizirana voda do ukupnog volumena
Reakcija se odvijala prema sljede¢em programu:
1. 1ciklus: 5 minuta 95 °C
2. 30 ciklusa: 30 sekundi 95 °C / 30 sekundi 60 °C /1 — 3.5 min 72 °C (ovisno o veli¢ini
umnoZavanog fragmenta; otprilike 1 minuta za 1000 pb)
3. lciklus: 7 minuta 72 °C

3.2.7. Indukcija PHO promotora i mjerenje aktivnosti enzima kisele fosfataze u suspenziji
stanica kvasca

Stanice kvasca uzgojene su preko no¢i na rotacionoj tresilici u tekucoj hranjivoj podlozi
YNBP visoke koncentracije fosfata (uvjeti represije PHO promotora) do logaritamske faze
rasta. Uvjeti indukcije postignuti su precjepljivanjem i inkubacijom stanica u podlozi bez
fosfata: izraCunat je potreban volumen suspenzije stanica tako da vrijednost ODggo U podlozi
bez fosfata bude oko 0,3 / mL, stanice su centrifugiranjem odvojene od podloge (5 min / 3000
rpm), talog je ispran sterilnom deioniziranom vodom, resuspendiran u zeljenom volumenu
sintetske podloge te je suspenzija inkubirana na rotacionoj tresilici.

Koli¢ina stanica potrebnih za mjerenje aktivnosti kisele fosfataze odredena je prema
oc¢ekivanoj aktivnosti i Zeljenom vremenu trajanja reakcije (obi¢no 5 — 10 minuta), tako da
koncentracija produkta reakcije bude u podru¢ju linearnog ocitanja spektrofotometra.
Izradunati volumen stanica je centrifugiran i resuspendiran u 4 mL 0,1 mol L™ acetatnog
pufera (pH = 3,6). U slucaju mjerenja aktivnosti sa stanicama uzgojenima u podlozi visoke
koncentracije fosfata, talog je ispran vodom prije resuspendiranja u puferu, jer bi anorganski
fosfat iz podloge djelovao kao inhibitor Kkisele fosfataze. Suspenziji u puferu izmjerena je
vrijednost ODggo. Reakcijska smjesa sadrzavala je 1 mL suspenzije stanica u puferu i 1 mL
otopine supstrata (20 mmol L™ p-nitrofenil fosfat otopljen u puferu za mjerenje aktivnosti).
Reakcija se provodila na 30 °C (suspenzije stanica i otopina supstrata predinkubirane su 5 —
10 min na 30 °C), a zaustavljena je dodatkom 1 ml 1 mol L™ NaOH. U slijepu probu je na 1
mL suspenzije stanica u puferu dodan 1 mL 1 mol L™ NaOH, kako bi se enzim denaturirao i

enzimska reakcija se ne bi odvijala te zatim 1 mL otopine supstrata, pri ¢emu je nastali
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produkt bio posljedica spontanog raspada supstrata. Nakon provedene reakcije, stanice su
centrifugiranjem odvojene od supernatanta koji je KkoriSten za spektrofotometrijsko
odredivanje koncentracije produkta enzimske reakcije, p-nitrofenola. Apsorbancija uzorka pri
410 nm proporcionalna je koncentraciji p-nitrofenola, a specificna aktivnost enzima

izracunata je kao omjer apsorbancije i broja stanica izrazenog pomocu vrijednosti ODggo:
Au1o * 1000

OD600 * treakcije

aktivnost =

Mjerenjem ovisnosti A0 0 vremenu trajanja reakcije potvrdeno je da su sva mjerenja
aktivnosti enzima kisele fosfataze u ovom radu provedena u podrucju inicijalne brzine
enzimske reakcije (89. Dodatak, Slika 31.).

Brojanjem stanica (komorica Thoma, Hirschmann) potvrdeno je da su omjeri broj stanica/
ODgqo priblizno jednaki za stanice svih sojeva usporedivanih unutar jednog eksperimenta te je
isklju¢en moguci utjecaj razli¢ite morfologije stanica na vrijednost ODggo (89. Dodatak,

Tablica 4.).

3.2.8. Indukcija promotora ,,PHO5-variant 33* i mjerenje aktivnosti enzima f-galaktozidaze
u suspenziji stanica kvasca

Stanice su uzgojene preko no¢i na rotacionoj tresilici u tekucoj hranjivoj podlozi YNBP s 20 ¢
L rafinoze do logaritamske faze rasta. Indukcija putem aktivatora Gal4 postignuta je
dodatkom 20 g L™ galaktoze: stanice su razrijedene tako da vrijednost ODggo bude otprilike
0,3/ mL i inkubirane na tresilici u podlozi s 20 g L™ rafinoze i 20 g L™ galaktoze.

Koli¢ina stanica potrebnih za mjerenje aktivnosti p-galaktozidaze odredena je prema
oc¢ekivanoj aktivnosti i Zeljenom vremenu trajanja reakcije (obi¢no 5 — 10 minuta), tako da
koncentracija produkta reakcije bude u podrucju linearnog ocitanja spektrofotometra.
Izracunati volumen stanica je centrifugiran i resuspendiran u 3,5 mL pufera LacZ te je
dobivenoj suspenziji izmjerena vrijednost ODgp. Reakcijska smjesa sadrzavala je 0,8 mL
suspenzije stanica u puferu kojoj je dodano 20 pL kloroforma i 50 pL 1 g L™ otopine
natrijevog dodecilsulfata uz snazno ,vortexiranje“ (budu¢i da je [-galaktozidaza
unutarstani¢ni enzim, ovaj korak je bio potreban radi permeabilizacije stani¢cne membrane) te
0,2 mL otopine supstrata (15 mmol L™ p-nitrofenil p-D-galaktopiranozid otopljen u

deioniziranoj vodi). Reakcija se provodila na 30 °C (suspenzije stanica i otopina supstrata
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predinkubirane su 5 — 10 min na 30 °C), a zaustavljena je dodatkom 0,5 ml 1 mol L™ Na,COs.
U slijepu probu je na 0,8 mL suspenzije stanica u puferu dodano 20 pL kloroforma i 50 pL 1
g L™ otopine natrijevog dodecilsulfata te 0,5 mL 1 mol L™ Na,COs, kako bi se enzim
denaturirao i enzimska reakcija se ne bi odvijala te zatim 0,2 mL otopine supstrata, pri ¢emu
je nastali produkt bio posljedica spontanog raspada supstrata. Nakon provedene reakcije
stanice su centrifugiranjem odvojene od supernatanta koji je koriSten za spektrofotometrijsko
odredivanje koncentracije produkta enzimske reakcije, p-nitrofenola. Apsorbancija uzorka pri
410 nm proporcionalna je koncentraciji p-nitrofenola, a specificna aktivnost enzima

izraCunata je kao omjer apsorbancije i broja stanica izrazenog pomocu vrijednosti ODgop:

Aq10 * 10000
OD600 * 0'8 * treakcije

aktivnost =

Mjerenjem ovisnosti A0 0 vremenu trajanja reakcije potvrdeno je da su sva mjerenja
aktivnosti enzima B-galaktozidaze u ovom radu provedena u podrucju inicijalne brzine
enzimske reakcije (89. Dodatak, Slika 31.).

Brojanjem stanica (komorica Thoma, Hirschmann) potvrdeno je da su omjeri broj stanica /
ODgqo priblizno jednaki za stanice svih sojeva usporedivanih unutar jednog eksperimenta te je
isklju¢en mogu¢i utjecaj razliCite morfologije stanica na vrijednost ODggo (89. Dodatak,

Tablica 4.).

3.2.9. lzolacija jezgri iz kvasca

Stanice kvasca uzgojene su na rotacionoj tresilici u odgovarajucoj tekucoj hranjivoj podlozi,
ovisno o uvjetima pod kojima su izolirane jezgre. Potrebna koli¢ina stanica odredena je prema
broju analiza kromatina za koje su jezgre koriStene: za digestiju jednim restrikcijskim
enzimom potreban je alikvot jezgri izoliran iz 70 OD jedinica stanica kvasca. Suspenzija je
centrifugirana (5 min / 4000 rpm / 4°C), talog je drZan na ledu i ispran s 30 mL hladne vode
(niska temperatura odrzavana je kako bi se zaustavila indukcija / rast stanica, Sto je posebno
bitno u slucaju ispitivanja kinetike indukcije) i prebacen u prethodno izvagane kivete za
centrifugiranje. Suspenzija je ponovno centrifugirana (5 min / 4000 rpm / 4°C), talog je
izvagan, resuspendiran u 2 mL predinkubacijske otopine po gramu i inkubiran na tresilici 30
minuta na 30 °C. Slijedilo je centrifugiranje (5 min / 4000 rpm), ispiranje taloga s 30 mL

sorbitola (1 mol L™) i resuspendiranje u 5 mL otopine za protoplastiranje po gramu taloga.
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Dobivenoj suspenziji izmjerena je vrijednost ODgq (razrijedenje za mjerenje ODggp je 1:100),
dodano je 100 uL otopine zimolijaze po gramu taloga i inkubirano na tresilici na 30 °C 30
minuta. Nakon inkubacije ponovno je mjerena vrijednost ODggo | ako je protoplastiranje bilo
uspjesno vrijednost je bila minimalno 80% niza nego izmjerena prije dodatke zimolijaze
(odnosno 60% ukoliko su jezgre izolirane iz stanica u stacionarnoj fazi rasta). U slucaju da
protoplastiranje nije bilo uspjeSno, dodano je joS enzima i dodatno inkubirano pri ¢emu
ukupno vrijeme inkubacije nije prelazilo 1 sat. Zatim je suspenzija centrifugirana (5 min /
4000 rpm / 4°C), talog je ispran s 30 mL hladnog sorbitola (1 mol L™) i nakon centrifugiranja
resuspendiran u 7 mL hladne otopine fikola po gramu i po potrebi raspodijeljen u vise
alikvota. Talog je cijelo vrijeme drZzn na ledu i centrifugiran na niskoj temperaturi kako ne bi
doslo do pucanja protoplasta. Suspenzija u otopini fikola je centrifugirana (45 min / 13 000
rpm / 4 °C), nakon Cega je talog jezgri naglo zamrznut (15 minuta u mjeSavini suhog leda i

etanola ili u teku¢em dusiku) i ¢uvan na -70 °C.

3.2.10. Analiza remodeliranja strukture kromatina digestijom restrikcijskim enzimima

Za digestiju su odabrani restrikcijski enzimi ¢ija se mjesta cijepanja na ispitivanom promotoru
pod uvjetima represije nalaze unutar nukleosoma koji podlijeze remodeliranju prilikom
indukcije. Dostupnost restrikcijskih mjesta (izrazena kao kolicina DNA pocijepane
restrikcijskim enzimom u odnosu na ukupnu DNA fragmenta promotora) ovisila je o stupnju
remodeliranja nukleosoma i predstavljala je mjeru za stupanj remodeliranja strukture
kromatina promotora.

Alikvot jezgri otopljen je na ledu, ispran s 3 mL pufera SSTEEM, centrifugiran (10 min /
4000 rpm / 4°C) i resuspendiran u 200 pL istog pufera (ako je alikvot jezgri bio namijenjen za
digestiju s viSe restrikcijskih enzima ili viSe koncentracija istog enzima, napravljen je
potreban broj alikvota po 200 pL). Zatim je dodan restrikcijski enzim: koristeno je 1000 U
enzima Tagl te 120 U ostalih enzima (Tablica 3.). Za svaki enzim je provjereno da koriStena
koncentracija nije ograniCavaju¢a za dostupnost restrikcijskog mjesta na DNA, radeéi
digestiju alikvota istih jezgri s dvostruko vecom koncentracijom od uobicajeno koriStene.
Suspenzija je lagano izmijeSana, inkubirana na 37 °C 45 minuta te je zatim enzimska reakcija
zaustavljena dodatkom 19 pL STOP otopine. Dodano je 20 pL otopine proteinaze K i
inkubirano dodatnih 30 minuta na 37 °C. Zatim je dodano 50 pL 5 mol L™ NaClO, i 300 pL

fenola, snazno mijeSano na ,vortex“ uredaju 4 minute, dodano 300 uL otopine izoamilni
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alkohol/ kloroform (IAC) i ponovno snazno mijeSano 10ak sekundi. Suspenzija je
centrifugirana (5 min / 13 000 rpm), pazljivo je izdvojena gornja vodena faza (oko 300 L),
prenijeta u novu Eppendorf epruvetu, dodano je 300 pL otopine IAC i snazno izmijeSano.
Nakon centrifugiranja (5 min / 13 000 rpm) ponovno je izdvojena gornja faza, prenijeta u
novu epruvetu te je dodano 750 pL (2,5 x volumen) hladnog 96%-tnog etanola nakon ¢ega je
DNA taloZena 15 — 30 minuta na -20 °C. Suspenzija je zatim centrifugirana (15 min / 13 000
rpm / 4 °C), talog je ispran hladnim 96%-tnim etanolom, osuSen i otopljen u 100 pL pufera
TE. Dodano je 8 pL otopine RNaze A i sve skupa inkubirano 1 sat na 37 °C. Nakon toga
istaloZena je DNA dodatkom 4 pL 5 mol L™ natrijevog klorida i 280 pL hladnog 96%-tnog
etanola, uz inkubaciju 15 — 30 minuta na -20 °C te centrifugiranje (15 min / 13 000 rpm / 4
°C). Talog je ispran hladnim 70%-tnim etanolom i nakon susenja otopljen u 50 pL pufera TE
I koriSten za sekundarnu digestiju restrikcijskim enzimom. Za sekundarnu digestiju odabrani
Su enzimi ¢ijim cijepanjem se dobije fragment DNA koji sadrzi sekvencu ispitivanog
promotora. Restrikcija je provedena u volumenu od 250 pL (50 pL otopina DNA, 25 pL 10 x
koncentrirani pufer za restrikcijski enzim (prilozen od proizvodaca), 40 U enzima i sterilna
deionizirana voda do ukupnog volumena). Nakon inkubacije 2 sata na temperaturi
preporudenoj za restrikcijski enzim DNA je istaloZzena dodatkom 10 pL 5 mol L™ natrijevog
klorida i 650 pL hladnog 96%-tnog etanola, suspenzija je inkubirana 15 — 30 minuta na -20
°C, centrifugirana (15 min / 13 000 rpm / 4 °C), talog je ispran hladnim 70%-tnim etanolom i
nakon susenja otopljen u 25 pL pufera TE i koriSten za analizu metodom po Southern-u
(,,Southern blot®).

