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The role of molecular chaperone Hsp42 in metabolism regulation of
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The cell actively maintains a balanced relation between protein synthesis, preservation of their stability
and conformation, and degradation of damaged proteins. Molecular chaperons are protetims with
important role of maintaining protein homeostasi®igostasis). In this thesis two yeast strais were
newly constructed, hsp42 snfl and 'hsp42 zwfl. In both strain& gene for molecular chaperone
Hsp42 was deleted, along withe target genes which encode for proteins that participate in glucose
metabolisn; Snfl kinase and gluco$ephosphatedehidrogenase (zwfl). Measurmerdf the ATP

levels, protein carborgtion levels, ROS levels, frequenaiymutationand chronological lifespan were
performed. The results demonstrate thamild stress likethe chapeone deletion extendshe
chronological lifespan and induces stress tolerability, whiéechronological lifespan is shortened in
thestrain "hsp42' snfl. Although newly constructed mutants are exposed to proteotoxic stress it seems
that this form of stresis not correlated witthe ATP production in strainghe 'hsp42 zwfl and
"hsp42 snfl. It is also shown that frequeno¥ mutationin the above mentioned strains is highly
increased.
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1. Uvod

SURWHRVWD]D SRGUD]XPLMHYD XUDYQRWHAHQ RGQRV L]Pt}
NRQIRUPDFLMH WH GHJUDGDFLMH RAWHUHQLK SURWHLQD
UHJXODWRUD SURWHRVWD]H .DGD GRYyH GRP&RX HRREHIADWD \§
VYRMX QDWLYQX VWUXNWXUX L REDYOMDWL IXQNFLMX PR
XNODQMDQMD WDNYLK RAWHUIHQLK SURWHLQD NUR] DJUHJ
RAWHUHQLK LOL QHSUDYLOQR VPRWKI@Lijm SWRMhEILIQD PRA|
SURWHLQD DOL L VPUUX VWDQLFH

'R vDGD MH RGQRV L]PHyX SURWHRVWD]H L GUXJLK VWD
PROHNXODUQLK daDSHURQD X UHJXODFLML W hawoirR OL p N LK
LVWUDALYDQM pdrEba3 B MBIRWPLTFD YMIHP IRNXVD VD GREUR SR]Q
homeostazi proteina na njihovu ulogu u metabolizmu stanice i mitohondrijskoj aktivnosti.
aDSHURQ +VS L] V N spaldebstack frotdihgndlazi se u citosolu stanica
kvascaSacclromyces cerevisia® RML MH NRULAWUHIDRDROP RXGRIORR. LVWU I
Do sada je poznato d&aliko je AaDSHAMQ GHOHWLUDQ UHSOLNDWLYQL &
XWURVWUXpXMH D VWDQLFH DNWLYLUDMX RréesirRcflRU VURG
usprkos obilju glukoz&oja je prisutna u mediju % XGXiL GD MH JOLNROLWLpPND D
GHOHWDQDWD VPDQMHQD WR ]1QDpL GD VH VWD QR MID [PIRQYUD M .
aktivirati oksidaciju masnih kiselina glukozuXVPMHUDYDWL X QHNL GUXJL PH'
MX PRaAH LVNRULVWLWL

Iz navedenih razloga u sklopu ovog diplomskog rada napravdjene LVWUDAaHQH GHOHF
snfl i zwfl u laboratorijskom sokoji MH LPDR GHOHWLUDQ JHQ |[D@A@DSHURQ
proizvodnjom sojeva s dvostrukom delecijom gehasp42' snfl te "hsp42' zwfl. Gen zwfl

kodira za enzim glukozé-fosfat GHKLGURJHQD]X NRML MH QBfesia@aQLML
WH MH SRND]DQR GD QMHJRYD SUHNRPMHUQD B&hWSUHVLMD
NRGLUD ]D NDWDOLWLpPNX SRGM ddgla@nihfréguiaiord Brgtabéliga N R M D
glukoze u kvascua ujedno i ortologkinaze aktivirane 5adenozin monofosfatonrAMPK) u

sisavaca. U uvjetima kada nema glukoze u mediju ili je ima vrlo malo, kinaza Snfl se aktivira
IRVIRULODFLMRP D XSUDYR MH 6QI $03. DNWLYDFLMD HVH
kojeje SULPLMHUHQR NRGVISRMN DN HKa @ BBIQRIY P XWDQDWD NR
je meoda inaktivacije genalelecijskom kaetom, a u svrhu njene konstrukciB GUHVyHQL
fragmenatiDNA V X U D]J teBtykdiGkim enzimima, XPQRAaHQL ODQpPDQRP UH



polimeraze(PCR, eng.Polymerase ftain reaction, SRYH]DQL SRPRAigazeri '1$
transformirani X NYDAapHYH VWspAQ Kékd bV $eidedtificirala aktivnost Snfl u

deletantu’ hsp42 mjerenagjrazina fosforilacije Snfl tehnikowestern blatNa svim sojevima
WDNRHBMHUHQD NR O L falstupanjkabracie@Rteirgiasinareaktivnin

kisikovih vrsta (ROS, endReactive oxygen specjde frekvencijamutacip. Za sve mutante

mjeren jH NURQRORANL LA tadRW Qrika2ahiM kekultati analiziferencijalne
HNVSUHVLMH JHQD GRELYHQH PHWRGRP NYDQWLWDWLYQH



2. Literaturni pregled

2.1 Biosinteza proteina i njihovo smatanje

Proteini su najsvestranije makromolekulstanicama opseg funkcija koj®@bavljajuzaista je

velik. Mogu djelovati kao katalizatori biokemijskih reakcija (enzimh)RGUHyYyXMX REOLN
strukturu stanicesudijeluju u transportu iona kroz membrapohranjuju druge molekule ili

ione SUXADMX LPXQRORANX ]DAWLWX Sirdjt! GtERQLH QAL WhID\DOW |
diferencijaciju, VXGMHOXMX X VWDQLPpQRM VLJIQDOdmmeri)MaL L VWL
SRVWRMH L PRWR tedufindjl b&iduRi 8hagu @dw N R M F L N &l pidteiad. Kol

LPDMX VOLPpDQ DPLQRNNWHOKQVIMN REDY®MBMXV OMpIDXX | XQNF
istoj obitelji proteina:

Regulirana biosintezaVv W D Qpr@t€niakKglavni je preduvjet za normalno Karoniranje
organizma. Y UKD JH Q HW L pjblskopakobinatildrdiv Bnfd proteina ugrom tipu
stanice X SUDYRP WUHQXWNX L X W RBid@iRezRpEotbidgpiefthbd® NROLp
transkripcija genai molekulu J O D V @NA KeRlg. messenger RNANRNA), posredovana
RNA-polimerazomNa ribosomuu proces kojegnazivamo translacijom, sekvenmakleotida
molekule mMRNA prevodse uredosljed aminokiselinai polipepticdl. Takav redosjed naziva
seprimarnom strukturom protein®ibosomiVX PDNURPROHNXOVNL NRPSOHNYV
L PDOD SRGMHGLQLFD D JUDYHQL VX R BaBterigkrihasQd L ULEF
PbLQH 6 L 6 SRGMHGLQLFD GRN VH HXNDULRWVNL VDVVW
SRGMHGLQLFD SRRWMRHPpPW HRR G E®WMIHEH. QQLFH WDORAaH NDGD VH
sila, odneno sedimentacijskog koeficijenta (Bukariotski ribosomi se odakterijskih osim
VWUXNWXUQR UD]JOLNXMX L SR VP Meél awdomexod>e@kxrist® U VW D

podgoje i mitohondrijski

=D XVSMHaQX ELRVLQWH]X SURWHLQD PRUD SUYR GRUL GR
dva kaaka, a katalizirana je enzimima koji se zarninoacitRNA sintetazgaaRS) U prvom
NRUDNX VH DPLQRNLVHO LQDUD NoW PKLQ D VSARTRKR kE XRh®R D F L O
X GUXJRP NRUDNX SUHQRVL (6@ transdel RKA LADINOAGHRNALS 1 $
VLQWHWD]H VDVWRMH VH R@& aktbadjD @rivékigeiekat@iRi@HQH NR M
esterifikaciju tRNA tesupstravezne GRPHQH NRMD RPRJXUXMddangUHSR]Q



pripadne tRNAPojedine aninoaciltRNA-sintetaze mgu posjedovati i dodatne domemer.,

domene za hidroliznepravilno aminoaciliranih tRNAeng.proofreadiry ili editing domaink?

Kao i transkripcija, proceW UDQVODFLMH VH PR&H SUR&ipWwlonpasiu NUR] W
i terminacijy a u skladu s tim postoje tri vezna mjesta za tRNA na ribosBri i E mjesto

Tijekom faze inicijacije, ribosomske podjedinice, mRNA i inicijacijska tRMéja nosi prvu
aminokiseliny stvarajukompleks U P mjestu na ribosomu se nalazi startni kodon AUG kojeg
prepoznaje SHFLILPpQD LQLFLM D FRMAMI DfMeRIRNAME) P IHivdciskal O

W51%$ MH MHGLQD W PhifedtbRibbEbMAEA faZdaddrgacijeaminoacittRNA se

YHAH X $ PMHVWR IQHR VR ERWHR B R P Lushhje@o¥EP, 2 pdlipeptidni

lanac se produljuje stvaranjem peptidnih veza4P Hy X D P L Q Réatiana®tRRDse
SRPLpH X ( PMHVWRHQBLQIDBERWRPRDVWXSD pLWDQMHEP WUDQ
MRNA SRPRUX |IDNW R,UDNV R Y8RVEM: R MW ]H LIPHYyX SROLSHSW
W513$% S U hbhoJsirfetizirani lanac disocirarfhosoma.Ovaj mehanizam je prikazan na

Slici 2.1.

vezanje \\ / stvaranje
aminoacil-tRNA

i it peptidne veze

Slika2.1. Pojednostavljenili KDQL]DP ELRVLQWH]H SURW Hihicjd2ijsietRNO® XV SRpL
u P mjesto na ribosomu. Zatim se amincadl51$ YHAaH X nd ribdddind.\D@&azi do stvaranja
SHSWLGQH YH]H L]PHYyX GYLMH DPLQRNLVHOLQH 3RPRUX HORQJ
mMRNA L GHDFLOLUDQD W 5rj$sty hla 1SoBsBmiiRHE XNOH PR & Hka@ripelR&E LUD W L\
BUHX]JHWR L GRUDyHQR L] > @



Bitno je ngpomenuti da se proces translacije razlikuje kod prokariota i eukariota u nekoliko
stvari. Kod eukariota, za inicijaciju translacije potrebno je nekoliko dodaimiijacijskih

faktora 7 D N R ykbtotskdd mMRNA nema nukleotidnslijed ShineDalgarno koji kod
EDNWHULMD R]QDpDYD PMHVWR YH]DQ MABRlgarto sekveiRyj@PVNH
NRPSOHPHQWDUQD VHNYHQFL X 6 U51% XQXWDU 6 SRGMF
nastaju vodikove vezé&od eukariota inicijacijska tRNA aminoacilira se metioom koji se

QH IRUPLOLUD D WUDQVODFLMD JKefaRiRNG&H SUYLP $8* VLJQL

U &L Ydtdhicama, novosintetizirani proteini se ne ntlazX OLQHDUQRM ,K&R®QIRUPDF
bi postali funkdnalni, poprimaju kompaktni 3@blik. Glavhu ulogu URGUHYLYDQMX WD
tercijarne strukture imaju kemijska svojstva aminokisel#tzog interakgja poput vodikovih

vezag aminokiseline stvaraju sekundarne strukture od kojih su najpozriatigyojnice i E

SORpH 7DNYH VHNXQ b Qsfijed/ WrofobNOAtiXili Hholathbsti ER p Q LK

ogranaka aminokiselina koje ih gradealje oblikuju u tercijarne strukture.