Enzimi koriSteni za analizu strukture kromatina u ovom radu te poloZaji restrikcijskih mjesta

na promotorskim regijama gena prikazani su u Tablici 3 i na Slici 5.

3.2.11. ,,Southern blot*

Elektroforeza se provodila na agaroznom gelu (otopina agaroze 15 g L™ u puferu TAE)
dimenzija 19 x 20 x 1 cm u puferu TAE pri naponu 130 V oko 2 sata. Neposredno prije
zavrsetka elektroforeze odrezan je komad najlonske membrane (Biodyne B, proizvoda¢ Pall
Corporation, SAD) priblizno veli¢ine gela, namakan 10 minuta u vodi i zatim 10 minuta u 20
x koncentriranom puferu SSC (20xSSC), uz lagano protresanje. Nakon elektroforeze, gel je
inkubiran 20 minuta u puferu za denaturaciju, uz lagano mijeSanje. Pripremljen je postav za

blot: u plitku plasti¢énu kadicu uliven je pufer 20xSSC visine 2-3 cm te je stavljen stalak
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uzdignut iznad razine pufera, prekriven s dva komada papira za blot (proizvoda¢ Whatman,
SAD) prethodno namocena u puferu 20xSSC, pri ¢emu su rubovi papira bili uronjeni u pufer.
Na tako pripremljen podlozak stavljen je gel nakon denaturacije i prekriven membranom. Na
membranu su stavljena tri komada papira za blot veli¢ine membrane (dva papira prethodno
namocena u puferu 20xSSC i jedan suhi papir) te komadi stani¢evine, presavijeni na veli¢inu
nesto ve¢u od membrane, do visine otprilike 20 cm. Na vrh je postavljeno blago optereéenje
(obi¢no staklena boca sa 0,5 L tekucine). Prijenos DNA na membranu 0dvijao se preko noéi,
a idu¢i dan je membrana, izmedu dva suha papira za blot, inkubirana u suhom sterilizatoru
dva sata na 80 °C. Zatim je isprana u 3 x koncentriranom puferu SSC u vodenoj kupelji na 68
°C, nakon toga u 3 x SSC + 1 x Denhadrt puferu na istoj temperaturi 2 sata, sve uz protresanje
te potom u 25 mL predhibridizacijskog pufera u hibridizacijskom cilindru u peénici na 68 °C
uz rotiranje (smjer rotacije bio je suprotan smjeru u kojem je savijena membrana), najmanje 1
sat. Slijedila je hibridizacija: fragment DNA obiljeZen radioaktivnim izotopom 2P (,,proba®)
denaturiran je 5 minuta na 95 °C te zatim stavljen na led; u hibridizacijski clindar je nakon
izlijevanja postojeceg dodano novih 5 mL predhibridizacijskog pufera te 30 — 40 pL probe i
inkubirano preko no¢i na 68 °C uz rotiranje cilindra. Zatim je membrana tri puta kratko
isprana u puferu 2 x SSC te 3 puta po 30 minuta u puferu 2 x SSC + 1 x Denhardt u vodenoj
kupelji na 68 °C i umotana u plasti¢nu foliju paze¢i da ne ostanu nabori na strani na kojoj je
DNA. Slijedila je detekcija signala u uredaju Phosphorimager; duzina ekspozicije prilagodena
je jac¢ini signala (kolicna DNA, radioaktivnost probe...), nekoliko sati ili preko noci.
Kvantifikacija koli¢ine DNA pocijepane restrikcijskim enzimom, u odnosu na ukupnu DNA
fragmenta promotora, radena je upotrebom programa Aida Image Analyzer software v.3.52.
Fragmenti DNA obiljeZeni radioaktivnim izotopom 2P koristeni za hibridizaciju (,,probe“)
opisani su u Tablici 3 i na Slici 5. Hibridizaciju membrana provodili su kolege iz Instituta

Adolf Butenandt SveuéiliSta u Minhenu.
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Tablica 3 . Restrikcijski enzimi i DNA ,,probe* koriSteni za analizu strukture kromatina u

ovom radu
Promotor Restrikcijski enzim Restrikcijski enzimi, »Proba‘“ za
koriSten za analizu sekundarna digestija hibridizaciju
PHO5 Clal Haelll Proba D *°
Hhal Clal i Haelll Proba H *
,PHO5-variant33* Clal Pvull i Hindlll 2
PHO8 Hpal Bglll i ECORV 100
PHO84 Hhal HindllII Proba (Hhal)™
Taql Avall i Clal Proba (Taql)™
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A
Clal (-273) Hhal (-91)
Apal (-1309) BamHI (-541) BstEIl (-173)
Proba D roba H
-
sekundarna digesti!a
sekundarna digestija -
B
EcoRV (-873) Bglll (571)
Hpal (-613) Xhol (55) Pvull (371)
Proba »{
__/ @ O{ S
sekundarna digestija -
C
Hindlll (-1452) Avall (-1017) Hhal (-564) Tagql (-360)  Clal (159) Hindlll (618)

Proba (Hhal) Proba (Taqlg

O ) "'\'\; : ;‘;".: PHO84 ORF

sekundarna digestija

sekundarna digestija

=g

Slika 5. Shematski prikaz poloZaja restrikcijskih mjesta i DNA ,,proba“ koriStenih za analizu
strukture kromatina promotora PHO5 (A), PHO8 (B) i PHO84 (C) u ovom radu.
Oznaceni su polozaji nukleosoma (0. Isprekidane linije oznacavaju nukleosome ¢iji
poloZaj nije jasno odreden. Polozaji nukleosoma i DNA proba preuzeti su iz

literaturnih izvora'®*>'%,
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§4. REZULTATI

4.1. Aktivnost kompleksa RSC potrebna je za potpunu indukciju gena
PHO5

Kompleks RSC je jedini kompleks uklju¢en u remodeliranje strukture kromatina u kvascu ¢ija
uloga u remodeliranju kromatina prilikom indukcije promotora PHO5 do sada nije ispitana in
vivo®. Budu¢i da je inaktivacija kataliticke podjedinice kompleksa RSC, proteina Sthi, letalna
za stanice, za ispitivanje uloge ovog kompleksa u remodeliranju strukture kromatina
promotora PHO5 konstruiran je temperaturno osjetljivi mutant sth1' (CY337 sth1': §3.1.3.).
Ovaj soj sadrzi tzv. ,,degronsku® sekvencu vezanu na amino-kraj proteina Sthl zbog koje
dolazi do njegove brze razgradnje na 37 °C, dok je na 24 °C protein stabilan*?. Inkubacija
stanica sth1" 6 - 8 sati na 37 °C dovodi do inaktivacije Sth1", sto je potvrdeno prestankom
rasta, mjerenim pomocu vrijednosti opticke gustoce stanica (ODggo) (Slika 6.). Ovi rezultati su
u skladu s provedenom analizom ,,western blot* koja pokazuje znatno slabiji signal proteina

Sth1' nakon 6 sati inkubacije stanica na 37 °C, u odnosu na inkubaciju na 24 °C*?*.

0,5 A
—o— Wt

d8° sth1t
O 0 T T T T 1
()}
o 0 10 20 30 40

-0,5 -

1 /ﬁ‘(

i‘ T
15 4
razrijedenje

Vrijeme inkubacije na37°C/h

Slika 6. Rast stanica divljeg tipa i mutanta sth1® u podlozi s fosfatom na 37 °C. Nakon 7 sati
inkubacije na 37 °C, stanice sth1" su razrijedenc kako bi se isklju¢io moguéi

prestanak rasta zbog ranije stacionarne faze.

Sanja Musladin Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 40

Stanice divljeg tipa i mutanta sth1, uzgajane u standardnoj hranjivoj podlozi YNB visoke
koncentracije fosfata na 24 °C (dalje u tekstu: podloga s fosfatom) (uvjeti represije PHO
gena), prebacene su u podlogu bez fosfata (uvjeti indukcije) i inkubirane na 24 ili 37 °C.
Ispitivana je kinetika indukcije gena PHOS5 mjerenjem aktivnosti produkta ekspresije, enzima
kisele fosfataze (Slika 7.). Prilikom inkubacije na 37 °C, indukcija gena je znatno niZa u
stanicama mutanta sth1 u odnosu na divlji tip (A), dok na 24 °C nema razlike izmedu stanica
divljeg tipa i mutanta (B), Sto pokazuje da je snizena indukcija na 37 °C posljedica

inaktivacije temperaturno osjetljivog proteina Sth1'.
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Slika 7. Utjecaj inaktivacije proteina Sth1' na kinetiku indukcije gena PHO5 tijekom
inkubacije stanica u podlozi bez fosfata. Aktivnost kisele fosfataze u proizvoljnim
jedinicama definirana je u poglavlju 3.2.7. Prikazana odstupanja od srednjih
vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5 neovisno ponovljenih

eksperimenata.

4.2. Inaktivacija kompleksa RSC dovodi do usporavanja procesa
remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5

Kako bi se utvrdilo da li je niza indukcija gena PHO5 u stanicama sth1' na 37 °C posljedica
nepotpunog remodeliranja strukture kromatina promotora, ispitana je Kkinetika remodeliranja
strukture kromatina metodom digestije kromatina restrikcijskim enzimima. KoriSteni su
restrikcijski enzimi Clal i Hhal; mjesto cijepanja enzima Clal pod uvjetima represije se nalazi

unutar nukleosoma -2, dok se mjesto cijepanja enzima Hhal nalazi unutar nukleosoma -1 koji
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prekriva ,,TATA-box*, te stoga nisu dostupna, a postaju dostupna uklanjanjem nukleosoma
prilikom indukcije promotora (Slika 5., 83.2.11.). Dostupnost ovih mjesta uobicajeno se
koristi kao mjera za razinu remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5%. Kinetika
remodeliranja strukture kromatina promotora PHOS5, prilikom indukcije inkubacijom stanica
u podlozi bez fosfata na 37 °C, znacajno je sporija u stanicama mutanta sth1, ali se nakon
produZene indukcije postiZe jednaka razina otvaranja kromatina kao u stanicama divljeg tipa
(Slika 8.).
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Slika 8. Utjecaj inaktivacije proteina Sth1" na kinetiku remodeliranja strukture kromatina
promotora PHOS5 pod uvjetima indukcije inkubacijom stanica u podlozi bez fosfata
na 37 °C. Razina remodeliranja nukleosoma -2 pracena je digestijom restrikcijskim
enzimom Clal (A), a nukleosoma -1 restrikcijskim enzimom Hhal (B). Prikazana
odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5

neovisno ponovljenih eksperimenata.

Dakle, moze se zakljuditi da je sporija kinetika indukcije gena (Slika 7. A) posljedica sporijeg
remodeliranja strukture kromatina, te stoga sporije aktivacije promotora u stanicama mutanta.
Medutim, znatno niza krajnja razina indukcije u stanicama sth1 na 37 °C u odnosu na stanice
divljeg tipa (Slika 7. A'i B) ne proizlazi iz nepotpunog remodeliranja kromatina ve¢ upucuje
na sudjelovanje kompleksa RSC u nekom od koraka koji slijedi nakon inicijacije transkripcije.
Ovi rezultati (Slike 7. i 8.) pokazuju da kompleks RSC sudjeluje u procesu remodeliranja
strukture kromatina promotora PHOS5 te da je njegova aktivnost bitna za normalnu kinetiku
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procesa, ali nije esencijalno potrebna za otvaranje kromatina nakon produzene indukcije.
Medutim, nedostatak ovog eksperimenta proizlazi iz ¢injenice da inaktivacija proteina Sth1',
koja dovodi do prestanka rasta stanica, nije prethodila indukciji promotora, ve¢ se odvijala
usporedno s indukcijom. Naime, PHO-signalni put aktivira se signalom o nedostatku fosfata
za koji je neophodan odredeni rast stanica u podlozi bez fosfata, odnosno troSenje

unutarstani¢nih rezervi polifosfatalz‘r’.

Prilikom usporedne inaktivacije Sth1 i indukcije
promotora, u pocetnim satima inkubacije u podlozi bez fosfata rast stanica mutanta sth1'
divljeg tipa bio je podjednak (Slika 9.), §to upucuje na jednaku jacinu indukcije, ali i ukazuje
na znacajnu koncentraciju aktivnog kompleksa RSC. Stoga se ne moze iskljuciti mogucnost
da je koncentracija aktivnog kompleksa u prvim satima indukcije bila dovoljna za pokretanje
procesa remodeliranja strukture kromatina te da bi opazeni u¢inak na remodeliranje kromatina

ltd

promotora PHOS bio jaci kada bi potpuna inaktivacija proteina Sth1™ prethodila indukciji.

—— wt
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Slika 9. Rast stanica divljeg tipa i mutanta sth1® tijekom inkubacije u podlozi bez fosfata na
37 °C. Prikazana odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu

devijaciju rezultata 3-5 neovisno ponovljenih eksperimenata.

Unatoc tome $to je rast stanica divljeg tipa i sth1 u pocetnim satima inkubacije u podlozi bez
fosfata na 37 °C podjednak, stanice mutanta prestaju rasti nakon priblizno dvije generacije
zbog inaktivacije Sth1, dok stanice divljeg tipa prestaju rasti nakon nesto vise od tri
generacije uslijed iscrpljivanja zaliha polifosfata. Stoga je bilo potrebno provijeriti da li je niza
razina aktivacije promotora PHO5 u stanicama sth1™ dijelom posljedica slabije indukcije
uzrokovane nedovoljnim troenjem zaliha polifosfata. Stanice divljeg tipa i mutanta sth1',
uzgojene na 24 °C u podlozi s fosfatom inkubirane su 13 sati u podlozi bez fosfata na 37 °C
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nakon Cega su podijeljene u dva alikvota; jedan je ostavljen na istoj temperaturi, a drugi
prebacen na 24 °C &ime je zaustavljena inaktivacija Sth1" te su inkubirani dodatna 24 sata.

Tijekom eksperimenta pracena je aktivacija promotora i rast stanica (Slika 10.).
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Slika 10. Prebacivanjem stanica sth1, inkubiranih u podlozi bez fosfata, sa 37 °C na 24 °C
postiZe se jednaka razina aktivacije promotora PHO5 kao u stanicama divljeg tipa
(A), bez daljnjeg rasta (B). Aktivnost kisele fosfataze u proizvoljnim jedinicama

definirana je u poglavlju 3.2.7.

Nakon 13 sati indukcije na 37 °C aktivacija promotora u stanicama sth1" bila je znacajno niza

nego u stanicama divljeg tipa (Slika 10. A), kao $to je ve¢ pokazano u prethodnom
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eksperimentu (Slika 7.). Rast stanica mutanta je zaustavljen tijekom 13 sati inkubacije u
podlozi bez fosfata na 37 °C te nije doSlo do daljnjeg rasta nakon prebacivanja na 24 °C
(Slika 10. B); preostala koncentracija fosfata ocigledno nije bila dovoljna za pokretanje rasta

1. Dakle, troenje zaliha polifosfata rastom stanica

stanica unato¢ prestanku inaktivacije Sth
u podlozi bez fosfata bilo je jednako u stanicama sth1" inkubiranima na 37 °C i prebadenima
na 24 °C iz ¢ega se moze pretpostaviti jednaka jacina indukcije u ovim stanicama. Medutim,
prebacivanjem stanica sth1' na 24 °C doslo je do snaZne aktivacije promotora te je postignuta
jednaka razina aktivacije kao kod stanica divljeg tipa.

Ovi rezultati jasno pokazuju da niza razina aktivacije promotora PHO5 kod mutanta sth1™ na
37 °C nije posljedica nedovoljnog signala indukcije u tim stanicama, ve¢ je izravan rezultat
inaktivacije Sth1". Takoder, ovim eksperimentom je pokazano da prestanak rasta stanica
uslijed inaktivacije Sth1", tijekom 13 sati inkubacije na 37 °C, nije doveo do znacajnog
porasta broja mrtvih stanica; prebacivanjem stanica na 24 °C i posljedi¢nim prestankom
inaktivacije Sth1™ postignuta je jednaka razina aktivacije promotora kao u stanicama divljeg

tipa, bez daljnjeg rasta.

4.3. Niza razina indukcije gena PHO5 u stanicama sth1 nije posljedica
zaustavljanja stani¢nog ciklusa

Inaktivacija Sth1" dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u fazi G2/M>**". Stoga je bilo
potrebno iskljuciti moguénost da je niza razina indukcije gena PHOS u stanicama sth1'¥ na 37
°C neizravna posljedica zaustavljanja stani¢nog ciklusa te su u tu svrhu koriStene stanice koje
sadrze alel Pga1::CDC20. U ovakvom konstruktu esencijalan gen CDC20, koji kodira za
aktivator kompleksa ,,Anaphase-promoting complex / cyclosome* (APC/C), neophodnog za
prelazak iz metafaze u anafazu tijekom mitoze, nalazi se pod regulacijom promotora gena
GAL1. Dodatkom glukoze u medij za uzgoj stanica dolazi do represije transkripcije gena
CDC20 i zaustavljanja stani¢nog ciklusa u mitozi'?®.

Pokazano je da se koncentracija unutarstani¢nih rezervi polifosfata, ¢ija razgradnja pod
uvjetima nedostatka anorganskog fosfata u podlozi pokrece signal za indukciju gena PHOS5,
mijenja tijekom stani¢nog ciklusa te je najniza u mitozi'®. 1z tog razloga u stanicama kojima
je represijom gena CDC20 zaustavljen rast u mitozi, za indukciju gena PHO5 u podlozi bez

fosfata nije nuZan rast, odnosno daljnje trosenje rezervi polifosfata’?®. Stoga je konstruiran soj
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Peact::CDC20 sth1™ (83.1.3.) kako bi se ispitalo da li ¢e i u stanicama kojima je prethodno
zaustavljen rast u mitozi inaktivacija Sth1" imati negativan u¢inak na indukciju gena PHO5.

Stanice Pga1::CDC20 STH1 i Pgai1::CDC20 sth1®, uzgojene na 24 °C u podlozi s fosfatom
koja je kao izvor ugljika sadrzavala rafinozu i galaktozu, prebac¢ne su u podlogu s glukozom i
inkubirane 3 sata pri ¢emu dolazi do represije transkripcije gena CDC20, te posljedi¢no
prestanka rasta stanica (89. Dodatak, Slika 32.). Suspenzije stanica su zatim podijeljene u dva
alikvota; jedan je dalje inkubiran u istoj podlozi, dok je drugi preba¢en u podlogu s glukozom
bez fosfata Sto dovodi do indukcije gena PHOS. Alikvoti su inkubirani 5 sati na 37 °C kako bi
doslo do inaktivacije Sth1 (Slika 11.) . Nakon 5 sati inkubacije na 37°C u podlozi bez fosfata
postignuta je potpuna indukcija gena PHO5 u stanicama Pgai1::CDC20 STH1, dok je
inaktivacija Sth1" u soju Pgai1::CDC20 sth1 i pod ovim uvjetima dovela do znatno nize
razine indukcije. Ovim rezultatima isklju¢ena je moguénost da je uoceni negativan ucinak
inaktivacije Sth1" na indukciju gena PHO5 (Slika 7. A) neizravna posljedica zaustavljanja

stani¢nog ciklusa u stanicama sth1'.
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Slika 11. Indukcija gena PHO5 u podlozi bez fosfata na 37°C u stanicama STH1 i sth1"
nakon zaustavljanja rasta represijom transkripcije gena CDC20. Aktivnost kisele
fosfataze u proizvoljnim jedinicama definirana je u poglavlju 3.2.7. Prikazana
odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5

neovisno ponovljenih eksperimenata.
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4.4. Kompleks RSC izravno sudjeluje u procesu remodeliranja strukture
kromatina promotora PHOS te je ucinak inaktivacije pojacan kod
uvjeta slabije indukcije

Kako bi se potvrdilo da kompleks RSC izravno sudjeluje u procesu remodeliranja strukture

kromatina promotora PHO5, odnosno da inaktivacija Sth1™ nema negativan u¢inak na neku

od komponenata PHO-signalnog puta i time neizravno utjee na razinu aktivacije promotora,
koriSteni su alternativni mehanizmi indukcije putem inducibilne inaktivacije negativnih
regulatora transkripcije, proteina Pho80 i Pho85°"*% koiji tvore kompleks ciklina i ciklin
ovisne kinaze. Inaktivacijom ovih proteina isklju¢uje se PHO-signalni put zbog ¢ega do
indukcije promotora dolazi pod inace represivnim uvjetima, u podlozi visoke koncentracije
fosfata te je prethodno pokazano da je ovakva indukcija, za razliku od fizioloSke, moguca i u

odsustvu replikacije stanica®.

4.4.1. Inaktivacija Sth1" dovodi do nepotpunog remodeliranja strukture kromatina te

sprjecava aktivaciju promotora PHOS pod uvjetima indukcije inaktivacijom ciklina
Pho80"®

Za inducibilnu inaktivaciju proteina Pho80 koriStene su stanice temperaturno osjetljivog
mutanta pho80® (YS44; §3.1.3.). Inkubacijom ovih stanica na 37 °C dolazi do inaktivacije
Pho80" te posljedi¢no indukcije promotora PHOS5 u podlozi visoke koncentracije fosfata.
Konstruiran je soj sth1' pho80® (YS44 sth1"; §3.1.3.) i ispitana je kinetika remodeliranja
strukture kromatina promotora PHO5 prilikom indukcije inkubacijom stanica na 37 °C.
Stanice oba soja, STH1 pho80® i sth1" pho80®, uzgojene na 24 °C u podlozi s fosfatom do
logaritamske faze rasta, prije indukcije su inkubirane 1 sat u podlozi bez histidina kako bi se
zaustavio rast u fazi G1 stani¢nog ciklusa (89. Dodatak, Slika 33.). Time je isklju¢ena razlika
u rastu stanica, do koje bi doslo zbog prestanka rasta stanica sth1" pho80® uslijed inaktivacije
Sth1" na 37 °C i posljedicno moguéi neizravan utjecaj na indukciju promotora. Nakon dva
sata indukcije u stanicama STH1 pho80® postignuto je potpuno otvaranje kromatina
promotora, dok je kod stanica sth1® pho80®, ¢ak i nakon produzene indukcije, stupan
remodeliranja bio znacajno nizi (Slika 12. A). Ovim eksperimentom je pokazano da je
aktivnost kompleksa RSC izravno ukljuena u proces remodeliranja strukture kromatina
promotora, odnosno da pokazana niza razina remodeliranja kromatina nije posljedica
negativnog ucinka inaktivacije kompleksa na PHO-signalni put. Jednak rezultat dobiven je i

sa stanicama koje prije indukcije nisu inkubirane u podlozi bez histidina (Slika 12. B) ¢ime je
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potvrdeno da je indukcija promotora inaktivacijom proteina Pho80 neovisna o replikaciji

stanica, kao $to je pokazano prijasnjim istraZivanjima®'.
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Slika 12. Utjecaj inaktivacije proteina Sth1" na kinetiku remodeliranja strukture kromatina
promotora PHO5 pod uvjetima indukcije inaktivacijom Pho80". Stanice su prije
indukcije inkubirane 1 sat u polozi bez histidina kako bi se zaustavila replikacija
(A), ili su uzgajane u podlozi sa svim aminokiselinama neophodnima za rast (B).
Prikazana odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju

rezultata 3-5 neovisno ponovljenih eksperimenata.

Poznato je da je indukcija promotora PHOS5 putem inaktivacije ciklina Pho80 slabija od
fizioloSke (89. Dodatak, Tablica 5.) te je prijaSnjim istrazivanjima pokazano da je potreba za
kofaktorima uklju¢enima u remodeliranje strukture kromatina jace izrazena kod uvjeta slabije

68106108109 "£t5 bi moglo biti obja$njenje za jati negativan ucinak inaktivacije Sth1"

indukcije
pod ovim uvjetima u odnosu na uc¢inak opazen kod jake indukcije u podlozi bez fosfata (Slika
8. A). Kako bi potvrdili ovu pretpostavku, stanice STH1 pho80® i sth1® pho80", uzgojene na
24 °C u podlozi s fosfatom, podijeljene su u dva alikvota te dalje inkubirane na 37 °C u istoj
podlozi ili u podlozi bez fosfata. Ispitana je kinetika aktivacije promotora PHO5 (Slika 13.).
Kao §to je o¢ekivano, u stanicama STH1 pho80® inkubiranima u podlozi s fosfatom aktivacija
promotora je znacajno niza nego kod jace indukcije u podlozi bez fosfata, dok kod stanica
sth1® pho80® uopée nije doslo do aktivacije promotora pod uvjetima indukeije u podlozi s

fosfatom. U podlozi bez fosfata aktivacija u stanicama sth1® pho80® je znacajna, iako slabija
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nego u stanicama STH1 pho80%, §to je u skladu s veé pokazanim rezultatima udinka

inaktivacije Sth1" pod uvjetima fiziologke indukcije u podlozi bez fosfata (Slika 7.).
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Slika 13. Uginak inaktivacije proteina Sth1" na kinetiku aktivacije promotora PHO5 pojacan
je pod uvjetima indukcije inaktivacijom Pho80" u podlozi s fosfatom. Kinetika
aktivacije promotora PHO5 pracena je tijekom inkubacije stanica u podlozi s
fosfatom (+Pi) ili bez fosfata (-Pi) na 37 °C. Aktivnost kisele fosfataze u
proizvoljnim jedinicama definirana je u poglavlju 3.2.7. Prikazana odstupanja od
srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5 neovisno

ponovljenih eksperimenata.

Dakle, ovaj eksperiment je pokazao da je i u slucaju inaktivacije kompleksa RSC negativan
ucinak na proces remodeliranja strukture kromatina jace izrazen kod uvjeta slabije indukcije,
kao $to je prethodno nadeno za komplekse SWI/SNF 1 INOg(®108:109,

Budu¢i da se i kod ovih uvjeta proces inaktivacije proteina Sth1' odvijao usporedno s
indukcijom na 37 °C, moguce je da bi uoceni negativan ucéinak bio jac¢i da je potpuna
inaktivacija Sth1 postignuta prije indukcije.

4.4.2. Inaktivacija Sth1 sprjecava remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5
pod uvjetima indukcije inhibicijom ciklin ovisne kinaze Pho85"%¢

Kako bi mogli ispitati kKinetiku indukcije promotora u stanicama u kojima je kompleks RSC
prethodno inaktiviran, konstruirani su sojevi pho8572¢ i pho8572%¢ sth1 (YS30 pho8573%° i
YS30 pho8578% sth1'; §3.1.3.). U ovim stanicama dolazi do inhibicije kinaze Pho857*¢
dodatkom 4-amino-1-tertbutil-3-(1'-naftil)-pirazolo-[3,4-d]-pirimidina (1-NaPP1), ¢ime se

Sanja Musladin Doktorska disertacija



§ 4. Rezultati 49

postize indukcija promotora PHO5 pod inafe represivnim uvjetima visoke koncentracije
fosfata. Stoga je moguce inaktivirati Sth1" inkubacijom stanica na 37 °C te zatim pokrenuti
indukciju promotora dodatkom 1-NaPP1.