No, nakon sintezeY H i ISUQHRWHLQD QHUH RGPDK QDVWXSRoatdie QMLKR
specijalizirani proteinip L M D ]j® GEavoDpomagati i kontrolirati @grilno smatanje drugih

proteina D J]RYX VH PROHNR® Bupgdutnd D SvinJVRs@una organizama, od
EDNWHULMHOR PRDMHNGREUR LVWUDAHQH GYLMH YHUH VN)
ADSHQRMDQL SUHPD VYRMRM PR O78 NH$DY dbirehl pRigalokp ODQR Y
GUXJIX VNXSLQX pRrafeki id pn Hkupr@ b I dsi prisutni u stanicaa gdje je

stres izazvan podAHQRP WHP SHUDW XthaRwheStBhatkroRRIEANOLP aW RW H
proteine koji su denaturiraniusMHG SRYLaHQNMNRBR QHNPCSG UDWEXIWHH pDY DM X
smatanje proteina koji g&ije smatanjanorajuprvo translocirati kroz membranuStruktura,

QDpPLQ UHIXODFLMH & DRi&#jwjesQ apidanpddiaRid B.3X O RJD

ADSHURQLQL VX SU Rowsd hafrébhi kelkétrPoSofpidtaivalkoji ser normalnim

uvjetimane moguspontanosmotat. 3aRVWRMH GYLMH VNXSLQH AaDSHURQLGC
Skupina | i Skupina lIProcjenjuje se da normalnim uvjetimal0- VWDQLPpQLK SURWH
bakteriji Escherichia coli | DKWMHYD DVLVWHQFLM>XSkupXe/ Wandy aDSHU
GroEL/GroES, dok u uvjetimeemperaturnogy WUHVD WDNYX SRPRUO |[DKWMHYD
CikiXV YH]DQMD L pRi#&tS X AWPYOIWNVX *UR(/ *UR(6 D@GRVWHUL
vezanjemATP-ai njegovom hidrolizomKooperativnim vezanjem ATR na GroEL dolazi do

niza konformacijskih promjena koje uzrokuju asocijaciju s GroESSpPdD UHQ X RWSXawDbD
supstrata kidrofobnih regia u hidrofilne kaveze u GroEDakle, proteini koji nisu smotani se



Y H & Xawézekompleksa GroELkoji se zatim zatvarajlS RPRUX *UR(6 ASIRNORSFD?3
22)3 'UXJIX VNXSLQXSkipBally RIQQENID U L RW V N kojizsD Sur SIRbQeL Q L

LV WU D aKeQi(eng.OCRRL Ring ComplexMH HXND UL R WkMddrhplakskdjHse R Q L Q
sastoji od dva prstars RV D P U D] Ojedinice/Kald i 8dd &ompleksa GroEL/GroES i kod

TriC/CCT postoje faze izmjene otvorenih i zatvorenih stanja, a vezanje proteina u kaveze je
NOMXpQR |]D QMLKBY&R YRPDMAMHQMIRD WdeQdioxolnih proteina te
SURWHLQD NRML pLQHBKkiR&*WRVNHOHW WXEXOLQD

otvoreno stanje

£
domena

\
< intermedijera
ekvatorijalna |

domena

g%‘@
i
oo >
3 /
g, \g-.' tv tani \
GroEL (otvoreni) ' | anomRRaSIRne GrOEL-GIOES
Slika22. BWUXNWXUQD 4DSHURQLQD L] 6NXSLQH , .UL kowiie®@D VW U X |

GroEFGroES (desno, PDB 1PF9)stanknute su konformacijske razlikgodjedinica GroEL u
zatvorenom i otvorenom stanjBUHX]J]HWR L GRUDYHQR L] > @

8NROLNR VH SURWHLQL QH VPDWDMX S URRdpj@fairégdi®ailL 0H G
X R G U Hdjjeleyima stanice 7R PRaH X]JURNRYBWILME B RMXGWEO QLp QL
WUDQVSRUWX SURWHIHBR]QPXQROKAWR PVR¢aLEORMe RUIDQ
neurodegenerativne bolesti poput Huntingtonove, Alzheimerove i Parkinsonove belesti

dijabeteatipall PRJX SRYH]DWL V NURQLp QR PtaHilNi¥ &tesirdniM RP S R.

proteina’



223RUHPHUDM SURWHRVWD]H L XRELpDMHQL

+RPHRVWD]D SURWHLQD W]Y SURWHRVWD]D bisdtte2eD]|XP LM
SURWHLQD RGUaADYDQMD QMLKRYH NRQIRUPDFLMM WH GH.
proteostazisudjeluu PROHNXODUQRDADQGHURNH |]D GHIdp@EhFLMX SU
VW D Qadgey&d na stres (en§tressresponse pathwaysOni u sklopu mehanizama za

kontrolu kvalitete QDG]JLUX VPDWDQMH NRQFHQWUDFLMX VWDQI
interakcije proteina od treitka njihove sinteze na dalpesveX VY UK X R p XigralQostiD | XQNF

i stabilnosti proteoma

-HGDQ RG QDpLQD NRQWUROH NYDOLWHWH SURAMOEPD MH
procesasinteze proteinalo jeujedno ing EROML QDpLQ ]D VSUMHpPDYDQMH S
SURWHLQD L QMLKRYRJ QDNXSOM DspihbkakbHpbtevhHhaStégel U HAa N H
6PDWUD VH GD SULEOLAQR SURWHLQD VXGMHOXMH X S|
RVLIXUDOD XlecightstR kvalNeétR MWnastalinpolipeptida Pokazano je daekod
SURWHLQD NRML SRVMHGXMX YHUH KLGURIREQH UHJLMH \
R O D Nritddak@ad DSHURQQRD RVLQWHWL]LUD Q Rdtehdijdndétdradip aWR V!
agregataDakle, uslijed stresa poputW HP S H U D W XhEgatRrikepéoRjdrie energetskog

statusa ilnecGRVWXSQRVWL QXWULMHQDWD X VWDQLFL X SRMHG
endoplazmatski retikuluraktiviraju se kinaze koje signaiiaju da se treba smanjibrzina

translacije proteinatako RPRJXULWL a8DSHURQLPD YL%H YUHPHQD ]D GI

6OMHGHUL QDpPLQ NRQWUR@dofrédadingSpbvidstHenBEnva@iboadi D VH QI
tRNA-sintetaza. $PLQRNLVHOLQH VX UHODWLYQR PDOHQH PROHNX
razlike u strukturi na temelju kojih ih aaRS mogu vrlo precizno razlikovati. StoggaRS

UD]YLOH PHKDQL]PH SRSUDYND YODVWLWLK @BiRodd)-HADND N
adenilaw D QDVWDORJ DNWLYDFLMRP iRdi¢REQH sRid&ILQ@WMNLVHOL(
SRVWRMH GYD WLSD SRSUDYND SRJUH&A&NH SRSkbpPpaDN SRJL
odnosina hidrolizu aninoil-adenilatalL SRSUDYDN SRJUHANHN@GBENNRQ SULM

koji se odnosi na hidrolizu misacilirane tRNA

Trebanapomenuti da postagndencija da se krivo smotani i agregirani proteini lokalizivaju
zasebneodjeljke u stanici.7LPH VH SRNX&ADYD VPDQMLWL PRIJXUQRVW (
RAWHUIHQMD QD YdpaRipoX WM BRhXLQD G XJH Patlj&iMatidg®jel X VWD
postojanje mehanizam& RSUD Y N D rR aakim sudakpd/ddjeljkalako suu citoplazmi
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zapaaHQL Y U O R véikil sigiregati ¥eamiloidni segregatiN R M L ngtbp@ ¢ proteinske
naslage (engnsoluble protein depositdPOD) 6 WDQLFD SRPRUX &®$HHURQD +\
ulogu disagregaz&) D]GYDMD SURWHLQH L] RYLK WRNVLPQLK DJUH
SRQRYQRP VPDWDQM XzXbitsjRRBHv0 i A&pSoHkaji Re@l&relu blizini IPOD
a.Za regulaciju odgovora na temperaturni striestoplazmizaslX & D @amdHkipcijski fiktor
Hsfl, SRpHMGHOQWLILFLUDQ Drosophia/meranhbgisiedin&tia se da uslijed
WHPSHUDWXUQRJ @aRND SRJUHAQR VPRWDQL SURMe&atLQL VLJ
shock response X XYMHWLPD NDGD QHPD V Wadnpeks stHgp90Mdk up Y UV W |
XYMHWLPD WHPSHUDWXUQRJ VWUHVD +VS RWSXawbD +VI L
$NWLYLUD VH L YHOLN EURM &aDSHURIeatshpcRrEeivdHOML SURW

U sisavaca endoplazmatski retikal odgovoran jga smatanje i gaijevanjeproteina koji se
LIOXpXMX YDQ VWDQLFH LOL JUDdbm& HERUOWBINmiaRR ML pL Q
HQJLPL NRML VXGMHOXMX X VLORWAJIHEFQLKJD @ WL QXVM
6SUMHpPpDY D QM Htag)R grotélriaQ Ridowe R@egacije u ovom odjelgaivelike je
YDAQBDWMH L RYGMH UD]J]YLMHQ VSHFLILpD QPER¥MWDY RGJF
unfolded protein response .DR RGJRYRU QD SRJUHAQR VPRWDQH Sl
transmembranski reptori ATF6, PERK ili IRE1 i prenose informge iz ER-a u citosoli
jezgru]ERJ pHIOB RIUL GR D N-®Wavékd ddlnsiveldehd Beceptora inicira nizvodni

put prijenosaVLIJQDOD &aWR UH]IXQWOUPL Y DQRMNRMLIGRVHWL]LUD
SRYHUDQMHP Ndx8§8 &hatamjeHbhitEindebsada postoje dva modela aktivacije UPR

a. PremaprvomQHVPRWDQL SURWHLQL VH YH&aX GLUHINM@W@®R QD WU
njegovuGLPHUL]DFLMX LOL ROLJRPHUL]D FPrghxa dklgors Radew H G L p Q
aDSHURQ %L3 L] RELWHOML SURWHLQD +VS YH]DQ MH QD
nesmotanih proteina u ER ne nadilazi pragakontoga UH VH %L3 RWSXVWLWL aw|
receptor i UPR.

U mitohondrijima odgovor natresje mitohondrijskiUPR™ i njegova aktivacija rezultira
SRYHUBDIQRBUHVLMRP PLWR KBQtGI$pEIM &M S K UBROCGNMOUIRO KD S
GRYH GR JXELWNDndjaQNRMMH IR LRADRKRXMH X JXELWNX LOL VF
potencijallarH]XOWDW (H ELWL DSRSWR]D LOL XNODQMDQMH RA&V

autofagiji, a koji se naziva mitofagijom.