Stanice STH1 pho8572¢ i sth1" pho8572°, uzgojene na 24° C, inkubirane su 5,5 sati na 37
°C pri ¢emu je doslo do inaktivacije proteina Sth1®, potvrdene prestankom rasta mutanta
sth1" phoSSFsZG. Kako bi iskljucili moguéi utjecaj razli¢itog rasta na indukciju promotora,
rast stanica STH1 pho857%2° takoder je zaustavljen inkubacijom 1 sat u podlozi bez uracila
(89. Dodatak, Slika 34.) te je zatim pokrenuta indukcija promotora dodatkom 1-NaPP1 (Slika

5FSZG

14.). Nakon dva sata indukcije u stanicama STH1 pho8 postignuto je potpuno otvaranje

578G &ak i nakon produzene indukcije, kromatin

kromatina, dok je kod stanica sth1® pho8
ostao gotovo potpuno zatvoren.

Dakle, pod ovakvim uvjetima slabije indukcije (89. Dodatak, Tablica 5.) aktivnost kompleksa
RSC je neophodna za remodeliranje strukture kromatina promotora PHOS5. lako je stanicama
STHA1 zaustavljen rast u u fazi G1 stani¢nog ciklusa, a stanicama sth1" u G2/M, s obzirom na

rezultate prikazane na Slici 11. nije vjerojatno da je uoceni ucinak inaktivacije Sth1"

neizravna posljedica prestanka rasta stanica u fazi G2/M.

80 -
B STH1 pho85F826

sth1td pho85F826
60 - P

40 -
20 - I
0 'J T T T
0 1,5 2 3

)5

Dostupnost restrikcijskog
mjesta Clal / %

Vrijeme indukcijena37 °C/h

Slika 14. Utjecaj inaktivacije proteina Sth1" na kinetiku remodeliranja strukture kromatina
promotora PHO5 pod uvjetima indukcije inaktivacijom Pho857%°. Prikazana
odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5

neovisno ponovljenih eksperimenata.
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4.5. Remodeliranje strukture kromatina inacice promotora PHO5
aktivirane putem aktivatora Gal4 takoder je sporije u odsustvu
kompleksa RSC

Prethodna istraZivanja su pokazala da inacica promotora PHO5, kod koje su oba mjesta za
vezanje aktivatora Pho4 zamijenjena mjestima za aktivator Gal4 (,,PHO5-variant 33*), ima
jednaku strukturu kromatina pod uvjetima represije te jednaku promjenu strukture kromatina
prilikom indukcije kao nativni promotor®. Takoder, ovaj promotor pokazuje istovjetnu
potrebu za kofaktorima uklju¢enima u remodeliranje strukture kromatina®®. Indukcija inacice
promotora putem GAL-signalnog puta je jaca od fizioloske indukcije promotora PHO5 te ne
ovisi o rastu stanica, tako da je moguce ispitivati aktivaciju ovog promotora i nakon prethodne
inaktivacije kompleksa RSC, koja dovodi do prestanka rasta.

Stanice divljeg tipa i mutanta sth1 transformirane su plazmidom PPphosvaz-lacZ, koji sadrzi

gen lacZ pod regulacijom promotora ,,PHO5-variant 33“, uzgojene na 24 °C u podlozi s

rafinozom te zatim inkubirane dodatnih 6 sati u istoj podlozi na 37 °C pri ¢emu je doslo do

inaktivacije Sth1', potvrdene prestankom rasta stanica mutanta sth1". Indukcija promotora je
zatim pokrenuta dodatkom galaktoze te je pracena kinetika aktivacije promotora mjerenjem
aktivnosti enzima [B-galaktozidaze, produkta ekspresije gena lacZ i kinetika remodeliranja
strukture kromatina. U stanicama mutanta sth1" razina aktivacije promotora je znadajno niza

(Slika 15. A). Takoder, kinetika remodeliranja strukture kromatina znaéajno je sporija u

odnosu na divlji tip, ali se nakon produzene indukcije postize priblizno jednaka razina

otvaranja kromatina (Slika 15. B). Dakle, jednako kao kod nativhog promotora, inaktivacija

Sth1' dovodi do usporavanja procesa remodeliranja strukture kromatina inacice promotora

PHOS te takoder ima negativan ucinak na neki od koraka procesa transkripcije koji slijedi

nakon remodeliranja kromatina.
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Slika 15. Utjecaj inaktivacije proteina Sth1' na kinetiku aktivacije (A) i remodeliranja
strukture kromatina (B) inacice promotora PHO5 (,,PHO5-variant33*). Aktivnost
B-galaktozidaze u proizvoljnim jedinicama definirana je u poglavlju 3.2.8.
Prikazana odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju

rezultata 3-5 neovisno ponovljenih eksperimenata.

Da bi se potvrdilo da negativan u¢inak inaktivacije proteina Sth1 na proces remodeliranja
strukture kromatina inacice promotora PHO5 nije neizravno uzrokovan prestankom rasta
stanica sth1', odnosno da indukcija ovog promotora ne ovisi o rastu stanica, proveden je
kontrolni eksperiment (Slika 16.). Stanice divljeg tipa i sth1" uzgojene na 24 °C u podlozi s
rafinozom inkubirane su 5 sati na 37 °C i zatim dodatnih sat vremena u istoj podlozi sa ili bez
histidina, pri ¢emu je u podlozi bez histidina doslo do prestanka rasta stanica divljeg tipa, dok
su stanice sth1' prestale rasti zbog inaktivacije Sth1 na 37 °C (§9. Dodatak, Slika 35.).
Indukcija promotora je zatim pokrenuta dodatkom galaktoze. Razina remodeliranja strukture
kromatina nakon 2 sata indukcije bila je jednaka u stanicama divljeg tipa neovisno o
replikaciji. Takoder, inkubacija u podlozi bez histidina ne utje¢e na remodeliranje kromatina u
stanicama mutanata sth1". Dakle, moze se zakljuciti da zaustavljanje rasta stanica prije ili

tijekom indukcije ne utjece na proces remodeliranja kromatina inacice promotora PHOS.
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Slika 16. Utjecaj replikacije stanica na remodeliranje strukture kromatina prilikom indukcije
ina¢ice promotora PHO5 (,,PHO5-variant 33*). Prikazana odstupanja od srednjih
vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5 neovisno ponovljenih
eksperimenata.

1Y na

Rezultatima ovih eksperimenata dodatno je potvrdeno da ucinak inaktivacije Sth
remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5 nije vezan uz PHO-signalni put i nije
posljedica slabijeg rasta stanica sth1®, buduéi da je jednak rezultat kao za nativni promotor
dobiven za inaCicu promotora aktiviranu putem GAL-signalnog puta, kod koje indukcija ne
ovisi o rastu stanica. Takoder, pokazano je da potreba za aktivnosti kompleksa RSC u
remodeliranju strukture kromatina promotora PHO5 nije odredena specifi¢nim aktivatorom

transkripcije Pho4.

4.6. Za remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5 esencijalno je
potrebna aktivnost jednog od kompleksa, RSC ili SWI/SNF

Prijasnja istraZzivanja pokazala su da kompleks SWI/SNF sudjeluje u remodeliranju strukture
kromatina promotora PHOS te da je u njegovom odsustvu kinetika remodeliranja znatno
usporena, ali nakon produZene indukcije postiZe se potpuno otvaranje kromatina®, sli¢no kao
Sto je u ovom radu pokazano za kompleks RSC (Slika 8.). Postavlja se pitanje da li je
aktivnost kompleksa RSC odgovorna za otvaranje kromatina promotora u odsustvu
kompleksa SWI/SNF i obrnuto, odnosno, da li bi inaktivacija oba kompleksa sprijecila
remodeliranje strukture kromatina.

Konstruiran je dvostruki mutant snf2 sth1 (CY407 sth1"; §3.1.3.) te je ispitana je kinetika

aktivacije promotora i kinetika remodeliranja strukture kromatina pod uvjetima indukcije
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inkubacijom stanica u podlozi bez fosfata. Stanice divljeg tipa i mutanata sth1', snf2 i snf2
sth1, uzgajane u podlozi s fosfatom na 24 °C prebacene su u podlogu bez fosfata te
inkubirane na 37 °C radi usporedne indukcije promotora i inaktivacije Sth1". U prvih 6 sati
indukcije, aktivacija promotora u stanicama dvostrukog mutanta snf2 sth1' je gotovo
zanemariva, dok je kod jednostrukih mutanata aktivacija znacajna, ali slabija nego u divljem
tipu (Slika 17. A), kao §to je ve¢ pokazano za stanice sth1 (Slika 7.) i prethodno objavljeno
za snf2°. Za razliku od stanica jednostrukih mutanata, kod dvostrukog mutanta ¢ak niti nakon
produzene indukcije gotovo uopée nije doslo do otvaranja kromatina u odnosu na razinu

postignutu pod uvjetima represije (Slika 17. B).

>

400 -

—o— wt

—e— sth1d
—a&— snf2
—%— snf2 sth1d

Aktivnost kisele fosfataze /
proizvoljne jedinice

0 5 10 15 20
Vrijeme indukcije na37 °C/h

w

80 ~

Dostupnost restrikcijskog
mjesta Clal / %

I m wt

60 - sth1td

I W snf2
40 A

O snf2 sth1d

20 - I
O = T T

6 14

0
Vrijeme indukcije na37 °C/h

Slika 17. Utjecaj zajednicke inaktivacije proteina Sth1" i Snf2 na kinetiku aktivacije (A) i
remodeliranja strukture kromatina (B) promotora PHO5 pod uvjetima indukcije
inkubacijom stanica u podlozi bez fosfata na 37 °C. Aktivnost kisele fosfataze u
proizvoljnim jedinicama definirana je u poglavlju 3.2.7. Prikazana odstupanja od
srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5 neovisno

ponovljenih eksperimenata.
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Ovi rezultati pokazuju da proces remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5 pod
uvjetima indukcije inkubacijom stanica u podlozi bez fosfata na 37 °C zahtjeva ili aktivnost
kompleksa RSC ili SWI/SNF.

Za razliku od ovog istraZivanja provedenog sa stanicama snf2 sth1 u prijasnjim
istrazivanjima provedenima s nekoliko dvostrukih i trostrukih mutanata u genima Koji
kodiraju za kofaktore ukljuc¢ene u remodeliranje kromatina pokazana je sporija, ali potpuna
aktivacija promotora PHO5®. Medutim, ta su ispitivanja provedena na fizioloskoj temperaturi
(30 °C). Kako bi provjerili da li je rezultat dobiven sa stanicama snf2 sth1" posljedica
poviSene temperature, ispitana je aktivacija promotora u mutantima snf2 ino80 i snf2 asfl na
37 °C (Slika 18.). Stanice divljeg tipa i mutanata snf2, snf2 ino80, snf2 asfl i snf2 sth1',
uzgajane u podlozi s fosfatom na 24 °C prebacene su u podlogu bez fosfata i inkubirane preko
noé¢i na 37 °C. Kod svih stanica, osim snf2 sth1"® postignuta je znagajna aktivacija promotora,
no nesto niZa nego $to je prethodno nadeno kod inkubacije stanica na 30 °C°. Dakle, indukcija
na 37 °C dovodi do nesto slabije aktivacije promotora, ali izostanak aktivacije promotora u

stanicama snf2 sth1" nije iskljucivo posljedica inkubacije na povisenoj temperaturi.
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Slika 18. Aktivacija promotora PHO5 u podlozi bez fosfata na 37 °C u stanicama divljeg tipa
i mutanata snf2, snf2 asf1, snf2 ino80 te snf2 sth1". Aktivnost kisele fosfataze u

proizvoljnim jedinicama definirana je u poglavlju 3.2.7.

U usporedbi s ostalim mutantima, rast stanica snf2 sth1" tijekom indukcije na 37 °C je sporiji
te stanice prestaju rasti nakon nesto manje od dvije generacije zbog inaktivacije Sth1". Stoga
je bilo potrebno provijeriti da li je izostanak aktivacije promotora PHO5 posljedica nize razine

indukcije u ovim stanicama, zbog nedovoljnog troSenja zaliha polifosfata te je proveden
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kontrolni eksperiment jednak eksperimentu prikazanom na Slici 10. U stanicama snf2 sth1™

koje su nakon 13 sati inkubacije u podlozi bez fosfata na 37 °C prebacene na 24 °C radi

prestanka

inaktivacije Sth1', je bez daljnjeg rasta (Slika 19. B), odnosno bez daljnjeg troenja

polifosfata i pojacavanja signala indukcije, postignuta jednaka aktivacija promotora PHOS5

kao u stanicama snf2 (Slika 19. A). Dakle, izostanak aktivacije promotora u stanicama

dvostrukog mutanta na 37 °C ne proizlazi iz niZe razine indukcije, ve¢ je izravna posljedica

inaktivacije Sth1".
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Prebacivanjem stanica snf2 sth1, inkubiranih u podlozi bez fosfata, sa 37 °C na 24
°C postiZe se jednaka razina aktivacije promotora PHO5 kao u stanicama snf2 (A),
bez daljnjeg rasta (B). Aktivnost kisele fosfataze u proizvoljnim jedinicama

definirana je u poglavlju 3.2.7.
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U stanicama mutanta snf2 sth1™ ispitano je i remodeliranje strukture kromatina inacice
promotora PHOS5, koja se aktivira GAL signalnim putem pomocu aktivatora Gal4 (,,PHO5-
variant 33“). Koristenjem ovog promotora bilo je moguée ispitati ucinak zajednicke
inaktivacije kompleksa RSC i SWI/SNF pod uvjetima jake indukcije koja ne ovisi o0 rastu
stanica. Stanice divljeg tipa i mutanata sth1, snf2 i snf2 sth1, transformirane plazmidom
PPpnosvas-lacZ, uzgojene su na 24 °C do logaritamske faze rasta u podlozi s rafinozom te zatim
inkubirane 6 sati na 37 °C pri ¢emu je doslo do inaktivacije Sth1', potvrdene prestankom
rasta mutanata sth1 i snf2 sth1". Stanice su zatim inkubirane dodatnih 9 sati u istoj podlozi
ili 8 — 15 sati u podlozi s galaktozom. Nakon 8 - 15 sati indukcije u stanicama dvostrukog
mutanta snf2 sth1" nije doslo do znatnog otvaranja kromatina u odnosu na razinu postignutu
pod uvjetima represije, za razliku od jednostrukih mutanata snf2 i sth1", kod kojih je stupanj

remodeliranja bio jednak kao u divljem tipu (Slika 20.).
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Slika 20. Utjecaj zajednicke inaktivacije proteina Sth1 i Snf2 na remodeliranje strukture
kromatina inac¢ice promotora PHOS5 (,,PHO5-variant 33"). Prikazana odstupanja od
srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5 neovisno

ponovljenih eksperimenata.

Ovi rezultati u skladu su s rezultatima dobivenima za nativni promotor PHOS5, ¢ime je
pokazano da ucinak zajedni¢ke inaktivacije kompleksa RSC i SWI/SNF nije vezan uz
indukciju putem PHO-signalnog puta te aktivatora Pho4. Osim toga, dodatno je potvrdeno da
uc¢inak opazen za nativni promotor nije posljedica slabije indukcije uslijed slabijeg rasta
stanica snf2 sth1", buduéi da je isti rezultat dobiven za inacicu promotora kod koje indukcija

ne ovisi o rastu stanica (Slika 16.).
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Takoder, koriSten je eksperiment analogan eksperimentu prikazanom na Slici 19. kako bi se
potvrdilo da je u stanicama snf2 sth1' izostanak aktivacije inagice promotora PHO5 i

prestanak rasta stanica na 37 °C izravna posljedica inaktivacije Sth1" (Slika 21.).
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Slika 21. Prebacivanjem stanica snf2 sth1" inkubiranih u podlozi s galaktozom sa 37 °C na 24
°C postize se jednak rast (A) i jednaka aktivacija inacice promotora PHOS5
(,PHO5-variant 33“) (B) kao u stanicama snf2. Aktivnost PB-galaktozidaze u

proizvoljnim jedinicama definirana je u poglavlju 3.2.8.

Stanice uzgojene na 24 °C do logaritamske faze rasta u podlozi s rafinozom predinkubirane su
6 sati na 37 °C u istoj podlozi, nakon ¢ega je dodana galaktoza. Nakon 4,5 sati indukcije

stanice su podijeljene u dva alikvota: jedan je ostavljen na istoj temperaturi, a drugi prebacen
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na 24 °C radi prestanka inaktivacije Sth1 i inkubirani su dodatna 24 sata. Stanice dvostrukog
mutanta snf2 sth1', koje su prestale rasti tijekom 6 sati predinkubacije na 37 °C zbog
inaktivacije Sth1', nakon prebacivanja na 24 °C su postigle jednaku razinu rasta (Slika 21. A)
I aktivacije promotora (Slika 21. B) kao stanice snf2. Dakle, prestanak rasta stanica
dvostrukog mutanta, kao i niska razina aktivacije promotora na 37 °C izravno i isklju¢ivo

proizlaze iz inaktivacije proteina Sth1®.

4.7. Aktivnost kompleksa RSC neophodna je za remodeliranje strukture
kromatina promotora PHO5 u odsustvu kompleksa ISW1 i CHD1

PrijaSnjim istrazivanjima utvrdeno je da pojedina¢na inaktivacija Katalitickih podjedinica
kompleksa ISW1 i CHD1 ne utje¢e znacajno na indukciju promotora PHO5%%. Medutim, u
stanicama dvostrukog mutanta iswl chdl fizioloSka indukcija gena PHOS5, pri inkubaciji
stanica u podlozi bez fosfata, bila je usporena u odnosu na divlji tip, dok je pod uvjetima
slabije indukcije, inaktivacijom negativnog regulatora transkripcije Pho80, pokazan izostanak
aktivacije transkripcije u ovom soju’.

Kako bi utvrdili da li je prethodno nadena sporija indukcija gena PHOS kod istovremene
inaktivacije proteina Iswl i Chdl posljedica sporijeg procesa remodeliranja strukture
kromatina, u ovom radu je usporedno ispitivana Kkinetika indukcije gena i Kinetika
remodeliranja strukture kromatina promotora u stanicama soja iswl chdl (YTT223; §3.1.3.)
prilikom inkubacije u podlozi bez fosfata na 37 °C. Kinetika indukcije znacajno je sporija u
ovim stanicama u odnosu na divlji tip, kao §to je ve¢ objavljeno’, ali nakon produZene
indukcije aktivnost kisele fosfataze dostize jednaku vrijednost kao u divljem tipu (Slika 22.
A). Kinetika remodeliranja strukture kromatina promotora u stanicama dvostrukog mutanta u
skladu je s kinetikom indukcije gena; usporena je, no nakon 15 sati inkubacije u podlozi bez
fosfata postiZze se jednaka razina otvaranja kromatina kao u divljem tipu (Slika 22. B). Dakle,
sporija indukcija gena posljedica je usporenog procesa remodeliranja strukture kromatina,
odnosno sporije aktivacije promotora PHO5.

Buduc¢i da je rezultatima do sada pokazanima u ovom radu utvrdeno sudjelovanje kompleksa
RSC u procesu remodeliranja strukture kromatina promotora PHOS5, bilo je interesantno
ispitati da li je aktivnost kompleksa RSC neophodna za otvaranje kromatina promotora u
odsustvu proteina Iswl i Chdl i obrnuto, odnosno da li ¢e zajednicka inaktivacija sva tri

kompleksa sprijeciti remodeliranje kromatina. Konstruiran je soj iswl chdl sth1 (YTT223
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sth1'; §3.1.3.). Inaktivacija Sth1", usporedna s indukcijom u podlozi bez fosfata, u stanicama

0vog soja

dovodi do znatno niZe aktivacije promotora (Slika 22. A) te sprjeava remodeliranje

strukture kromatina (Slika 22. B).
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Utjecaj zajednicke inaktivacije proteina Sth1", Iswl i Chdl na aktivaciju (A) i
remodeliranje strukture kromatina (B) promotora PHO5. Aktivnost kisele fosfataze
u proizvoljnim jedinicama definirana je u poglavlju 3.2.7. Prikazana odstupanja od
srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5 neovisno

ponovljenih eksperimenata.

Dakle, proces remodeliranja strukture kromatina promotora PHOS5 zahtjeva ili aktivnost
kompleksa RSC ili ISW1 i CHD1, odnosno, u odsustvu proteina Iswl i Chdl kompleks RSC

ima esencijalnu ulogu u indukciji promotora i obrnuto.
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Budu¢i da je rast stanica iswl chdl sth1 u prvih 6 sati indukcije bio nesto brzi od rasta
stnanica snf2 (Slika 23.), kod kojih je nakon 6 sati indukcije postignuto potpuno remodeliranje
strukture kromatina (Slika 17.), izostanak remodeliranja kromatina u stanicama iswl chdl

sth1" nije neizravna posljedica slabije indukcije uzrokovane sporijim rastom.
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Slika 23. Usporedba rasta stanica isw1 chdl sth1® s rastom stanica snf2 tijekom inkubacije u

podlozi bez fosfata na 37 °C

4.8. Aktivnost kompleksa RSC nije potrebna za remodeliranje strukture
kromatina promotora PHOS8 i PHO84

Promotori gena PHOS8 i PHO84 aktiviraju se istim specifi¢nim aktivatorom transkripcije kao
promotor PHO5 pod uvjetima nedostatka fosfata. Prilikom indukcije ovih promotora takoder
dolazi do znatne promjene strukture kromatina, medutim, potrebe za kofaktorima koji dovode
do remodeliranja kromatina razlicite su u odnosu na promotor PHO5%%*%1%  prethodno je
pokazano da u odsustvu proteina Snf2 uopée ne dolazi do remodeliranja kromatina promotora
PHO8®, kao i do uklanjanja jednog od nukleosoma promotora PHO84 koji podlijezu
remodeliranju, dok je remodeliranje drugog nukleosoma promotora PHO84 sporije, ali
potpuno pod ovim uvjetima®™. Buduéi da je u ovom radu utvrdena znadajna uloga kompleksa
RSC u remodeliranju strukture kromatina promotora PHOS5, bilo je interesantno ustanoviti da
li je i u kojoj mjeri aktivnost ovog kompleksa uklju¢ena u otvaranje kromatina promotora
PHO8 i PHO84.

Ispitano je remodeliranje strukture kromatina promotora PHO8 i PHO84 u stanicama sth1™
pod uvjetima indukcije inkubacijom stanica u podlozi bez fosfata te indukcije putem

inaktivacije negativnih regulatora transkripcije, Pho80 i Pho85 (Slika 24.).
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Slika 24. Usporedba ucinka inaktivacije proteina Sth1" na remodeliranje strukture kromatina
promotora PHO5, PHO8 i PHO84 pod uvjetima indukcije inkubacijom stanica u
podlozi bez fosfata (A) te indukcije inaktivacijom Pho80" (B) i Pho857%¢ (C).
Prikazana odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju
rezultata 3-5 neovisno ponovljenih eksperimenata.

Stanice su uzgajane kao Sto je opisano prethodno (Slike 7 A, 12 i 14). Za digestiju
naznaenim restrikcijskim enzimima Kkoristeni su alikvoti jezgri koje su prethodno
upotrebljavane za analizu strukture kromatina promotora PHO5. Inaktivacija proteina Sth1"
nije imala utjecaja na remodeliranje strukture kromatina promotora PHO8 i PHO84 pod
uvjetima indukcije inkubacijom stanica u podlozi bez fosfata (Slika 24. A), kao i prilikom
indukcije putem inaktivacije Pho80" (Slika 24. B), dok je vrlo slabi efekt uocen prilikom
inaktivacije kinaze Pho857® (Slika 24. C) kod koje je razina indukcije najniza (§89. Dodatak,
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Tablica 5.). Ovi rezultati pokazuju da, za razliku od promotora PHO5, kompleks RSC nije u
znacajnoj mjeri ukljucen u remodeliranje strukture kromatina promotora PHO8 i PHO84.
Prijasnja istrazivanja pokazala su da je kinetika remodeliranja nukleosoma promotora PHO84
koji se nalazi nizvodno od HS u odsustvu proteina Snf2 usporena, ali nakon produzene
indukcije postize se potpuno remodeliranje'®, jednako §to je nadeno za promotor PHO5°®.
Stoga je bilo interesantno ispitati da li ¢e inaktivacija Sth1 u stanicama snf2 sth1
onemoguciti remodeliranje ovog nukleosoma, kao Sto je u ovom radu nadeno za promotor
PHOS5 (Slika 17. B). Osim toga, ispitano je i remodeliranje ovog nukleosoma u stanicama
mutanta iswl chdl sth1", kod kojih je remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5
takoder bilo sprijedeno (Slika 22. B). Stanice divljeg tipa i mutanata snf2 i snf2 sth1® te isw1
chdl i iswl chdl sth1" uzgajane su kao Sto je opisano (Slike 17 i 22), a remodeliranje
nukleosoma promotora PHO84 nizvodno od HS ispitano je digestijom restrikcijskim
enzimom Taql (Slika 25.).
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Slika 25. Utjecaj zajednicke inaktivacije proteina Sth1™ i Snf2 (A) te Sth1", Iswl i Chdl (B)
na remodeliranje nukleosoma nizvodno od HS promotora PHO84 pod uvjetima
indukcije inkubacijom stanica u podlozi bez fosfata (-Pi) na 37 °C. Prikazana
odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5

neovisno ponovljenih eksperimenata.

Inaktivacijom Sth1' u stanicama snf2 sth1" kinetika remodeliranja ispitanog nukleosoma je
dodatno usporena u odnosu na stanice mutanta snf2, medutim, remodeliranje je potpuno

nakon produzene indukcije (Slika 25. A). Nadalje, istovremena inaktivacija Iswl i Chdl ne
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utjede na remodeliranje ispitanog nukleosoma promotora PHO84, a inaktivacija Sth1® u
stanicama iswl chdl sth1® ima vrlo blagi udinak (Slika 25. B). Prema tome, ovi rezultati
pokazuju znatnu razliku izmedu nukleosoma promotora PHOS5 i ispitanog nukleosoma

promotora PHOB84, s obzirom na potrebu za kofaktorima uklju¢enima u proces remodeliranja.

4.9. Inaktivacija Sth1" u stanicama rsc2 sth1 sprje¢ava remodeliranje
strukture kromatina promotora PHO5, a ne utjefe na otvaranje
kromatina promotora PHOS8 i PHO84

U ovom radu ustanovljeno je da je aktivnost kompleksa RSC neophodna za fizioloski
ucinkovitu Kinetiku remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5 pod uvjetima
indukcije u podlozi bez fosfata, ali nije esencijalno potrebna za potpuno otvaranje kromatina
(Slika 8.). Medutim, kao $to je navedeno, pod ispitanim uvjetima je inaktivacija Sth1 bila
usporedna s indukcijom promotora te se ne moze iskljuciti moguénost da bi pokazani
negativan uc¢inak bio jac¢i, odnosno da bi remodeliranje strukture kromatina promotora bilo
sprijeCeno kada bi inaktivacija kompleksa RSC prethodila indukciji. Takoder, uzevsi u obzir
visoku koncentraciju ovog kompleksa u stanicama™ te rezultate ,western blot-a“ koji
pokazuju slabi signal proteina Sth1" nakon 6 sati inkubacije stanica na 37 °C***, moguce je da
se u stanicama sth1" niti nakon duZe inkubacije na 37 °C ne postize potpuna inaktivacija
kompleksa RSC.