Dakle, ravedenim UPR!, UPRR HSR, oxSR (engoxydative stress respornse drugim

odgovorimaSRPDaH VH X ]DAWLWL SNR OiH&a¥IMhRGIk&IR Vrsta, D Q H

JUHADND X ELRJHQBRAMBQRWHWIL QCL MR N |BRNOWeH iBt&kRutl Riav X UD P D
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NHXVSMHEQR XNODQMDQMH SRJUHAQR VPRWDQLK L DJUHJLU
S RV W RukkEidnkalKih proteinate propadanjem stanic6 WRJD NDGD Qdpfdwiti PRJX UH
RAWH QHDQYMHKSLW GMDQBHORYR® PHKDQL]PD ]D UD]JJUDGQMX
proteina. Ubikvitinproteasorski VXVWDY 836 WHPHOML VH QD SUHSR]QD
SRPRUX NRPSOHNVD PROHNXODUQLK &aD S H bariribprotethH ]| D Q M X
1DNRQ R]QDpDYDQMBURWIHDWIRWPL GRIHSR]QDMH plote@HJIJUDG L
Proteasom se aktivirdc QW HUDNFL M D P D rnih] fedinica udidalr XqjibseV kalazi
SURWHROLWLpPNL DNWLYQR PMHVWR 'UXJL QDpLQ UD]JUDC
XQXWDUVWDQLpQL SURFHV X NRMHP VH PDNURPROHNXOH L
su vezNXOH NRMH VDGUaH PQRAWYR UD]JOLpPpLWLK KLGUROD]L
SURWHROLWLpPpNRP UDJJUDGQMRP RG RAWHUHQLK SURWHLC
VORERGQH DPLQRNLVHOLQH NRMH VH ]DWLP RWsBIAWDMX X

novih proteind.



232GDEUDQL PROHNXODUQL aDSHUROQL

2.3.1 &aperon Hsp90

Hsp90 jehomadimerna molekula koja je potreba za stabilizacglktivaciju brojnih proteina
esencijalnih uvV W D Q pupe®im&poput putaprijenosasignala.Smatra se da u eukariotima
Hsp90sudijelujeu pravilnom smatanju preko 200 proteidNjegovaaktivacija je regulirana
konformacijskim promjenama induciranin Aidm, kc ADSHURQLPD L SRVWWUD

modifikacijama®

BWUXNWXUQR VH PR agiraxay hisddviinaza i Xiul NipeFan@lixi ATPazd.

Hsp90 postoji u citosolu, jezgri i nekim organelima eukariota. U citopdRiY Mélmhazi u

obliku dvije izoforme, inducibilnoj Hsp9Di konstitutivhoj Hsp9Eformi, a u citosolu kvasca

u obliku Hsp82 i Hsc82% LOMNH SRVMHGXMX GRGDWQH L]JRIRUPH FLW
SDWRJHQD L 10XNV8XDUFLIMPH D)L R B RuM_ritBhardriBria RTRAR1),
endoplazmatskom retikulumu (Grp94) i klorogiag. Hsp90 ima NterminalnuATP- Y H] X M X U X
domenu, srednju domenu (emMg-domain u kojoj se nalazgezna mjesta za ciljne proteine i

ko- 4 D S Hid Behhinalnu domenw apo stanjystanje u kojem nije vezan kofaktd#sp90

poprima otvorenu konformaciju -gblika. Vezanjem ATFRa na Nterminalnu domenute

proteina klijenata na Milomenudolazido staranja intermedijarnog stanjal\PDWHUOH VWUXNW
promjene vode do zatvorenog stanja u kojem-fedshinalna domena dimeriaina i asocirana

s M-domenamau kojem dolazii do hidrolize ATRa. Nakon hidrolizeATP-a N-terminalne
GRPHQH GLVRFLUDMX GR@DH OGR+R¥SXaWDNQuzbdENX3 VYRM:

konformaciju? (prikazano na Slic2.3.)

Hsp90 ima ulogu u kontroV WD QLpPpQRJ FLNOXVD KRUPRQDOQRM VLJIQDC
VWUHY L VWRJD MH MHGQD RG NOMXpQLK NRPSRQHQDWD X
SR]QDW L SR WR Pidpl&ks¢iRi popr&/RUBINA XtNrtskociji | procesiranju RNA,

a pokazanojeL GD RODNADYD RGUADYDQMH WHORP kddltiraVH GD \
VPDQMHQRP RINmélaxaQd&R@Eitnker, mznati proteivV NL NOLMHKWI0§D SHURQ
WXPRU VXSUHVRU S S Dzavadvoi 8hStumorskifi@mve W D
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ATP

otvorena konformacija zatvorena konformacija

S

kvascev Hsp90

ADP, Pi

Slika 2.3. Kristalne strukture Hsp90 iz bakterkecoli (HtpG) u otvorenoj konformaciji, lijevo (PDB

,24 WH NYD&apHYRJ +VS X |JDWYRUHQRM NR@iIRIbaPDmRdnMje GHVQI
prikazana plavom, Miomena zelenom, a-QVHUPLQDOQD GRPHQD Eé&uikbQpDVWRP
GRUDVHQR L] > @

ADSHURQ +VS

yODQRYL RELWH O sattojs seRodAimih8ine- doBienga veanje nukleotida, te
C-terminalne domenga vezanje supstrata.-tdrminalna domenae sa®ji RG GYD UHAaQML
RGQRVQR GYLMH SRGGRPHQH L]PHyWHNRHA Bof@sa @2adjp ]L SUR
peptidnogsupstrata se sastoji od poddomenebliku EVHQGYLpD WH SRM®ORSFD >
heliksa. Supstrat VH Y®®H RYX GRPHQX SR R/BzaXvanRI& LWaRalYoliK
LQWHUDNFLMD L]PHVX KL G B&akBjgkiXxlkkis B$ppiQdaKle RIPbEam N D

L UHJXOLUDQ aDSHURQLPD L] RELMHHIRWPL pYS VPRWRQLL L'Q
smotani eptidnisupstrat dnesen jeQD +V S NRML LPD YH]DQ $73 SRPRUX
kofaktora, zatim dlazi do zatvaranja poklopeadomeni vezanja supstrataidrolize ATRa,

odnosnoR W S X & W BaQOdMMarafije3poklopca i 6 O R E Dpgminbbsupstréa inducirano

je ponovnim vezanjem ATFD pLPH VH |[DWYDUD FLNOXYV
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2.3.3 &aperomHsp26 iHsp42

aDSHURQL +VS L +VS SUL SéatsbogkxotBmal(étddroaMheaPdhaid Q L K
proteins sHsp), a nalaze se u citosolu kvaSeecharomyceserevisiae Molekularna masa

Hsp42, prema kojoj je i dobio ime iznosi @23 Da.Hsp42 i Hsp26u ATRQHRYLVQL aDSHU
NRML VX SRWUHEQL ]D VNXSOMDQMH SROQMABR WP RE DR ¥ K
na mjesta gdje se takvi kompleksi mogu sdiminati.’* . DR NRG VYLK aDSHURQD L] VI
NRG +VS SRVWRWHUPHQMDXRID &G RPHQD NRMD SRND]XMH Yt
proteina Dkristalina. NONWHUPLQDOQD GRPHQD +VS MH QHRELPQR G
homologiju s domenamastalih sHps. Upravorpko Nterminalne domene Hsp42dtijje na
proteineNL +VS QL +VS QLVX VSHFLILPpQL NDGDDMEBEAX GRWIHQ
dadWLWH SURWHLQH X UDVSRQX PRBRENXOVNLK PDVD RG G

Za razliku od Hsp26 koji djeJa uglavhom pri uvjetima temperaturnog stresa, Hsp42 djeluje

pri svim temperaturnim uvjetima, odnosoio je konstitutivno aktivarNavedeno jei skladui

V R S D &tHuRturRim promjenama SUL WHPSHUDWXUDPD L]&Bt&nu f& +VS
strukturu ikompleks od 24 podjedinice disocita dimee pLPH VH DNWLYLUD QMHJRY
IXQNFLMD ,VWUDAHQR MH SUROD]L OL L +VS NUR] NRQ
WHPSHUDWXWDPD DOL QL QD f& QHPD ]DSDaHQl§aSURPMF
VH PR&H |DNOMXpLWL GD &4DSHURQVND IXQNFLMD +VS
promjenama>® | vV W URD #HHQXWMHpPpH OL G H O HHEi2BliBisph&eRsRrésiiG 4D SH
onogdrugog a WiRvebleRopromatrafem ekspresijskogrofila Hsp42 u sojevima kezau

kojima je Hsp26 bio deletiran. PokazardH GD QHPD ]Q Dap ®3VORRVIQRW RIRI& D W |
] D N O Nexhnpvedéehada, iako je regulacijasintezesHspova ista oni nisu ovisnijedan o
drugome.2GUHYHQL VX L RPMHUL H\RORENHLWS XYMHWLPD X VWDC
sedajedDSHURQD +VS SUSIXYWWIY YR AHD RG HWS D SUL WHPSFH
prisutno ga jep DN SXWD YLI3H RG +VS

8VSRUHYyHQD MH PRUIRORJLMD VWDQLFD GEVOMHEIRWPWRED L
VNHQLUDMXiUH HOHNWURQVNH PLNURVNRSLMH 6(0 L XWYL
uvjetima temperatuoy stresa. Morfologija je odgarala stanicama koje su izoH QH

dehidrataciji, starenjui@WH U H Q M L P DTdqjé& potrifin tbguHROMV EHSS LPDMX X |DawlL

homeostaze proteina u kvassue@revisiae'?
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241RYD XORJD aDSHURQD PHWDEROL]DP L ]D&W

Poznatoje da PROHNXODUQL aDSHURQL NRQW hoRoSiht&tibrsthh L RGU
proteina ada jesam procebiosintezeproteinauskopovezan s energetskim statusom stanice i

razinom hranjivih tvari preko proteina mTOR (eMdammalian target of rapamyagnlipak,

RGQRV L]PHYyX SURWHRWWS XNV H YDU R ¥YMKD WI\BK (NRLFEER-DU VW U D A |
UHJXODFLML PHWD EdR Gddppdankta.P R HIAID Q L\WIAHM H Gjél Il VWWIR DNV E
VWDQLpPpQL RGIJRYRU QD prBteoRtarivizerQ Xomikasije FPGIMHDER O Lp N L
P U H & OkBliRo ona postoji

MTOR je serin/treonin kinaza kol NWLYLUD VWDQLpPpQL UDVW NDR RC
aminokiselina, faktora rasta i energetskatus stanice (razina AT®. Risutha je u dva
VWUXNWXUQR L IXQNFLRQDOQR UD]OLpLWD PXOWLSURWHL
(mMTORC1) i mTOR kompleks 2(TORC?2). Otkriveno je da delecija TOR1 gena u kvascu
produljuje njegov replikativh. ALY RW QL Y L M Hé&Ve Knltwveul idta¢iBriaQojNaYiesta

V UDSDPLFLQRP VSHFLILa@ilotuljLi©NXY. B & MMRRIGRPO REMjek. ALY RW
Pokazalo se daaktivacija mMTORC1IVLJIJQDO QR J S KiveibteBIRiMtBis®PW R DNWLYLU
odgovor na stres6 GUXJH VWUDQH RJUDQLpDYDQMH KDRAOQMLYLK
VPDQMXMX VLIQDOL]DFLMX SXWHP P725& 'DNOH PR&H VH
VWDQLPpQRJI RGJIRY RU D ki Bignamit piéval dvestnjerbeE daGianjena
signalizacija putem TORD SURGXOMXMH &% RWQL YLMHN NYDVFD