Nedavno je pokazano da je u stanicama mutanta rsc2, u kojima postoji samo izooblik

kompleksa RSC s podjedinicom Rscl, odnosno koncentracija kompleksa je znatno snizena u

odnosu na stanice divljeg tipa'®, remodeliranje strukture kromatina prilikom indukcije

promotora PHOS5 znatno sporije nego u divljem tipu (D. Hlevnjak, Diplomski rad, 2013.). U

svrhu dobivanja odgovora na pitanje da li je aktivnost kompleksa RSC esencijalno potrebna

za remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5 konstruiran je soj rsc2 sth1" (CY337

rsc2 sth1'; §3.1.3.). Inaktivacijom proteina Sth1" u ovim stanicama tijekom indukcije na 37

°C posti¢i ¢e se potpunija inaktivacija kompleksa RSC nego u stanicama jednostrukog

mutanta sth1", budu¢i da je pocetna koncentracija kompleksa smanjena.

Stanice divljeg tipa i mutanata rsc2 i rsc2 sth1" uzgajane u podlozi s fosfatom na 24 °C

prebacene su u podlogu bez fosfata i 37 °C radi usporedne indukcije promotora i inaktivacije

Sth1". Ispitana je kinetika remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5 (Slika 26.). U

stanicama jednostrukog mutanta rsc2, kao Sto je ve¢ pokazano (D. Hlevnjak, Diplomski rad,
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2013.) proces remodeliranja je znatno sporiji, ali je nakon 15 sati inkubacije u podlozi bez
fosfata postignuta priblizno jednaka razina otvaranja kromatina kao u divljem tipu. Medutim,
u stanicama dvostrukog mutanta rsc2 sth1, ak niti nakon produzene indukcije nije doslo do
otvaranja kromatina (Slika 26. A) u odnosu na razinu postignutu pod uvjetima represije (Slika
26. B).
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Slika 26. Utjecaj inaktivacije proteina Sth1" u stanicama mutanta rsc2 sth1 na remodeliranje
strukture kromatina promotora PHO5 pod uvjetima indukcije inkubacijom stanica u
podlozi bez fosfata na 37 °C. Prikazana odstupanja od srednjih vrijednosti
predstavljaju  standardnu devijaciju rezultata 3-5 neovisno ponovljenih

eksperimenata.

Ovi rezultati ukazuju na esencijalnu ulogu kompleksa RSC u remodeliranju strukture
kromatina promotora PHO5 pod ispitanim uvjetima te da je otvaranje kromatina postignuto
nakon produZene indukcije u stanicama sth1 posljedica nepotpune inaktivacije kompleksa.

U stanicama rsc2 sth1® ispitano je i remodeliranje strukture kromatina inacice promotora
PHO5 koja se aktivira specificnim aktivatorom transkripcije Gal4. Stanice divljeg tipa i
mutanata rsc2 i rsc2 sth1", transformirane su plazmidom PPphosvas-lacZ, uzgojene na 24 °C do
logaritamske faze rasta u podlozi s rafinozom te zatim inkubirane 6 sati na 37 °C pri ¢emu je
doslo do inaktivacije Sth1", potvrdene prestankom rasta mutanta rsc2 sth1“. Stanice su zatim
inkubirane dodatnih 15 sati u istoj podlozi ili u podlozi s galaktozom. Nakon 15 sati indukcije

u stanicama dvostrukog mutanta rsc2 sth1 nije doslo do znatnog otvaranja kromatina u
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odnosu na razinu postignutu pod uvjetima represije, za razliku od stanica jednostrukog
mutanta rsc2 kod kojih je stupanj remodeliranja bio jednak kao u divljem tipu (Slika 27.).
Dakle, kompleks RSC esencijalan je i za potpuno remodeliranje kromatina inacice promotora
PHO5. Otvaranje kromatina ovog promotora, pokazano prethodno u stanicama sth1®,
o¢igledno je posljedica nepotpune inaktivacije proteina Sth1 u tim stanicama, unato¢
predinkubaciji stanica 6 sati na 37 °C. Ovim eksperimentom pokazano je i da izostanak
remodeliranja kromatina prilikom indukcije nativnog promotora PHOS5 ne moze biti
posljedica slabijeg rasta stanica rsc2 sth1, budu¢i da je jednak rezultat dobiven i za inaCicu

promotora kod koje indukcija ne ovisi o rastu stanica.
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Slika 27. Utjecaj inaktivacije proteina Sth1" u stanicama mutanta rsc2 sth1 na remodeliranje
strukture kromatina inacice promotora PHO5 (,,PHO5-variant 33“). Prikazana
odstupanja od srednjih vrijednosti predstavljaju standardnu devijaciju rezultata 3-5

neovisno ponovljenih eksperimenata.

Nadalje, u stanicama rsc2 sth1' ispitano je i remodeliranje strukture kromatina promotora
PHO8 i PHO84 (Slika 28.), kod kojih je, na temelju rezultata dobivenih inaktivacijom Sth1%
(Slika 24.), iskljucena znacajna uloga kompleksa RSC u procesu remodeliranja. Stanice su
uzgajane kao Sto je opisano u prethodnom eksperimentu (Slika 26.), a za digestiju nazna¢enim
restrikcijskim enzimima koriSteni su alikvoti jezgri prethodno upotrijebljenih za analizu
strukture kromatina promotora PHO5. Za razliku od promotora PHOS5, pri jacoj inaktivaciji
kompleksa RSC nije opazen znacajan utjecaj na otvaranje kromatina promotora PHOS8 i
PHO84 (Slika 28.), ¢ime je dodatno potvrdeno da kompleks RSC nije ukljucen u

remodeliranje strukture kromatina ovih promotora.
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Slika 28. Utjecaj inaktivacije proteina Sth1" u stanicama mutanta rsc2 sth1 na remodeliranje
strukture kromatina promotora PHO8 i PHO84 pod uvjetima indukcije inkubacijom
stanica u podlozi bez fosfata na 37 °C. Prikazana odstupanja od srednjih vrijednosti
predstavljaju  standardnu devijaciju rezultata 3-5 neovisno ponovljenih

eksperimenata.
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§ 5. RASPRAVA

Promotori PHO gena kvasca pokazali su se kao izvrstan modelni sustav u izuCavanju
povezanosti modifikacija strukture kromatina i regulacije transkripcije, a posebno se to odnosi
na promotor gena PHOS5 koji predstavlja prvi i jedan od do danas najbolje istrazenih
primjera izrazite promjene strukture kromatina kao preduvjeta za aktivaciju transkripcije.
Posljednjih 15-ak godina, na primjeru ovog promotora ustanovljeni su temeljni principi i
mehanizmi regulacije ekspresije gena putem remodeliranja strukture kromatina. Medutim,
unato¢ provedenim opseznim istrazivanjima, do danas nije u potpunosti dobiven odgovor na
pitanje koji su sve proteinski kompleksi odgovorni za promjenu strukture kromatina prilikom
indukcije promotora PHO5S te postoji li kompleks ¢ija aktivnost je esencijalno potrebna za
remodeliranje. Kompleksi SWI/ SNF i INO80 sudjeluju u procesu remodeliranja, medutim
nisu neophodno potrebni te je njihova uloga u indukciji promotora PHOS5 utvrdena tek
primjenom takozvanog ,kinetiCkog pristupa®, to jest ispitivanjem utjecaja inaktivacije
odredenog kompleksa na kinetiku procesa remodeliranja, a ne samo na krajnji stupanj
remodeliranja strukture kromatina®. Takoder, aktivacija ovog promotora sporija je i u
odsustvu proteina Iswl i Chdl, ali se aktivnost jednog moze gotovo u potpunosti zamijeniti
aktivnos¢u drugog proteina te je znacajan utjecaj na brzinu aktivacije uoc€ljiv tek
inaktivacijom oba proteina’.

U ovom radu po prvi puta je ispitana uloga kompleksa RSC u indukciji PHO promotora in
vivo, jedinog remodeliraju¢eg kompleksa u kvascu cija aktivnost je esencijalna za
preZivljavanje stanica te jedinog kompleksa ¢ija uloga u indukciji promotora PHO5 do sada
nije ispitana.

Inaktivacija kataliticke podjedinice kompleksa, Sth1" na 37 °C pod uvjetima indukcije u
podlozi bez fosfata, dovela je do znacajno sporijeg remodeliranja strukture kromatina
promotora PHOS5 u odnosu na stanice divljeg tipa, no nakon produzene indukcije postignuto
je potpuno otvaranje kromatina. Ovakav rezultat upucivao bi na to da kompleks RSC
sudjeluje, ali nije neophodno potreban u procesu remodeliranja strukture kromatina
promotora. Medutim, budu¢i da fizioloSkoj indukciji gena PHOS5 prethodi troSenje

unutarstani¢nih zaliha polifosfata, §to zahtijeva odredeni rast stanica u podlozi bez fosfata'®,
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a inaktivacija esencijalnog kompleksa RSC inkubacijom stanica na 37 °C dovodi do prestanka
rasta, eksperimentalni pristup je bio takav da u ispitivanim stanicama inaktivacija Sth1" nije
prethodila, ve¢ je bila usporedna s indukcijom promotora. Time je omogucen rast stanica
sth1 u pocetnim satima inkubacije u podlozi bez fosfata koji je bio dovoljan za stvaranje
potpunog signala indukcije, $to je potvrdeno kontrolnim eksperimentom (Slika 10.). No,
upravo stoga Sto je u pocetnim satima indukcije na 37 °C bila prisutna zna¢ajna koncentracija
aktivnog kompleksa RSC koja je omogudila rast stanica, postojala je moguénost da bi u
slu¢aju potpune inaktivacije proteina Sth1' prije indukcije aktivacija promotora PHO5 bila
sprijeCena, te se na temelju ovih rezultata nije mogla iskljuciti esencijalna uloga kompleksa u
remodeliranju strukture kromatina promotora PHO5.

Inaktivacija esencijalnog proteina Sth1" onemogucuje prelazak izmedu faza G2 i M’
stani¢nog ciklusa, te je bilo potrebno ispitati da li je usporeno remodeliranje strukture
kromatina promotora PHO5 neizravna posljedica zaustavljanja stani¢nog ciklusa. Proveden je
kontrolni eksperiment u kojemu je stanicama STH1 i sth1' prije indukcije zaustavljen rast u
metafazi mitoze represijom transkripcije esencijalnog gena CDC20. Time je isklju¢en moguci
utjecaj zaustavljanja stani¢nog ciklusa u fazi G2/M na razinu aktivacije promotora u
stanicama mutanta, do kojeg bi doslo uslijed inaktivacije Sth1® na 37°C usporedne s
indukcijom. Budu¢i da je pokazano da su rezerve polifosfata unutar stanica najnize u mitozi,
indukcija gena PHOS u podlozi bez fosfata u stanicama kojima je rast zaustavljen u mitozi ne

zahtijeva njihovo trodenje, odnosno neovisna je rastu stanica'?®

. Aktivacija promotora bila je
znatno niza u stanicama sth1 u odnosu na divlji tip i pod ovim uvjetima, ¢ime je jasno
pokazano da uginak inaktivacije Sth1" nije posljedica zaustavljanja stani¢nog ciklusa.

KoriStenjem mutanata kvasca kod kojih je moguée inducibilno inaktivirati negativne
regulatore transkripcije gena PHOS5, Pho80 i Pho85 te na taj nacin inducirati promotor PHO5
neovisno o signalu nedostatka fosfata i rastu stanica, pokazano je da kompleks RSC izravno
sudjeluje u procesu remodeliranja strukture kromatina promotora, odnosno da opaZzeno sporije
remodeliranje kromatina u stanicama sth1 na 37 °C nije neizravna posljedica uginka
inaktivacije kompleksa na neku od komponenata PHO-signalnog puta. Inaktivacija kompleksa
pod ovim uvjetima imala je znatno ja¢i ucinak nego kod uvjeta indukcije u podlozi bez
fosfata: krajnji stupanj remodeliranja strukture kromatina u stanicama mutanta sth1® pho80® u
kojima je inaktivacija Sth1™ bila usporedna s indukcijom promotora na 37 °C bio je otprilike

dvostruko niZi nego u stanicama STH1 pho80", dok je kod indukcije inaktivacijom Pho857%%°,
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1" prethodno indukciji, remodeliranje strukture

gdje je bilo moguce postic¢i inaktivaciju Sth
kromatina bilo potpuno sprijeCeno. Opazeni jac¢i ucinak na remodeliranje kromatina
promotora moze se objasniti ¢injenicom da je razina indukcije koja se postize inaktivacijom
negativnih regulatora transkripcije niza od fizioloSke. Naime, prethodna istrazivanja s drugim
kofaktorima ukljuenima u proces remodeliranja strukture kromatina promotora PHOS5
pokazala su vecu potrebu za ovim kofaktorima pod uvjetima slabije indukcije te je u odsustvu
pojedinih proteina remodeliranje strukture kromatina promotora pod ovim uvjetima bilo
sprije¢eno, dok je pod uvjetima jake fizioloske indukcije bilo samo usporeno®®00108.109
Stoga pod uvjetima sub-maksimalne indukcije nije moguce zakljucivati o tome da li je neki
kofaktor esencijalno potreban u procesu remodeliranja.