Postoji i petpostaka da se modulacijiofN ROLPLQH QHSUD Y LLAD®R P\RARIWXDOMDNM K F
QD PHWDEROL p Stahid) Kaw Lna@irovidrdrijsku aktivnost, a kao posljedica toga

PRE GRUL GR P RrRgikatitid@®ALWRjeRdkJdascarad grupe drsc. Anite KrL & N R

u postupku recenzje 3SARND]DQR MH GD MH RGJRYRU QD VPDQMHQX N
proteina XVOLMHG SUHNRPMHU®QR SHLNS UHYRWHSDDSRMR QMH MD
odgovora nasmanjenu razinglukoze (engglucose starvation Karakterizira ga smanjena
JOLNROLWLPND DNWLYQRVW L DNWLYQRVW FLNQxkvd OLPXV
PHWDEROLpPpNR VWDQMH QDVWDM B RMERtMUGHSHIB BhDIESMLL Y DF L M |
kinaze UDG JUXSH GU V posthkl \cenzijgTodNigx0 bitidokaz da stanice

mogu aktiviratiodgovor srodarodgovoru koji nastaje uslijed nedostatiakozei u uvjetima

kada glukoze ima dovolincdWR S DN | &@éhcen@dpu Mébaciti na drugi izvor ugljika,

npr. aktivirati oksidaciju masnih kisellna8 WYUyYyHQR MH L SURGXOWMHQMH
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NYDaAapHYLP VRM&YVY KPDD JFrdkeRNRHB eksprimirania koji potpuno ovisi 0
PHWDEROLpPNLP SURPMHQDPD L]D]Y(Ea®dripeIIRE Ri@eMEDIDNRHP S L

u postupku recenzije

1DGDOMH QDNRQ &WR VX LVWUDAHQH SURPMHQH X VRMHY
LVWUD&AHQR MH L aWkR kdiHMGURsIRrjdhu Xi 1B Hgublpnu funkciju
QHNRJ RG 4DSHURQD

Naime, ueukariotskoj stanici postoje zasebni odjeljci poput-&Rmitohondrija, jezgre i

citosola u kojima postoje nezavisni putevi odgovora na gubitak proteostaze. Neki od tih puteva
opisani su u poglavlju 2.2. No, postavlja se pitanje kakve posljadicazinicijele stanicema
JXELWDN SURWHRVWD]H X VSHFLILPQRP RGMHOMNX QD
mitohondrija, citosolai ERD 5H]XOWDWL SRND]XMX GD JXELWDN VYDN
obzira u kojem odjeljku se nalazio, inducira odgovor nassiszvanCORE (eng.Cross

organelle responseNRML XN O M X hiXdtddol® GitdhohBrijaH ER. To ukazuje na

QHNX YUVWX NRPXQLNDFLMH NRMD SRVWRML PHYyX RGMHOI
Nadalje, indukcija takvog CORE odgovora prodtUXMH L UHSOLNDWLYQL L NURQ
AWR XND]XMH QD QMH JiayeXli X®@ RHU KN Q B ASVWIRFNHR@/ RNVLPQRV

=QDN SURWHLQVNRJ VWUHVD X VYLP VRMHMELRID NRM B RPN
razina citosolnogd D S H H$p@D[u odchosu nadivlji tip. Nedostatak svakogR G aDSHURQD
uzrokovao je] QDpDMQR VPDOQMHWQME XWR REND XMH G DkogebhRW HR W F
VWDQLPQRP RGMHOMNX YR@&XGRUE DD VH B RVEUR ®G MMDLNLV L
zbog smanjenanase mitohondrjag PHWRGRP SURWRpPpQH FLWRPHWULMH ¢
promjene umasP LWR KR Q G U L N\DIM H2 8 R VR B D aeialzihelA TWde DAl dtif$ Kpm

sojevima, dok surazine reaktivnih kisikovih vrsta ostale nepromjenjeneD N R jeH U
pretpostavleo GD MH GR VPDQMHQMD UHVSLUDFLMH PRJOR GRI
respiratornog lanca. Uzgojem sojevanediju YPEG (3% etanol, 3% glicerol) u kojem su
sposobne rassamo stanice kompetentne za respiracipk one s defektian u respiraciji ne

mogurast, SRND]DQR MH GD QHPD UD]JOLNH PHYyX VRMHYLPD ]JER.

respiraciji nije rezultani defekata u respiratornom lancu kod delecijskih sofeva.

2SDAHQL SDG X UHVSLUDFLM Howr R \&kspfesl Déva Mdil d@liuU HQ M H
nekolikoputeva odgovora na stres, poput mitohondrijskog retrograoddggvoa, ERADa te
citosolnogpdgovoa QD WHPSHUDWXUQL aRN 5D]JLQH +VS WH +VS
razina citosolnog Hsp26 jE L O D SIRJ€éledj€kibh sojevim&
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2YD QHGDYQD LVWUDALYDQMD VXJHULUDMX GD @4DSHURQL W
PRJX SRGH&G&DYDWL L RVMHUDWL UD]JLQX JO Rdkdzahb eRIE QRV QR

blagiii XPMHUHQL VWUHV NDR &4WR MH GH O HifddshDdRHNRD @ GKE D
putevaodgovorD QD VWUHV YHU VDPR &25( RGJRYRU 1DIagiRVOLMH
VWUHY SURGXOMXMH ALYRWQL YLMHN IQ L Q/GNXFH. W [3 RWRBDPHDLY D

starenja?®

2SLVDQL UH]XCRNDXWLVBR®PREXR SR]QDWKRPOIRVWBDDIS ISURQ/ H L
]JDAWLWL R

njihovu potencijalnu ulogu u metabolizmu, mitohondrijskoj aktivhosti W H

SURWHRWRNVLPQRVWL
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2.5Kinaza Snfl: ulogaaktivacija

KvasacSaccharomges cerevisiagegulira ekspesiju gena, metabolizam i rastodnosuna
UD]J]OLPLWH VLJQdrdgfisuirjosk ¢NUR@2¢. da@ucira ekspresiju nekoliko gena koji
NRGLUDMX ]D JOLNROLWLpPNH HQ]LPHgluddz& R R RIPXO® HD SRIARANH
L SRWLVNLYDWL HNVSUHVLMX YHOLNRJ EURMD JHQD XNOM
ugljiika, genekoji kodiraju proteine koji sudjeluju u glukoneogenezi i respira€gj procege

QD]YDQ ASRWLVNEYDQutosetepeséi®i REHQWLILFLUDQR MH QHNEF
sudionika takvih procesa, a jedan od njisgein/treonin proteikinaza Snfl (engsucrose non

fermenting protein kina3e] D pLMX NDWDOLWLpPNX S RStaMite ®djeQastuXi NRGL U
PHGLMX NRML VDG Wiadzu $afIXINiRaKKvnoi DéfoXforiliranom oblikiKada

razina glukoze padne Snfl se fosforilira na aminokiselinskom ostatku Tha2i@latkom

glukoze u medij Snfl sgonovnoinaktivira defosforilacijom® 6 LVDYpHY KRPRORJ NLQTC
se DNWLYLUD SRYHUDQMHP VRPNMR WD GPBUSH/ I DA QMPEWDQLPQ
.YDé&h kinaza6Ql QLMH DORYVWAMPlomNal npAhdaktivaciaipQVDNR y H U
korelaciji V SRYHUDQMHP R Piripatid SHIOQVIRK Gbitelji proteina'’8

Kompleks 6QlI LPD VWUXNWXUX KHWHURWU L Bgaodijddinicé,DiVWR ML
D O W H UBpbidizdinicé Bipl, Sip2 i Gal82, tipodjedinice, Snf4.DR 4WR MH YHU VSRP
ak WLYDFLMD NDWDOLWL p Njeva SésBriaeljG laqihdkidelirskbtpstdtkek W

7KU AWR Mukb RONIM KiRa@aimd i protefosfatazom RegGlc7 28

'DNOH NLQD]D 6QI MH SRWUHEQD |]D DGDSWDFLMX VWDQLF
alternativnih izvora ugljika poput sukroze, galaktoze i etateaktivacija Snfl je potaknuta

L QHNLP GUXJLP SURPMHQDPD X RNROL&X NRMH LLD]JLYDM X
odnosno natrijevih litijevih ionate oksidativnogstresa® ,VWUDA&LYDQMD VX SRND]D
Snfl sudjeluje i u odgovorimanateeHUDW XUQL VWUHYV SUL pHPXKeaiRVIRULO
shock factor L SRVSMHaAXMH QMHJRYX DNWLYDFLMX

Dokazanoje da kinaza Snfl ima veliku ulogu u sintezi glikogena jer je potrebna za
defosforilacju i aktivaciju enzima glikogesintaze, Gsy2u uvjetima kada su izvori hranjivih
WYDUL R.POIKRAQIbB#IQ|E kinaza Snfl negativni regulator aktivnosti prvog enzima u

sintezi masnih kiselina, acettoA-NDUERNVLOD]H pLPH |]DSUDYBMLQKLELL
navedenog, sudjelujeiuodg®VUX QD VWUHY WDNR &Rktdta Msh2 XSt D ORN D (
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s kinazomTOR. Glukoza aktivira kinazu TOR koja inhibira dseforilaciju Msn2 i tada se
OVQ ]DGUADYD X FLWRRBRUNGR RegRti@rihHeQwatord (régili hxk2 ')
kinaza Snt je abnormalno aktivha u stanicama koje rastu na glukozi i inhibira uvoz Msn2 u

jezgru tijekomgladovanja zbog manjka izvoualjika.l®

IDSRVOLMHWNX pL Q L u\pbve@aDosiinhetaboXzGdildtarehiM fér prekomjerna
ekspresija Snfl teedostatak Nniristoilacije podjedinice Sip2 promoviraju starenje, dok
RGVXWQRVW SRGMHGLQLFH #Ql SURGXOMXMH ALYRWQL YL

Visoka razina glukoze Niska razina glukoze

S Pak1

Snf1

Neaktivni oblik Aktivni oblik

Snf4

Slika24 3 UHGORaH Q LovisReGaKi@acDkiiaze Snfl. U prisutnosti visoke koncentracije
glukoze, kinaza Snfl je kompleksu s proteinom Regl koji urkpleksu sa Glc7 defosforilira ostatak
Thr210 u Snfl. U prisutnosti niske koncentracije glukoze lPsikara kompleks kinazom Snfl i
fosforilira ju na ostataku Thr210. U aktivaciji kinaze Snfl direktno sudjeluje i igedpedinica Snf4
koja je u inteakciji s regulatornom domenorUHX]J]HWR L GORUDYHQR L] >
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2.6 Enzim glukozab-fosfatdehidrogenaza

Enzim glukoza6-fosfatdehidrogenaz¢G6PD) je citosolni enzim koji katlizira prvi korak
puta pentozdosfata, odnosno reakciju oksidacije gluk®s-IRVIDWD SUL pHPX GRC
redukcije NADP u NADPH.