Inaktivacija proteina Sth1" u jednakoj je mjeri utjecala na remodeliranje strukture kromatina
nativnog promotora PHOS5 i inadice promotora koja se aktivira pomocu aktivatora Gal4.
Vazno je istaknuti da inaktivacija Sthl nema utjecaja na indukciju promotora GALL u
stanicama prethodno uzgojenima u podlozi s rafinozom’™. Dobiveni rezultati dodatno su
potvrdili da usporeno remodeliranje strukture kromatina nativnhog promotora u stanicama
sth1" nije vezano uz indukciju promotora putem PHO-signalnog puta. Takoder, pokazano je
da uloga kompleksa RSC u remodeliranju strukture kromatina promotora PHO5 ne ovisi 0
specificnom aktivatoru Pho4 ve¢ je odredena samom strukturom kromatina promotora, $to je
u skladu s prethodnim opazanjima vezanima uz druge kofaktore koji sudjeluju u procesu
remodeliranja kromatina ovog promotora>®®. S obzirom da indukcija inagice promotora, za
razliku od fizioloSke indukcije nativnog promotora, ne ovisi o rastu stanica, bilo je moguce
prethodno inaktivirati Sth1 te zatim pokrenuti indukciju, no unato¢ tome aktivnost
kompleksa RSC nije se pokazala esencijalno potrebnom za remodeliranje strukture kromatina.
Ipak, na osnovu ovoga se ponovno ne moze u potpunosti iskljuéiti esencijalna ulogu
kompleksa u procesu remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5; moguce je da u
stanicama sth1', nakon 6 sati predinkubacije na 37 °C, nije postignuta potpuna inaktivacija
kompleksa RSC, uzevsi u obzir visoku koncentraciju kompleksa u stanicama™ te rezultate
Western blot-a“ koji pokazuju slabi signal proteina Sth1' nakon 6 sati inkubacije stanica na
37 °C124.

Aktivnost kompleksa RSC pokazala se esencijalnom za remodeliranje strukture kromatina
promotora PHO5 u odsustvu kompleksa SWI/SNF te ISW1 i CHD1, Sto predstavlja prve

primjere viSestruke inaktivacije remodeliraju¢ih kompleksa kojima je potpuno sprije¢eno
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otvaranje kromatina ovog promotora pod uvjetima indukcije u podlozi bez fosfata.
Kontrolnim eksperimentima je pokazano da ovaj rezultat nije posljedica slabije indukcije
uslijed slabog rasta stanica visestrukih mutanata. Takoder, utvrdeni jednak uc¢inak zajednicke
inaktivacije kompleksa RSC i SWI/SNF na aktivaciju nativhog promotora te inacice
promotora koja se aktivira aktivatorom Gal4 pokazao je da potreba za aktivnosti ovih
kompleksa u aktivaciji promotora nije vezana uz PHO-signalni put i aktivator Pho4.

Budu¢i da je u odsustvu proteina Snf2 pokazano remodeliranje strukture kromatina promotora

PHO5 mehanizmom potpunog uklanjanja histona ,,in trans*®

, a Inaktivacija kompleksa RSC
pod ovim uvjetima sprjeCava remodeliranje, oCito je da je kompleks RSC odgovoran za
uklanjanje histona u stanicama snf2. R. Kornberg i suradnici su na osnovu mehanizma
djelovanja kompleksa RSC utvrdenog in vitro'!, koji odgovara mehanizmu predloZenom za

remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5™*8

, sugerirali mogucéu ulogu ovog
kompleksa u indukciji promotora. Medutim, kasnije su pokazali da je u stanicama iswl chdl
pho80 sprijeCena aktivacija promotora PHO5 u podlozi visoke koncentracije fosfata, na
temelju Cega su izveli zakljucak da je zajedniCka aktivnost proteina Iswl i Chdl neophodna
za remodeliranje strukture kromatina promotora te posljedi¢no iskljucili moguéu ulogu
kompleksa RSC’. Medutim, ovdje nije uzeto u obzir da je indukcija promotora putem
inaktivacije proteina Pho80 slabija od fizioloSke. Kao $to je ve¢ receno, kod uvjeta slabije
indukcije je i prethodno nadena esencijalna uloga nekih od kofaktora ¢ije se aktivnosti pod
uvjetima jake fizioloske indukcije nisu pokazale neophodnima za remodeliranje kromatina
promotora PHQ5>©8:106.108.109.127 zbog Cega se kod takvih uvjeta ne moze zakljucivati o
esencijalnoj ulozi odredenog kofaktora ili iskljuéiti ulogu ostalih. U ovom radu jasno je
pokazano sporije, ali potpuno remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5 u odsustvu
proteina Iswl i Chdl pod uvjetima jake indukcije te potpuni izostanak remodeliranja nakon
dodatne inaktivacije Sth1". Rezultati esencijalne uloge kompleksa RSC u procesu
remodeliranja kromatina promotora PHOS5 u odsustvu proteina Snf2 te Iswl i Chdl ukazivali
su na to da je uloga kompleksa RSC u remodeliranju strukture kromatina ovog promotora
bitnija od uloga ostalih kompleksa, bilo zbog njegovog specificnog mehanizma djelovanja ili
zbog visoke koncentracije ovog kompleksa u stanicama.

Kompleks RSC se u stanicama pojavljuje u dva oblika, razlic¢ita po tome Sto sadrze ili
strukturnu podjedinicu Rscl ili Rsc2, pri ¢emu je kompleks s Rsc2 prisutan u znatno vecoj

koncentraciji te su utvrdene neke funkcionalne razlike dvaju oblika, no zbog djelomi¢nog
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preklapanja njihovih aktivnosti pojedinacne delecije gena RSC1 i RSC2 nisu letalne za
stanicu’®. Nedavnim istraZivanjima u ovom laboratoriju ustanovljeno je znatno sporije
remodeliranje strukture kromatina promotora PHO5 u stanicama mutanta rsc2, dok u
stanicama rscl nije opazen ucinak na indukciju promotora (D. Hlevnjak, Diplomski rad,
2013.), Sto se moZe objasniti vecom koncentracijom izooblika kompleksa s podjedinicom
Rsc2, ili specifi¢nim sudjelovanjem samo ovog izooblika u remodeliranju strukture kromatina
promotora PHOS. U svrhu potpunije inaktivacije kompleksa RSC i dobivanja odgovora na
pitanje o esencijalnoj ulozi kompleksa u aktivaciji promotora PHO5, konstruiran je soj rsc2
sth1". Remodeliranje strukture kromatina prilikom indukcije na 37 °C u stanicama rsc2 sth1"
bilo je potpuno sprijeeno, za razliku od znatno sporijeg, ali potpunog otvaranja kromatina u
stanicama jednostrukih mutanata rsc2 i sth1'. Dakle, aktivnost kompleksa RSC pokazala se
esencijalno potrebnom u procesu remodeliranja strukture kromatina promotora PHO5 pod
ispitanim uvjetima, a potpuno otvaranje kromatina postignuto nakon produzene indukcije u
stanicama sth1' posljedica je nepotpune inaktivacije kompleksa. Pri tome je koncentracija
aktivnog kompleksa RSC preostala u stanicama sth1' tijekom inkubacije na 37 °C ogigledno
bila dovoljna za potpuno otvaranje kromatina promotora PHOS5 u prisustvu ostalih kompleksa
koji sudjeluju u remodeliranju kromatina ovog promotora, dok je u odsustvu bilo proteina
Snf2 ili Iswl i Chdl &ak i nepotpuna inaktivacija Sth1™ sprijecila otvaranje kromatina.
Izostanak otvaranja kromatina u stanicama rsc2 sth1" takoder pokazuje sudjelovanje oba
izooblika kompleksa RSC u indukciji promotora PHOS5, buduci da je inaktivacija kataliticke
podjedinice kompleksa, Sth1", u stanicama mutanta rsc2 sth1 koje sadrze samo izooblik
kompleksa s podjedinicom Rscl, potpuno sprijeCila remodeliranje strukture kromatina
promotora.

Za razliku od promotora PHO5, inaktivacija kompleksa RSC u stanicama sth1" nije imala
znacajan utjecaj na remodeliranje strukture kromatina promotora PHO8 i PHO84, ¢ak niti pod
uvjetima slabije indukcije. Takoder, u stanicama dvostrukog mutanta rsc2 sth1®, u kojemu se
postiZze potpunija inaktivacija kompleksa, dolazi do potpunog remodeliranja kromatina ovih
promotora. Prijasnja ispitivanja uloge kompleksa RSC u odrzavanju represivne strukture
kromatina promotora PHO8 pokazala su sudjelovanje kompleksa u pozicioniranju
nukleosoma ovog promotora pod uvjetima represije’®. Medutim, prema rezultatima ovog rada
ocito je da uloga pojedinog kofaktora u pozicioniranju nukleosoma na promotoru ne mora

nuzno upucivati i na njegovu ulogu u indukciji promotora. Do sada se smatralo da je promotor
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PHO84, s obzirom na stabilnost nukleosoma, hibrid izmedu promotora PHO5 i PHOS.
Nukleosom uzvodno od HS odgovarao je stabilnim nukleosomima promotora PHO8, buduci

da je za njegovo remodeliranje, jednako kao za promotor PHO8%%

, heophodno potrebna
aktivnost kompleksa SWI/SNF i u znacajnoj mjeri aktivnost kompleksa INO80. S druge
strane, nukleosom nizvodno od HS usporedivan je s nukleosomima promotora PHO5, cije
remodeliranje je usporeno, ali potpuno u odsustvu oba kompleksa'®. Medutim, u ovom radu je
pokazano da je mehanizam remodeliranja nukleosoma promotora PHO84 nizvodno od HS
ipak razli¢it od promotora PHOS5, budu¢i da je remodeliranje ovog nukleosoma neovisno o
aktivnosti kompleksa RSC te tek nesto sporije u stanicama dvostrukog mutanta snf2 sth1',
Rezultati ispitivanja uloge kompleksa RCS u remodeliranju strukture kromatina triju Kko-
aktiviranih promotora dobiveni u ovom radu potvrduju ve¢ predlozeni koncept da potreba za
proteinskim kompleksima u procesu remodeliranja pojedinog promotora nije, ili ne mora
iskljucivo biti odredena specifi¢nim aktivatorom transkripcije, ve¢ specificnom organizacijom
strukture kromatina promotora, tj. stabilnos¢u nukleosoma®*. Osim toga, jasno utvrdena
razli¢ita potreba za aktivno$éu kompleksa RSC kod tri PHO promotora, u eksperimentima
provedenima s istim stanicama i pod jednakim uvjetima indukcije, dodatno pokazuje da
znatan ucinak inaktivacije kompleksa na proces remodeliranja strukture kromatina promotora
PHO5 nije neizravna posljedica nize razine indukcije izazvane slabijim rastom stanica sth1'.
Budu¢i da je ispitivanje uloge kompleksa RSC u indukciji PHO promotora zahtijevalo
koriStenje temperaturno osjetljivih mutanata te posljedi¢no rad na poviSenoj temperaturi, ne
moze se u potpunosti isklju¢iti moguénost da bi opazeni uc¢inak inaktivacije kompleksa bio
nesto slabiji pri indukciji stanica na 30 °C. Medutim, u ovom radu je pokazano da na 37 °C
dolazi do neznatnog pojaCavanja ucinka inaktivacije ostalih kompleksa koji sudjeluju u
remodeliranju kromatina promotora PHO5 na razinu aktivacije promotora. Takoder, unato¢
radu na nefizioloskoj temperaturi inaktivacija kompleksa RSC nije imala utjecaja na proces
remodeliranja kromatina promotora PHO8 i PHO84 aktiviranih istim signalnim putem kao
PHO5, te stoga nije vjerojatno izrazito negativnho medudjelovanje poviSene temperature i
inaktivacije kompleksa RSC na indukciju promotora PHO5.

Aktivnost kompleksa RSC u remodeliranju strukture kromatina do sada je uglavnom

proucavana pod uvjetima in vitro*? 171853

, @ ovaj rad predstavlja jedan od malobrojnih
pokazanih primjera izravnog sudjelovanja kompleksa u procesu uklanjanja nukleosoma

vezanom uz aktivaciju promotora in vivo. Nedavna istrazivanja pokazala su da smanjena
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razina transkripcije gena koji kodira za kataliticku podjedinicu kompleksa, Sthl, dovodi do
nepotpunog uklanjanja histona prilikom aktivacije triju promotora ,,heat shock® gena, Kkoji
nisu u potpunosti aktivirani istim specificnim aktivatorima transkripcije te sprjecava vezanje

RNA-polimeraze 11

. Autori su, prema tome, zakljucili da djelovanje kompleksa RSC u
aktivaciji ovih promotora nije odredeno aktivatorom transkripcije i nije specificno za pojedini
promotor, ve¢ je ovaj kompleks vjerojatno generalno potreban za vezanje RNA-polimeraze
1", s obzirom na veé poznate interakcije podjedinice Rsc4 s podjedinicom Rpb5
polimeraze”. Rezultati dobiveni u ovom radu za PHO promotore takoder pokazuju da uloga
kompleksa RSC u remodeliranju strukture kromatina nije vezana uz aktivaciju promotora
putem odredenog aktivatora transkripcije. NO, suprotno od prijas$njeg zakljucka, nadeno je da
aktivnost ovog kompleksa nije generalno potrebna za inicijaciju transkripcije vec je potreba
za aktivnos¢u odredena specificnom organizacijom strukture kromatina pojedinog promotora.
Moguce je, medutim, da i kod ,,heat shock® promotora kompleks RSC nije izravno potreban
za vezanje RNA-polimeraze, ve¢ je izostanak vezanja polimeraze u odsustvu ovog kompleksa
posljedica izostanka remodeliranja kromatina. Na osnovu prethodnih istrazivanja na razini
cjelokupnog genoma je pretpostavljeno da je djelovanje kompleksa RSC u remodeliranju
strukture kromatina gena transkribiranin RNA-polimerazom III nespecifi¢no i ostvaruje se
preko interakcija kompleksa s polimerazom 1 op¢im transkripcijskim faktorima, dok je kod
gena koji se transkribiraju pomocu RNA-polimeraze II aktivnost kompleksa specifi¢éno

potrebna samo za promotore toéno odredenih gena'®®®

, Sto je u skladu s rezultatima
dobivenima u ovom radu.

Na primjeru promotora GAL1/10 je pokazano da aktivnost kompleksa RSC u aktivaciji
transkripcije ne dovodi izravno do uklanjanja nukleosoma promotora ve¢ omogucéuje brze
vezanje specificnog aktivatora Gal4 koji pokrece proces remodeliranja. Kompleks je trajno
vezan za nukleosom koji prekriva mjesto za vezanje aktivatora i odrzava ga u djelomic¢no
remodeliranom stanju te posljedi¢no dolazi do brzog vezanja Gal4 pod uvjetima indukcije. S
obzirom da je utvrdeno vezanje kompleksa RSC za nukleosome promotora vise kvaséevih
gena, autori su pretpostavili da ovakav nacin djelovanja kompleksa nije specifi¢an iskljucivo
za promotore GAL1/107. Ostaje otvoreno pitanje da li je ovakav mehanizam djelovanja
kompleksa RSC mogu¢ i kod promotora PHOS5.

Pokazano je da su bromo-domene kompleksa RSC esencijalne za njegovu funkciju te da se

preko njih ostvaruju specificne interakcije kompleksa s ostatcima lizina acetiliranima

Sanja Musladin Doktorska disertacija



8 5. Rasprava 74

djelovanjem histon-acetiltransferaze Gcn5, podjedinice kompleksa SAGA® ™2 Stoga se s
obzirom na ve¢ pokazanu ulogu proteina Gen5 u procesu aktivacije promotora PHO5® moze
pretpostaviti medudjelovanje kompleksa SAGA i RSC u ovom procesu. Ali, budué¢i da
inaktivacija proteina Gen5 ne sprje¢ava veé samo usporava ovaj proces”, za razliku od
potpune inaktivacije kompleksa RSC, ocito je da se djelovanje kompleksa RSC moze ostvariti
i neovisno o aktivnosti Genb. Osim toga, na promotorima nekih gena utvrdeno je postojanje
karakteristi¢nog slijeda nukleotida za koji se specifi¢no veze podjedinica Rsc3, te se smatra
da ove interakcije sudjeluju u privladenju kompleksa RSC na te promotore™. Medutim, na
promotoru PHOS nije naden ovakav slijed nukleotida™, iz cega se moze pretpostaviti da se
vezanje kompleksa RSC za ovaj promotor ne ostvaruje preko podjedinice Rsc3.

Rezultati dobiveni u ovom radu dali su konac¢an odgovor na pitanje koji proteinski kompleksi
(ATP-aze) sudjeluju u remodeliranju strukture kromatina promotora PHO5, buduci da jedino
uloga kompleksa RSC do sada nije bila ispitana. Pokazalo se da je ovaj proces kompleksniji
nego Sto se pretpostavljalo: otvaranje kromatina promotora PHOS rezultat je kooperativnog
djelovanja ukupno pet kompleksa (RSC, SWI/SNF, INO80, ISW1 i CHDL1) iz svih Cetiriju
porodica kompleksa ukljué¢enih u remodeliranje kromatina u kvascu (SWI/SNF, INO80, ISWI
i CHD). Pri tome je jedino aktivnost kompleksa RSC u procesu remodeliranja potpuno
nezamjenjiva, medutim za fizioloSki ucinkovitu kinetiku remodeliranja potrebne su i
aktivnosti ostalin kompleksa. Djelovanje kompleksa SWI/SNF, kao i INO80 moze se
djelomi¢no nadoknaditi aktivnostima ostalih kompleksa te je u njihovom odsustvu
remodeliranje sporije, ali potpuno, dok se aktivnosti kompleksa ISW1 i CHD1 mogu u
cijelosti medusobno nadomjestiti te je za normalnu brzinu otvaranja kromatina nuzno
prisustvo jednog od kompleksa. Ostaje otvoreno pitanje da li esencijalna uloga kompleksa
RSC u remodeliranju kromatina promotora PHO5 proizlazi iz njegovog specificnog i
nezamjenjivog mehanizma djelovanja, ili aktivnost ovog kompleksa nije mehanisticki
esencijalna, ali je kriticna za postizanje ukupne sume remodeliraju¢e aktivnosti potrebne za
potpuno otvaranje kromatina. Posljednje se ¢ini moguéim S obzirom na znatno visu
koncentraciju kompleksa RSC u usporedbi s koncentracijama ostalin kompleksa u stanici. S
druge strane, cinjenica da unato¢ visokoj koncentraciji kompleks RSC ne sudjeluje u
remodeliranju kromatina promotora PHO8 i PHO84 (pri ¢emu je u in vitro ispitivanjima

utvrdena veca stabilnost nukleosoma promotora PHO8 u odnosu na PHOS5), dok je aktivnost

Sanja Musladin Doktorska disertacija



8 5. Rasprava 75

kompleksa SWI/SNF esencijalna, upucuje na to da na pojedinim promotorima postoji
specifi¢na potreba za odredenim kompleksom, koja ne proizlazi iz njegove koncentracije.

U skladu s rezultatima dobivenima u ovom radu, nedavno je u stanicama misa na razini
genoma pokazano da se mjesta za vezanje razli¢itih remodeliraju¢ih kompleksa u velikoj
mjeri preklapaju, $to upucuje na to da remodeliranje strukture kromatina pojedinog promotora
generalno zahtijeva koordinirano djelovanje vise kompleksa'®. Dakle, ¢ini se mogué¢im da i
kod kvasca proces remodeliranja ¢es¢e ukljucuje kooperativno djelovanje vise kompleksa,
kao sSto je nadeno na primjeru promotora PHOS5, koji se ponovno pokazao kao dobar modelni

sustav za izucavanje temeljnih principa i mehanizama remodeliranja strukture kromatina.
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§ 6. ZAKLJUCAK

Kompleks RSC ukljucen je u proces remodeliranja strukture kromatina promotora PHOS te je
jedini kompleks c¢ija aktivnost je esencijalna za ovaj proces pod uvjetima jake indukcije

transkripcije inkubacijom stanica u podlozi bez fosfata na 37 °C.

Aktivnost kompleksa RSC esencijalna je i za potpuno uklanjanje nukleosoma inacice
promotora PHOS koja se aktivira aktivatorom transkripcije Gal4, Sto potvrduje da ucinak
ovog kompleksa nije vezan uz PHO signalni put, niti je specifi¢an za aktivaciju promotora

putem Pho4.

Kompleksi ISW1 i CHD1 su takoder ukljuceni u remodeliranje strukture kromatina promotora

PHO5, no njihova istovremena inaktivacija samo usporava proces uklanjanja nukleosoma.

Zajedno s prijasnjim saznanjima, sada je poznato da u procesu otvaranja kromatina promotora
PHOS5 sudjeluje ukupno pet kompleksa (RSC, SWI/SNF, INO80, ISW1, CHD1), iz svih
Cetiriju porodica ATP-aza ukljucenih u remodeliranje kromatina u kvascu (SWI/SNF, INOSO0,
ISW1, CHD1).

Za razliku od promotora PHOS, utvrdeno je da kompleks RSC nije ukljuc¢en u remodeliranje
strukture kromatina promotora PHO8 i PHO84, koji se induciraju putem istog signalnog puta

kao promotor PHOS i aktiviraju istim specificnim aktivatorom transkripcije, proteinom Pho4.
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§ 7. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

NFR: regija DNA bez nukleosoma; engl. Nucleosome-free region

HS: kraéa regija DNA izmedu nukleosoma podlozna digestiji enzimom DNazal; engl.
Hypersensitive site

RSC: engl. Remodels the structure of chromatin

SWI/SNF: engl. Switching defective/ sucrose non-fermenting

ISWI: engl. Imitation switch

INOB8O: engl. Inositol requiring 80

CHD: engl. Chromodomain, helicase, DNA binding

UAS: engl. Upstream activating sequence

TBP: engl. TATA-box-binding protein

wt: engl. wild type

+Pi: uvjeti uzgoja stanica u podlozi s fosfatom

—Pi: uvjeti uzgoja stanica u podlozi bez fosfata

pb: parovi baza dvostruke uzvojnice DNA
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8§ 9. DODATAK
Tablica 4. Omjeri broja stanica i vrijednosti ODggo za stanice kvasca S. cerevisiae koristene u
ovom radu
(broj stanica/ ODgg) X 10™"; -Pi 37 °C

Oh 2h 45h 6h 15h
CY337 2%20,1 2,1+£0,15 1,7 1,7+0,03 1,1+0,1
CY337 sth1" 2%0,2 2 £0,025 1,7 165+0,1 1,15+£0,1
CY407 2%0,2 18+£0,1 1,7 1,7 1+0,05
CY407 sth1" 2,1+0,05 1,9+0,05 1,6 1,5+ 0,05 1,1

Oh 3h 5h 15h
\W1588 2,41 + 0,03 2,3%0,05 2,1 1,42 £0,03
YTT223 2,525 £ 0,025 2,35+0,1 2,15 1,325 + 0,025
YTT227 2,3%£0,05 2,3 2 1,3+0,05
YTT223 sth1" 2,5 2,225+ 0,025 19 1,275+ 0,025
YTT227 sth1" 2,43 +£0,06 2,1+0.2 1,95 12+0,1

(broj stanica/ ODgg) X 10°”"; 2% galaktoza 37°C

0h 2h 45h 15 h
CY337 + pPynesiza-lacz 24+0,1 24+0,15 2,5+ 0,05 2,0
CY337 sth1" + pPpnesvas-lacz 1,7 £ 0,05 1,8 1,8 1,7
CY407 + pPyesvaz-lacz 1,85+0,1 1,75+ 0,05 18 17
CY407 sth1” + pPyhesuas-lacZ 2,0 +0,07 1,8 1,9 1,8

(broj stanica/ ODg) X 10°";

37°C
5h
PGALl‘CDCZO +P| 1
-Pi 0,975 + 0,025
Pga1-CDC20 sth1" +Pi 0,95 + 0,05
-Pi 1,05 + 0,05
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Tablica 5. Usporedba maksimalne razine indukcije gena PHO5, mjerene aktivno$c¢u kisele
fosfataze, postignute pod uvjetima indukcije inkubacijom stanica u podlozi bez
fosfata (-Pi) te indukcije putem inaktivacije negativnih regulatora transkripcije
Pho80" i Pho857%° u podlozi visoke koncentracije fosfata (+Pi). Aktivnost kisele

fosfataze u proizvoljnim jedinicama definirana je u poglavlju 3.2.7.

Aktivnost Kisele fosfataze/
proizvoljne jedinice

CY337 wt, 15 h—Pi 37 °C 650 - 700
YS44 (pho80®), 4h 37°C +Pi 330 - 400
YS30 pho857°, 4h NaPP1 +Pi 200 - 270

Slika 29. Potvrda ugradnje integrativnog plazmida p1622, koji sadrzi alel sth1", unutar
lokusa STH1 u stanicama sojeva konstruiranih u ovom radu (1 — fragmenti DNA
poznate veli¢ine ,,1kb DNA-ladder”, proizvoda¢ Fermentas; 2 — CY337 wt; 3 —
CY337 sth1® 4 — YS44 sth1; 5 — CY407 sth1": 6 — YS30 pho85722¢ sth1'; 7 —
YTT223 sth1'; 8 — Pga1-CDC20 sth1™). Pocetnice za metodu lancane reakcije
polimeraze opisani su poglavljima 3.1.3. i 3.1.8, a uvjeti provodenja reakcije u
poglavlju 3.2.6.
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Slika 30. Potvrda delecije gena RSC2 koriStenjem disrupcijske kasete rsc2::HIS3 u stanicama
soja CY337 sth1® (1 — fragmenti DNA poznate veli¢ine ,,1kb DNA-ladder*,
proizvoda¢ Fermentas; 2 — CY337 sth1": 3 — CY337 sth1" rsc2; 4 - CY337 sth1®; 5
— CY337 sth1" rsc2). Za metodu lancane reakcije polimeraze koristena su dva para
pocetnica, opisana u poglavljima 3.1.3. 1 3.1.8 (uzorci 2 i 3 — ,,pocetnice 1%; uzorci 4

i 5—,,pocetnice 2%). Uvjeti provodenja reakcije opisani su u poglavlju 3.2.6.

2o NN

PREPR
ONPIOTORLRNDOOONNIDOO

cooo

10 20 30 40 50 60 70
vrijeme / h

o

Slika 31. Ovisnost A410 0 vremenu trajanja reakcije. A410 uzoraka mjerenja aktivnosti enzima

kisele fosfataze i f-galaktozidaze provedenih u ovom radu bile su 0.1 — 1.
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8 -

7 i
5 °
— 5 —— wt
x
8 4 —m— Pg, ;::CDC20 STH1
c
g 3 —&— Pg, ,::CDC20 sth1t
©
m 2

1 .

0 T T 1

0 10 20 30

Vrijeme inkubacije u podlozi s glukozom / h

Slika 32. Rast stanica sojeva Pga 1::CDC20 STH1 i Pga1::CDC20 sth1' tijekom inkubacije

u podlozi s glukozom

1,6 -

1,4 - —e
=
1,2 -

g —e— STH1 phosgots
a 0,8 -
O —— sth1d pho80's

04 -

0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Vrijeme inkubacije u podlozi bez histidina/h

Slika 33. Rast stanica sojeva pho80°STH1 i pho80®sth1® tijekom inkubacije u podlozi bez
histidina
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b2 M :

0,8 - —*— STH1 pho8sFe2e
—&— sthl'd pho85F826

ODGOO

0,6 -
04 -
02 -

Vrijeme indukcije / h

Slika 34. Rast stanica sojeva pho8578¢ STH1 i pho8578%¢ sth1“ tijekom indukcije promotora
PHOS inhibicijom kinaze Pho857%%. Stanice oba soja predinkubirane su 5,5 sati na
37 °C prije indukcije (stanice STH1 pho85™%¢ posljednjih sat vremena

predinkubirane su u podlozi bez uracila).

—o— wt HIS +
—6— Wt his -

—&— sthl19HIS +

ODGOO

—— sth19his -

Vrijeme indukcije / h

Slika 35. Rast stanica divljeg tipa i mutanta sth1" tijekom indukcije inagice promotora PHO5
(,,PHO5-variant 33*) dodatkom galaktoze. Stanice su predinkubirane 5 sati na 37
° C prije indukcije te dodatnih sat vremena u podlozi sa (HIS+) ili bez histidina
(his-), takoder na 37 °C.
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