D-glukoza6-fosfat + NADP" — 6-fosfo-D-glukono- @akton + NADPH + H*

MeWDEROLPND DNWLYRRNW B XWDL ISHY WRID QR Rstéhid®/ DER O L |
Prva reakcija oksidativne grane ppentozal RVIDWD MH LUHYHU]JLELOQD L RGU
NADPH koji nastaje ovom reakcijom imgD aRA@RJX X |DAWLWL VWDQLFD RG R
Glukoza6-fosfatdehidrogenazae nalazise ugotovo svimvrstama XNOMXpXMXidL L pRY
Nedostatak ili smanjenarazifra3' X OMXGL X]JURNXMH EROHVWL SRSXW D
KHPROLWLpPpNH D QehRPAUMNHHLNG DA DPHKY KRPRORJ KXRaRQeRJI JHQD
njegova ekspresija u kvas&onstitutivhaaktivnostproteina G6PDe inhibirana molekulama

NADPH i stimulirana procesima koji smanjuju citosolne raAi#&PH. Nul-mutanti za gen

zwfl imaju smanjenu otpornost na oksidacijski stres, smanjenu razinu NADPH, smanjenu

iskoristivost izvora ugljika tetsauksotrofiza metionir?%2

Glukoza6-fosfatdehidrogenazanDMpH&aUH LPD VW U KohskaddinderigacipidUD D
podjedinica nastaje tretramieaio X V O X p D MGERD ¥ X3 & N\HJ uRktuna e ikxazawan U
na Slici 2.5

Slika 2.5 Kristalna stuktura ljudske glukozé-fosfatdehidrogenaze u kompleksu sa glukéza
fosfatomodUHYHQD GLIUDNFLM Rria Kidtal\W Bl HRO/ N IKM B WHHOIHWR L GRUDV
iz [22].
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279H]D L]PHyX SURWHRVWD]H L VWDUHQMD

6WDUHQMH MH VMWRMD YW O $MR FFHYVR JU H Vdam@iltkivi&E LW D N |
tijekom vremenalUnazaddesetakgodina JQDQVWYHQR SR G U XpWNHU DidRLIMYHD QVMA
molekularne osnov&d/ WDUHQMD GRaAaLY M HeddR plukiazaloHi®deMizing Bx&dhjd G D N
PRaH Kekanttolirati PRGLILNDFLMRP JHQHWLPNLK SXBWHYY HQRLR!
je da postoji nekdto ]D M H G QRIEPLNO $alrbajBIBsvim organizmima neka od njih su:
JHQRPVND QHVWDELOQRVW VN WbbinleieliSfivhkeijavnitahenBriifgl) D HSL
LVFUSOMHQRVW PDW Lho@dostaxeWwrBx&#FD WH JXELWDN

Starenjem stanice u pRLWRWVNRM ID]JL JXEH NRKp@& tsedR&OOVadgiDG UDY
proteostazomdolazi do pojave nepravilnosti u translaciji, snesog regulat MH aDSHURQD
gubika IXQNFLMH PDALQHULMD ]Dsi@ kbdd) PCGOFMM& SBRWHLYDQ F
okisidacijskog stresaQDNXSOMDMX VH R aW . Haakiyme KsSBove RFPeRENG N X O H
Reactive oxygen specjefROS) nusprodukt su aerobnagetaboltma i oksidativne
fosforilacije, a centar njibve proizvodnje su mitohondriji2QH PRJX X]JURNRYDWL R
nukleinskih kiselina, proteinailipid &¥éiRjerezultira abnormalnostimanyihovof VWD QLPp QR M
funkciji. Postoji nekoliko vrsta oksid&nih modifikacija koje su inducirane reaktivnim
NLVLNRYLP YUYVWD RjiDje karipmidtiaR@ieiDskonkarbonilacijomformiraju
seDOGHKLGL L NHWRQL PHKDQL]JPRP RNVLGDFLMH ERPQLK O
.DUERQLOLUDQL SURWHLQL VX PDQMH DNWLYQL PDQMH V
aminokiselina na svojojSRY U &8)QE&X UL GD WDNYH PR@rbKujiNdubitalmH SUR)
njihove strukturne funkcije, QLM H Q HaRER.Y Q iRRiGaR & W H usleq Mddenja ima
AWHWDQ XpLQDN QD IX@RFHME YAV D QUFPHLSRIRIDKIDQVNH NDU
kod neurodegenerativnin bolesti, sistemske amiloidozeLaLuiQH GLVWURILMH

sindroma, reumatoidnog artritisannogihdrugih*
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2.8 KvasacSaccharomyces cerevisiaenodelni organizam u starenju

KvasacSaccharomyces cerevisildd HGQRVWDQLpQL MH HXNDULRW NRML L
LVWUDA&HQ JHQRP ]E R JEpdieribhidalingjpoEnatl Wdddrii dgéanizam u
molekularnoj biologiji. 1996. godine genom kvasca bio je prvi potpuno sekvencirani
HXNDULRWVNL JHQRP D EXGXuL GD VX PQRJL SURWHLQL L]
X YLALK HXNDULRWD LVWUDALYDQMD QD NYDKPLWDQLYIPQKI
procesa kod ljud®® Uz navedeno, uzgoj stanica kvasca je jednostavan jer se mogu uzgajati na
VHOHNWLYQLP KUDQMLYLP SRGORJDPD WH QLVX NRPSOLFLU
biti haploidi ili diploidi. Ukoliko su haploidi tada imajsamo po jednu kopiju svakog gena pa

MH GHOHFLMX VSHFLILPQRJ JHQD UHODWLYQR MHGQRVWDY
IHQRWLS LOL PHWDEROL]DP VWDQLFH 'LSORLGL RPRJXuUDY
PR4A4H GHOHWLUDWJMHGOINRRSLMWH SRHRWUHEDQ ]D UDVW LOL

te izazvati malene promjene u drugoj kopiji.

Tijekom rasta stanice kvasca prolaze kroz tri faze. Prva je logaritamska faza rasta tijekom koje
LP MH PHWDEROL]DP XJO®DUQRMJIDOIN ROIGWLIDINIRWBL JOXNR]H
stanice prelaze na respiratorni rast. Posljednja faza je stacionarna faza u kojoj se stanice prestaju

dijeliti, a metabolizam se uspora¥/a.

Kvasac se dijeli pupanjem (ergudding odnosno mitozom ili kiniranjem. Pupanjem nastaju

PDQMH QRYH VWDQLFH NUHUL NRMH VX JHQHWLpPNL LGHQ
Stanica se u prosjeku dijeli 26 puta, a nakon toga uffiire DVDF LPD GYD WLSD 4LYR\
UHSOLNDWLYQL JHQ HWERFARO/MNAEN LP LMW LPHNWDIW LLY QL AaLYRWQ
VWDQLFD NUHUL NRMH SURL]J]YRGL VWDQLFD PDMND RGQRV
VWDQLFD PRaAH SURUL .URQRORA&ANL ALYRWQL YLMHN VH PM
stanice koeVH YLAH QH GLMHOH VWNDQRLPHWRYKM DAFRRQR G Q&MY W
OQRJL PHWDEROLPNL SXWHYL PRIJX XWMHFDWL QD NURQROF
L XND]XMX QD IHQRWLS GXJRYMHDpQRV WTargétaf iapm$iND]D QR |
i put SnfLAMPK, odnosnoprotein kinazeNRMD RVMHUOD UD]LQPXORBXNRHH X
]JIDNOMXpLWL GD VH GHOHWLUDQMHP JHQD NRML VXGMHOXM
GRVWXSQH JOXNR]H PRAH SURGXORLRLY DIONRW R Q RALIM KW NG
VOXpDMX VPDQMHQMH NRQFHQWUDFLMH JOXNR]H QD]JLYD V
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3. Materijali i metode

3.1 Materijali i reagensi

Standardne kemikalije

Agaroza GigmaAldrich), akrilamid Sigmg, 2-aminc2-hidroksimetilproparil,3-diol (Tris)
(SigmaAldrich), amonijev persulfat (APSB{gmaAldrich), 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)
(Sigmag, 2',7-diklorfluorescein diacetatSigmg, etanol Kemikg, etidijev bromid Sigma
Aldrich), etilendiamintetraoctena kiselina (EDTAFI(ka), 3-fluoroctena kiselina igma
Aldrich), glicerol (Kemika), kalijev acetat $igmaAldrich), litjev acetat SigmaAldrich),
natrijev dodecilsulfat (SDSHsher), perklorna kiselina (PCA}emik3a, polietilenglikol 3350
(PEG) SigmaAldrich), propan2-ol (SigmaAldrich), sumporna kiselinakemikg, N,N,N',N*
tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigm3, tetrametilbenzidin TMB) (SigmaAldrich), Tween
80 (Sigmg, voda (AccuGENELonzg

Nukelinske kiseline, ezimi, antitijela i drugi proteini

S$OEXPLQ L] JRYHYHJ(NéW BRI BRA&ES Phusion HighFidelity DNA-
polimeraza i pripadni puferThermo Scientifi; restrikcijske endonukleaz&dd i Sall) i
R GJRY D OuiSvhxripufer (New England Biolas T4 DNA-ligaza i pripadni pufer
(Fermenta} zimolijaza 2000UZymo Research, primarno antitijelaza western blotPhosphe
AMPK DRabbit mAb #2535 ell Signaling Technologysekundarno antitijelaza western
blot: Goat antiRabbit IgG Abcan), primarnoantitijelo za tehniku ELISA ant-DNP rabbit,
monoclonal $igmg, sekundarno antitijel@a tehniku ELISA anti-Rabbit HRPGoat 1gG
(Jackson ImmunoResearchpkleotidne S R p H Wh@taldad, International Al

Boje

%RMD ]D QD QR ahked3tiektifig, LaeBmli (ISDS = 10%, Jglicerol) = 20%,
c( Emerkaptoetandl= 0,01 mol drif, Ibromfenolplav) = 0.05%), Coomassie Brilliant Blue
R-250) (MercK), Ponceau SSigmg

21



Ostale kemikalije
Inhibitor proteazaThermoScientifig, inhibitor fosfataza Thermo Scientific Hygromycin B
=50 mg/mL GigmaAldrich), Luminol reagensmmunoCruz Western BlottiantaCruz
Biotechnology) sperma losos#Singlestranded carrier DNA, 2.0 mg/mL(SigmaAldrich,
Bradford reagens (Coomassi@rilliant Blue G-250) = 0,1 g dri, JEtOH) =5 %, JH3sPQy)
= 8,5 %(SigmaAldrich), marker masdkB DNA Ladde(New England Biolahsmarker masa
Precision Plus Protein Kaleidoscope Standart3250 kDa Bio-Rad), dNTP smjesadCTP,
dGTP, dATP, dTTIP(SigmaAldrich)

Puferi

Pufer TAE ((Tris) = 40 mmol dn?, c(octena kiselina) =20 mmol dr?, ¢(EDTA) = 1 mmol
dm?, pH 8.0), pufer TEQ(EDTA) = 7.44 g dn?, ¢(Tris) =6.06 gdm?3, pH 7.9, puferTBS
(c(Tris) = 0.2 mol dm?®, ¢(NaCl) = 1.5 mol dm?, pH 7.4), pufer za elektroforezuc(Tris) =
0,025 mol dm?3, ¢(glicin) = 0,192mol dnt®, ISDY =0.1%, pH 8.3, pufer za prijenogsastav
koncentriranog pufera X0c(Tris) =0, @25 mol dm?®, c(glicin) = 0,19mol dm?, Jetano) =
96%, pH 8.3) pufer za odbojavanjgela ( 3ddH.0) = 70%, Imetano) = 20% 3Joctena
kiseling = 10%) pufer PBS ¢(Nad)= 1.5 mol dni®, ¢(NaHPQi) = 0,162 mol dm?,
c(NaHPQy) =0.038mol dm?®, pH 7.4) pufer sa zimolijazom (pufer PBS uz dodatak zimolijaze
60U iinhibitora proteaza 1 mmol df), pufer za lizu sferoplasta(§orbitol) =0.6 mol dm?,
c(Tris-HCI) = 0,01mol dm?, inhibitor proteazd mmol dm?, pH 7.4, pufer TBSTween pufer
TBS uz dodatak Tweea20 M 0.1%)

Hranjivi m ediji i podloge

Hranjivi medij YPD( Jpeptor) =20 gdm?, J NYD&apHY HI0gome D{ylwoza = 20
g dm®, otopljeno wedestiliranoj vodi) W H Nedrijiki medij saL-kanavaniom, kojemujedno
nedostaje argininc(L-kanavanin) =0,2g dnt®), hranjiveYPD krute podlogd Jfpepton) = 20
gdm3 JNYD&APpHY HNVWUDLgMkoza) = 20 g, Jbacto agdr= 24 g dnr,

otopljeno u destiliranoj vodi)
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Sojevi kvasacaSaccharomyces cerevisia@lazmidi

Divlji tip S. cerevisia€Y258) (Dharmacon

'hsp42(Dharmaco) VRM V GHOHWLUDQLP JHQRP ]D aDSHURQ +VS
'hsp42snfl VRM V GHOHWLUDQLP JHQRP ]D &DSHa&pRaQer¥S L JF
sklopu ovog rada

"hsp42 zwfl: VRM V GHOHWLUDQLP JHQRP |]D aDSHGfe@t +VS L
dehidrogenazuaapravljen u sklopu ovog rada

'snfl(Dharmacon: soj s deletiranim genom za kinazu Snfl

plazmid pAG32 &ddgeng

Komercijalni kompleti

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systefr¢mega |D SURpPL&AUDYDQMH SC
Wizard SV Geland PCRClea8S 6 \VWHP ]D SURDpLA&U bestikQj&fonk§a,QDNR Q

ATP Colorimetric/Fluorometric Assay KiBfo-Vision) za mjerenje ATR.
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3.2 Metoderada s DNA

3.211zolacija genomske DNA

3 UHNR QR U GtanibaXk@adeEuddntrifugiraneéd minuta na 350 rpm i supernatant je

uklonjen Talog stanicge resuspendirau 660 R. TE-SDS pufera iS U H E DtpikkrQubice.

Uzorci suzatimkratko vorteksirani i inkubirani PLQXWD QDNR@QVKHSIDRPLMHA&DQ
okretanjem mikrotubice i inkubirardodatnih5 minuta.Zatim je uzorcima dodao 340 R

natrijevog acetata i inkubirasu Q D . fnkubacija traje30 minuta do 1 sat prekinutag

QDNRQ SRMDYH POLMH p Q RieHitakdaguRclje\WwrbBtErRdion Kdaddlaciid H S R
proteina slijedi centrifugiranje uzorakau trajanju od10 minuta na 16 000.g600 R
supernatantaejprebD p HUhW&ve mikrotubiceSupernatantu jgodano 600 R. izopropanola i

S U R P hd&sa Dzorciinkubirani 10 minuta na sobnoj temperatugatim su centrifugirani

10 minuta na 12 300.¢/odenD ID]D MH XN O R Q MaioQ DNADToDjxd¥da@ M H

100 R etanolaw = 95%Kkaoji je bio pohranjen na f & ukorci sucentrifugirani 30 sekundi.

EtanRO MH QDNRQ WRJD SDAOMLYR XNORQMHEQQUIDNEBEWRP L V
dodano 60 R. TE pufera(sastav pufera jaavedema stranici 21) mikrotubice su trljango
naborDQRM SRYUALQL 8]RUFL '1$ VX ]DWLP LQNXELWDQL f
pohranjenna- f &

3.22/DQpDQD UHDNF|II®R SROLPHUD]H

/IDQpDQD UHDNFLMdng. PRYNeRIEU Ehhh reaction 3 &5 RPRJIJXUXMH
HNVSRQHQFLMDOQR XPQDaDQMHWWISEHKLINRQRAWH DR MH QDD
i DNA-polimeraze.8 UHDNFLMVNX VPMHVX SRWUHEQR MH -RVLP SF
polimeraze, dodati kalup DNA, dNTRYH WH S X | HroagNaziMdue ivie.GBibid PCR
reakcijatemeljise QD SRQDYOMDQMX FLNOXVD RG WUL NRUDND W
kojom serazdvajaju lanci, sljepljivanesSRpHWQLFD QD NRE&OUHKRHE@RWDUQH
SURGXOMHQMH SRpHWQLFD RGQRVQR VEDMetddd POODQFD N
NRULAWHQD M HuKléotidrhQljedoa@dMb6D i homologhis regijama uzvodno i

nizvodno od cilinog gena delecijske kazet&oja nosi biljeg otpornosti na antibiotiie za
SURYMHUX XVSMHEAQRVWL W WNIR@W R X RARMNRMLDWDLGE D AN YON
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Na Slici 31. prikazana je mapa plazmida pAG&2 kojeg je dobienadelecijska kazeta
PlazmidpAG32 iz bakterijeEscherichia colprethodno jeS U Rgmlpéeina protokoluVizard
Plus SV Minipreps DNA Purification System

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

Ampicillin o s 5
hygroB

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

Slika31. .UX8QD UHVWULNFLMVND PDSD kSN RIMID VNG U & I HIHHOF LM \RNW!
QD DQWLELRWLN KLJURPLFLQ % VH QDO D$hd(1B6) iSsl GBBNMW&ULNFLMV
YHOLpLQX SHpeUARNS 2 [3DP | D

Sastav PCR smjege bio:c X]YRGQD SRpHR®INFED QL]YRGQD SRpPHWQLFC
Pnol dm®, Phusion HighFidelity DNA-polimerazad,01 8 — pufer za DNA polimerazsa
magnezijevim ionimac(dNPT) =0,2 mmol d?, Jkalup) = Q J. Bklpni volumen
reakcijskesmjese bio je 50R.. Za umQ D & @idibgnihsljedova od 500 plixao kalup je

V O XgehdniBka DNA kvasca divljeg tipa za kazetu plazmid pAG32
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20LJRQXNOHRWLGQH SRpHWQLFH RVPLAOMHQH \S4dWDNR GLC
Sal, SUL pHPX MH SRVHEQD GRARRDXREXDOMHQ® WHPSHUDWX
baza (<5 WH PRJXUQRVW VWYDUDQMD VHNXQGDUQLK VWUXN
3RSLV SRPHWQLFD ]D XP Q DhbDdohhiisipdd @bt 5RO\ ddmieN BHEEW H L

3.1

Tablica31. 3&5 SRPpHWQLFH ]DetXiPpaEndidyiARa32 Kuj® ima restrikcijska mjesta za
enzimeSad i Sal i SR p H\&QAA®ID a D Q M td\b@NpIbiBMRoYoDNih s regijamazvodno i
nizvnodno od gena snfl genazwfl.

fwd

rc

fwdl
rcl
fwd2
rc2

fwdl
rcl
fwd2
rc2

kazeta

ATGATGAATTGGAG CTG (Sad)

TTC TGG CAG CAT GAT TTG ATA TCG
zwfl

TGC ACC TGT GGC AAT TAT TCG GC

CAA CAATAATAG TAG CGC TAC TG

U tablicama3.2. £3.4.napisanisu3 &5 SURJUDPL NRML VX NRULAWHQL ]D 3¢
-HGLQD UD]J]OLND MH ELOD X WHPSHUDWXUDPD VSDULYDQML

zwfl.
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Tablica3.2.3&5 SURJUDP ] Ddetelijoke kat€) Mikeotidnih sljedova od 500 tmmologije
s regijomuzvodno(FRAGM 1) isregijom nizvodno (FRAGM?) od ciljnog gena snfl.

WHPSHUDMW trajanje ciklusa/ min | broj ciklusa

SRpHWQD GH 94 4 1

denaturacija 94 0,5 30

Sparivanje  FRAGM 1 55 1 30
SRpHW

FRAGM 2 56 1 30

produljenje 72 1,5 30

]JDYUAQR SUI 72 5 1

Tablica33.3&5 SURJUD P ] Ddeteliioke kat€) MiKleotidnih sljedova od 500 pb homologije
s regijomuzvodno (FRAGM 1) s regijomnizvodno (FRAGM2) od ciljnog gena v

temperatura/ f & trajanje ciklusa / min broj ciklusa

SRpHWQD GF 94 4 1

denaturacija 95 0,5 30

Sparivanje  FRAGM 1 61 1 30
SRpHW

FRAGM 2 45 1 30

produljenje 72 15 30

]DYU&EQR SUI 72 5 1

Tablica3.4 3&5 SURJUDP ] DdHeRiRKBKaRE. M H

WHPSHUDW trajanje ciklusa / min broj ciklusa

SRpHWQD GH 94 4 1
denaturacija 94 0,5 30
Sparivanje | KAZETA 47 1 30
SRpHW
produljenje 72 1,5 30
]DYUEQR SUI 72 5 1
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3.23 Elektroforeza na agaroznom gelu
8VSMHAQRVW XPQDADQMD IUDJPHQDWD SURY MAQdrBzOiD MH HC

gel W(agaroza)4,5 % pripremljen je otapanjem agarote u puferu Ti&&stav pufera se nalazi
na stranici 21)Uzorci volumena52. su SRPLMH@®PDERMWH |D QDQR&AHQ@IMH X]RUI
loading dyg¢i naneseni na geNanesen je i marker mas&b DNA laddeu volumenu od 3R

kojije WDNRYHU SRMLOHdelaDQ VD

*HO MH VPMHaAWHQ X DSDUDWXUX ]D KRUL]RQWINOAEX HOHNW
Elektroforeza je provedena pri 80 V u trajanju od 2&.detekcijufragmenateDNA na gelu
NRULAWHQ MH HWLGLNHY. ED R PR &Y XN RIMDLLR Rihki§empbuaXriQ X N O H
bPHPX GROD]L GR QM H SRIYeHnkubibaiR watbpifetitigeFdg Mrbimida 1 sat.

32 3URL]YRGQMD OMHSOMLYLK NUDMHYD SRPRuUX U

5HVWULNFLMVNH HQGRQXNOHD]H VX HQJLPL NigrMikirsffld HSR]QL
fosfodiestersku vezu okosni@NA na restrikcijskim mjestima8 JHQHWLPNRP LQAaHQWM
NRULVWH VH XJODYQRP UHVWULNFLMVNH HQGRQXNOHD]H W
odnosu na mjesto prepoznavarygesta prepoznavanija restrikcijskih endonukleaza tipa Il su
palindromski sljedovi koji imaju os sSM& ULMH GUXJRJ UHGD D GXJDpNL VX
I1HNH HQGRQXNOHD]H FLMHSDMX GYLMH QDVXSURWQH IRVIF
NUDMHYH '"1$ GRN GUXJH VWY DUD MXi P-H/WXWY &RHERHR NNIRCPNSHDYHHP If
4 nesparena nukleotickoji se nazivaju i liepljivim krajevim#

5HVWULNFLMVND UD]JJUDGQMD MH SURY B&HQIal, IRPRUX U
R G JR Y DGuiSMaxiuker (sastav puferac(kalijev acetat) 550 mmol dn¥, ¢(Tris-acetat) =

20 mmol dn?, c¢(magnezijevacetat) = 10 mmol drif) ¢(BSA) = 100 J PO S+ U

reakcijsku smjesu je dodana i BSA O/ R.. Ukupan volumersmjesebio je 50 R.. Reakcija
restrikcijeprovedenge LQNXEDFLMRP VPMHVH QD f& X WUDMDQMX R
inaktivaciiaeQ]LPD QD f& X WUDMDQMX RG PLQXWD
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3253URpLAUDYDQMH UD]JUDYHQLK 3&5 SURGXNDWD

IDNRQ UHVWULNFLMH 1UDJBidt@Waiz&&X S8 G& piddRCR Cleddp UH P D
System(Promega. 50 R uzorka jeunes@ou pLVWX PLNURWXBEEk edndkinERPLMH
volumenonkomercijalnogpufera za vezanje na membranu (évigmbrane Binding Solutign

=DWLP MH VPMHYD SREOBEQKHI®D SUR p LEaiDrimu@ Mad sdbndj Q N X E L |
temperaturda seoPRJX UL Y H]D Qliddilo jadcntrifugiranje u @janju od 1 minute na

16 J D WHNXULQD SURSX&WHQD NURjdaH® ZAODIQ QX MH
komercijalnogpufera za ispiranje membrane kajiD G U AL H Wiéndrre WesBdlution

i uzorci sucentrifugirani na 16 000 g 1 minuttPrethodni korakse ponovigali sa 500R- pufera

za ispiranje membrane te se centrifugjean 5 minuta na 16 000 gCentrifugiranje je

ponovljeno otvorenim tubicama kako biigpULR SUHRVWDOL HWDQR&@uU .RORQD
mikrotubicu i dodao je50 R vode osloboy HQ H Q X N OMuDI¢&se-te€\Watey. Uzorci

su nkubirani na sobnoj temperaturi 1 minutu i zatim centrifugiraa 16 000 g 1 minutu.
B3URpPLAUHQL IUDJPHQWL VSUHPOMHQL VX QD f&

326 /LJDFLMD SRPHdgexXe7 '1$%

DNA-ligaza je enzim koji katalizravWYDUDQMH IRVIRGLHVWieksin&lH YH]H
skupine jednog fragmenta i-fgsfatne skupine drugog fragmenta DNA te tako popravlja
MHGQRODQpPDQH ORPRYH X GYRODQpPDQRM PROHNXOL '1$ =
X JHQHWLPNRP L PHE&DM N HVNRigKaDdidsktcri$faga T4 koja povezuje

liepljive krajeve DNA nastale restrikcijskom razgradnjdm.

Jedna LJDFLMVND VP Mkhxi s\biljegdmaddpOrbosh ik higromicin, BE 31,9

Ry/mL, slijedaod 500 pthomolognog segijomuzvodno odyena snfl £ 26,5 R/mL, slijeda

od 500 pbhomolognog segijom nizvodno odgena snfl J= 31,4 R/mL T4 DNA-ligaze i
RGJRYDUDMXIiUHJ S-gaHufsBsthd pifera{T$is-HCI) = 50 mmol drt?, c(MgCly)

= 10 mmol dn?, ¢(ATP) =1 mmol dm?, ¢(DTT) = 10 mmol dri¥, pH 75). Ukupni volumen
smjese iznosio je 2@.. Ligacija je provedena inkubacijom smje@D f& SUHNR QRUL

Druga ligacijka smjesa bila je istog sastava s razlikom u koncentrslggda od 500 pb
homolognog s regijorazvodno odyena zwfl £ 28,1 Ry/mLteslijedaod 500 pthomolognog
sregijomnizvodno odgena zvil, £ 24,5 Ry/mL.
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3.3 Metoderada sa stanicama kvasca

3.31 Transformacija stanica kvasca

7TUDQVIRUPDFLMD MH PHWRGD XQRVD VWUDQH '"1$ X VWDQLF
stanica. Kako bi se ligacijske smjese koje GdJaH NRQVWUXLUR® hogleHOHFL M
WUDQVIRUP kv Btaviice XojahsfdZupg RM HQH VX S UH NsB&' Rsp42H N X O W X L
P/ <3" WHNXuUHJ KU D QadtavwRedlijge th&veddrDnatranici 21) QD , pi&
potreskivanje Sljedeli L G\DYIM HAL < 3je iRdklBlaMSUHNRQRUQRP NXOWXUR!
SUHNRQRUQH NXOWXUH UDVWPMIPBPHGEIMMHQ PMHUHQMHP DSV
Stanicesu skupljane&ada subile u eksponencijalnoj faziasta(ODeoo = 0,50,7). Po 50 mL

kulture u eksponemjalnoj fazi jecentrifugirano5 minuta nadl300g NDNR EL VH VWDQLFH L
a medijuklonio. Sanice suesuspendirane i ispirane25 mL sterilne destilirane vodispiranje

je porovljenotri puta italog stanica resuspendira 1 mLsterilne destiliran@ode Po 100R
VXVSHQ]JLMH VWD Q LuFmikrdMthicd) DAOER IhHj¢ HapsRomacijska smjesa
VOMHGHIUHJ VDVW D@ijevatetat) = 020¥ mol dify [sperma lososa) = 0,028

mg/mL, deionizirana voda. Ukupni volumen smjese je bio 3B8Na 100 R suspenzije
stanicadodao je 228 R. navedendransformacijske smjese i B ligacijske smjese, osim u
VOXpQMXDWLYQH NRQWUROH QH \gdjeG |¢ &dddan® 133® AL MV N X Vv
transformacijske smjes&mjese su inokulranesSUHNR QRUL QD awiRR EQtkM WHPS
centrifugirane30 sekudi na 6 000 g Supernatant je uklonjen, a talozima stamiodan po 1

P/ WHNXUOHJ KUDRadijaYtR $u stahice inkubirane VDWD Q Bmjesg&
WUDQVIRUPLUDQLK naweeRiilrte YPD YodoDa4fiauywbQdde je navedema

stranici 2) koje VDGU&H DQWLELRWEROIKRIMLRPQ RdaBtapbcama su
LOQNXELUDQH Q De ragt &olanifa kMagaeb@jekbm nekoliko dana.

SUHNRQRUQH NXOWXUH VX GRELYHQH LQRNXODFLMRP PHGL
Kulture su inkubirae Q D f & SUHIKX poti@dRivdnjel] SUHNR QR U @elzEtidli XOW X U
izolirana genomska DNAremapostupkuopisanom na stranici 28ako bi se proveo PCR

prema postupku opisanom na stranicam®2@4. DR NRQWUROD NRULaAWHQ MH V
oba soja'hsp42'snfli'hspd2 ]ZI NRULAWHQH VX SFKorinamdQ)LeHengG HQJ
Reverse complemedtnavedene u Tablici 3.2.Rezultati PCRa provjereni su elektroforezom

na agaroznom gelorema postupku opisanom na stranicama 26 i 27.
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3.32 MjereneNURQRORA&ANRJ ALYRWQRJ YLMHND

P/ WHNXUHJ <3' PHGLMD MH LQRNXOLUDQR V MHGQRP NYL
kultura je inkubiranaQ D f &oixelskivanjeKulture su uzgojene do stacionarne faze rasta
(ODgoo = 0,7- QDNRQ pHJIDLVWD/RAGIQHH FHQWUL I BADDGYIDQMHP
isprane u sterilnoj deioniziranoj vodi. Zatim su resuspendirane u sterilnoj deioniziranoj vodi i
LOQNXELUDQKYDPN LAMRUVKRGQD NXOWXUD VWD QpoRIDORH VHUL M
suspenzijesD QL FD U D] EMELYRIMWILE je RIDQS wBRdoigodY PD u duplikatima.

3 OR pikkuggianeQD f& D EURM QDUDVOLK #ABR&QRgptamMjeneRG UHYH Q
L ELROR&NH UHSOLNH VYDNRJ VRMD

3.3.3Mjerenje frekvencije mutacija

P/ WHNXUHJ <3N RAWHGMIBI®GUAAID, &ojemunedostaje arginimokuliranoje
V MHGQRP NYDaApHYRP NRORQLMRP V NUXWH SRGORJH L NXO
SUHNR @tRdje zatim U D ] U L M sjHH3Q DPistdg lsadtav&00-1000 puta i ponovno
inkubiranana f& X] SR W Udd staciovabhQ MDHH 7UHUL GsprgneuteviMop Q L F H
destiliranoj vodi iQ D V D PHDQ $ OkRuppkh pgdlogomYPD u volumenu od 10 u svrhu
R G U Hy ukupn@girbja stanica. Postupak VW RYMHWDQ SRVWXSNX ]D PMH
ALYRWQRJ YLMHMIP QUDUDRAMU3penzijestanicau vodi Q D S ORyidin V
podlogomYPD kojoj nedostaje argin, ali ujedno VD GQUNDQDYDQLQ NRQDpPQH NRC
200 R/mL. 3O R pikkuianena f& D EURM QDUDVOLK niROR QtaM D VH R
1D SORpDPRI R PSR B @Kn&BENG | Lbdnedostgg argininnaraslisu samo mutanti
RWSRUQL QD NDQDYDQLQ )UHNYHQFLMD P }s\dipbBrhikima L]UD p X
kanavanin i ukupog broja vijabilnihstanica u kulturi.
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3.4Metoderada s proteinima

3.4.1Ekstrakcija proteina metodom sa zimolijazom

SUHNRQRUQdHbbiXeKeBW XQRINXODFLMRP P/ WHNXUHJ <3' PHGI
NRORQLMDPD V NUXWH SRGORJH .XOWXUH VX LQNXELUDQH
YPD medija je inokulirano 8.5 mL SUHNR Q R U Q HzgNjeddd/ekspbineXcijalne faze
rasta(ODgoo = 0,5 - 0,7). Stanice sus W D feRentdifugiranjem 5 minuta nd300 g a medij

uklonjen Talozi stanicasu ispaani nekoliko puta u otopini PBastav otopine se nalazi na

stranici 21) Talozimaje zatim dodao 1 mL otopine PBSL VWDQLFH VX SUHPMFE
PLNURWXELFH QDMNRQ@ HyittdBIYE ¥iblits na 16 000 BBSje uklonjen a

talo]L VWDQL#.D SRVXaH

6WDQLFH NYDVFD LPDMX GHEHOX VWDQLpQX VWLMHQNX &
enzimskom digestiom WDQLPQRJ JLGD SRPRUOX ]L&dRopladthDsianice VWY D

Talozi stanica su resuspendiranpuferu sa zimolijazor{sastav pufera je naveden na stranici

21) te suuzorci zatim u blago polegnutonSRORAaDMX 1 &N®@BL U p&xsboro
potresanjeSlijedilo je centrifugiranje5 minuta na 300 gi supernatantM H SDAOMLYR XNOF
Sve VO M H G H bild j&lftcddddrovoditi na ledu. Talozi su resuspendirapiferu za lizu

sferoplasta (sastav pufgenavedema stranici 2L Suspenzije su vorteksirane 30 sekundi i
inkubiranena ledu 30 minuta uN U Dartdksiranjenakon 15 minutaNa kraju su suspenzije
VQDAaQR Y Rinhdtél aehtkifipi@aHel 0 minutana 16 000 gBistri supernatant kojem

se nalazi ekstrakt proteinllH SUHEDPHQ X pLVWX PLNURWXELFX D WDO

Proteinski ekstrakpotrebni za western analizu dobiveni su prema istom postupku, s razlikama

u ispiranjutaloga stanica u puferu TBSastawufera jenaveden na stranici 21) te u sastavu

pufera sa zimolijazom (pufer TBS, zimolijaza 60U, inhibitor fosfatazal mmol dm?® i

inhibitor proteaz& =1 mmoldm® 8 SXIHU ]D OL]X VIHQildRste@bng wodatM H W D N
inhibitor fosfataza.

Proteinski ekstrakt VX XJIXQE@UHROQWULNRQLPD . NRML SURSXawDMX
N'D D ]DGUaADYDMX YHUH
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3.42 K & ]A onicertracije proteina metodom prenBradfordu

2GUHYLYDQMH NR Q mietQdonuddeiia MreldfSrduRamddd @ eakciji proteina s
bojomCoomassie Brilliant Blu6-250 koja reagira prvenstvendssR p @Rupinama arginina,

a u manjoj mjeri i sSE R p @Rupinama histidina, lizina, tirozina, triptofana i fenilalanikada

je vezana na proteinaoja senalazi u anionskom obliku i dolado vidljive promjene boje iz

VPHYH X $SPBRXHSDSVRUSFLMVNL PDNVLPXP ERMH SRPLpH V
P R &katiti spektrofotometrijski?

Kako bi se koeW U X LU &R piammé &GJLAWHQDR BIHQD DOEXPLQD L] JRYH
(JBSA =1 mg/ml. Ona senanosiX YROXPHQLPD RG a mikrotitardku —/ Q
S OR p L F Xojlie foR@M. Bradfordovog reagengaastav otopine je naveden na stranici

21). Uzorci proteinananeseni su volumenimaod 22/ L VYDNRP X]J]RUNX WDNRYHU I
200 R Bradfordovog reagensa. Uzorci su inkubirani 15 minuta na sobnoj temperaturi uz
potresanje zatim imje RpLWD QD D SV R0uhiB DeQdekiidfbto@edrlfTecan Sunrige

Podacisu prikupljaniSRP R U X V RXKFRMXORWEr§lon 4.51

3.4.3 Mjerenjestupnjakarbonilacijeproteinatehnikom ELISA

,PXQRDQDOLWLpPpND W HEKz@mehinked /ImG@inosd@entsday RPRJIXUDYD
GHWHNFLMX VSHFLILPpQRJ RvAiatvholliBvdan@rativiadvdréditi BN VH aH
uzorku. Temelji se na interakcijiL]PHy X OILREBQ B YD ladtiMefalkdjd se detektira

R E L O M H &btiYijBla3 Mridimom (peroksidaza iz hrena, alkalna fosfat&zmlaktozidaza)

i pojavom fluorescecije ili promjene boje uslijed reakcifé. 8 RYRP V @xkidé1 X
aldehidne i ketonskekupine ERpQLK RJUDQDNDMBHRWHVYEDUDGL R DPLQ
prolinu, argininu, lizinu i treoninuyerivatiziranesu s 2,4-dinitroferolhidrazinom (DNPH)
nakonpHJD S ULPDU Q RDNEHWrepZndMabt @deihe Bd@riatiziranim skupinama, a

slijedi vezanje sekundarnog antitijédanjugiranog s enzimoma primarno.

.DNR EL WHKQLNRP (/,6% EWOR LPHhRIRAidditNstupan) Raxbdhlacije
proteina bilo je potrebno prethodmmovesti ekgakciju proteingprema opisanom postupku
QDNRQ pHJD MH VOLMHGLOR MH RGUHYLYDQMH NRQFHQWUD
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Proteinski HN VW UDNWL v otopihDR BY GVRH WHR@hBse(Edncentracije J= 0.01

RYR. Po 100PO X]RUND M H) ) PQ N AHRWR W Didplikdtinad Rfeisa X X
inkubirani QD  f & S U HANRM B B HLbtbpiGalx Q1 MR ENDU R W L W &uklvrjeka SORpPLF
L SORpLFiD putd S 20D ddopine PBS 9 L 4 &dpineuklonjenjeSLSHWRP 8 MDALF
uzorcimadodao je 200 PP VYMHAH SULS U DNerV(btepehjem\VORES § Q4
dinitrofenilhidrazina u 1 mL 3luoroctene kiseline)L S O kgubKFdda 45 minuta u mraku.

Otpina DN je zatim uklonjenaa MLNURW LW D UV N Dp B Qigdl FODR Lpufé&ra U D Q D

za ispiranje l(otopina PBS slodatkomw(etanol) = 96% u omjeru 1}AN&on togaS O RjgL F D
ispranaM R Zput s ROOP/ RWRSLQH 3%6 QkidnemNjeRwtenS LABMSHFLILPpQD
proteinskamjestasu blokiranadodatkom 250P/ SXIHUD ]D EORNLUDQMH 3XIHU |
otopina mlijeka \ = 5%)u puferu lll(otopina PBS s dodatkoiweena A 0,01% 3 ORPpLFD

s uzorcimge inkubira 90 minuta na sobnoj temperaturipatreskivanjePufer za okiranje je

uklonjen L Mé®iddrandri puta sa 300R. pufera za ispiranje Ill. Zatim X VYDNX MDALF.
dodano 100 R primarnog antitijela (artDNPH rabbif i inkubira se 120 minuta na sobnoj
temperaturi uzotreskivanje Otopinaprimarnog antitgla MH XNORQMHQD petSORpPpLFI
puta sa 200P/ SXIHUD ]D LVSLWlAMMKNOROMHINMH SLSHWRP 8
dodano je 100 R otopine sekundarnog antitijelar{trrabbit HRP Goat 1gQ i uzorci su

inkubirani 60 minuta na sobnoj temperaturipatreskivanjeOtopina sekundarnog antitijela je
XNORQMHQD L peddvtalsRPOOAL puaDOMDSLUDQMH ,,, D YLADN SXIFt
pipetom.100 R. otopinetetrametilbenzidinaMB) dodaQ R MH X $/MR jnkkEiDeha

nekoliko minuta do razvijanja plave bojelava boja se razvija uslijed oksidaciiMB-a,

odnosno vezanjem HR® na TMB. Rekacija je zaustavljendodatkom 100 R. otopine

sumporne kiselinec(= 03 moldm?® 4WR X]JURNXMH SURPMH@X¥ ERiMMDL] SO
apsorbancija pri 450 nm na spektrofotoméffacan Sunrige Podaci su prikupljanS RP R U X
softwareaXFLUORA4version 4.51
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3.44 OMHUHQMH VWDQLPQRJ $73

Stanice kvasca V W ie€uRrétHodno opisanim postupkom centrifugiranja i ispiranja u otopini

PSB. Talozima stanica jelodano 100 R. komercijanogATP puferau kojem se nalazi

zimolijaza 60U zatim s uzorci inkubirani VDW QD f& X] O bhateQIRi BzbmiHaD QM H
sezatimoVWDYH QD OHGX PLQXWD L VQ DgrigrénljeRir WedichindL U D M X
MH R G UKkdancen@dzija proteina metodom premaBradfordu. 1DNRQ RGUHVLYDGC
koncentracije proteina, ummma jeinaktivirandio proteinapremastandardnonprotokolu za
deproteinizacijuSRP R U X S HUN O. ®uaddstiipak/ $¢ BdrigtiFz&klanjanje proteina

odnosno inaktivacijuenzimd RML PRJX VPHWDWL SUL RGUHYLYDPQMX PD
a, ATRa, glutationa i drugihUzorcima jedodaro 20 R. ledeno hladneperklorne kiseline

(PCA, QDNRQ p MarteksixaX i inkubirani na ledu 5 minuta.Zatim je sledilo
centrifugiranje 2 minute na 16 000 g96 P/ VXSHU QD W D Q Wi Dovw hiiktubida.D pH QR
Supernatantiejdodao5 R ledeno hladne otopine za neutratigaiz komercijalnog kompleta

i uzorci suS U R P hikirfegabjem mikrotubicaJzorci su inkubirani na ledu 5 minutaakon

b H 3DcentrifugiranB0 sekundna 16 000 gDHSURWHLQL]JLUDQL X]J]RWoL VX UL
SRpPHWQH NRQFHQWWVDFMM H. [SUD?HW @ DRvafoRlld WRGRP SUHPD

6WDQLPpQL $73e MR UPLMYEReGE(AINI kompletATP Colorimetric/Fluorometric

Assay Kit(Bio-Vision). Ova metoda koristi reakcifosforilacije glicerolaS R P R U X-a%A TP

je donor fosforilne skupinelkojom UH QDVWDWL SURGXNW NRML VH
kolorimetrijskim ili fluorimetrijskim metodamalD PLNURWLWDUVNX SORpPLFX V
nanesu uzorciGHSURWHLQL]LUD QR Ju WWnieQméd SDR/J LHN K QiikEegdV D
koncentracije~= 0,5 Ry R.. Uzorcima se zatim doda po 5 komercijalneATP Master Mix

otopine.

KakobisekoeWUXLUDR ED AFOWRRLQDUDVW DR G D U Ga koRa@Brr&ieQR pLV\
1 mmol dni3, iz komercijalnog komplettQ DQHVHQD MH X YROXPHQLPD RG
PLNURWLWDUVNX SORpPpLFX L MDALFH VX QDHGR|E XamHQH $73
VYH MD aL K6l RGAB BMaeR Mix otopineTako pripremljeni uzorcse inkubirgu 30

PLQXWD GR VDW X P UDRP{LAMIOERIA yzdtakd pi K570 nm na
spektrofotometru(Tecan Sunrise D SRGDFL VH SULNXSOMBMGRIASRPRUX
version 4.51.
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3.4.5Elektroforeza naoliakrilamidnom gelu uz prisutnost SRYSSDSPAGE)

Natrijev dodecilsulfat(SDSMH DQLRQVNL GHWHUJHQW NRML VROXELOL
oligomernih proteina na podjedince. Uz to, Sp@ipeptidni kompleksi tijekom elektroforeze

putuju prema anodi ovisno o molekularnoj mpsoteina jer je onper mase i naboja svih

proteina jednak? Za SDS3$*( VX NRULAWHQL SROLDNULODPLGQL Jt
.RQFHQWUDFLMD SROLDNULODPLGD RGUHYXMH HODVWLDPQI
Y HOL pL @liaiRibni gel se sastoji od gela za gafja i gela za razdvajanj&el za

sabijanje ima véi ldore zbog né Koncentracije poliakrilamida, dok gel za razdvajanje ima

manje poreu odnosu na gel za sabijanje. RQFHQWUDFLMD DNGX@D® XKGDD K B FR
poliakrilamida dokkoncentracija bidailamida RGUHYXX¥MWWDORVW XQDNUVQLK
lanaca. TEMED i APS je potrebno dodati jer sudjeluju u reakciji polimerizacije, odnonso

nastajanju lanaca poliakrilamida.

1DSUDYOMHQD VX GYD JHOD RG NRMLK MH MH@igQzav OXaLR
prijenos proteina na membrar§astav smjese gela za razdvajav(akrilamid-bisakrilamid) =
7,5 %i gela za sabgnje naveden je u Tablici 3.4.

SPMHVD JHOD |D UD]JGYDMDQMH MH SRPRUX PLNU®BejeSHWH Q
nadslojen izopropanolom UDGL VSUMHpPDYDQMD SULVWXSD DWPRVIH
polimerizacM X pLPH MH LVWRYWOrhiPrtbQdelaSGUP YIDW. P SXaWHQ
polimerizira D minuta. Nakon polimerizacije izliveje izopropanok vrhagela, prostor. ]| P Hy X

stakala i rub gela je ispran redestiliranom vodara njega je izlivena smjesa gela za sabijanje.

8 JHO MH RGPDK ]DWLP XPHWQXW rpetizabija jé trhjalal Pourhutd.D Q M H N

Tablica 3.4 Sastav gela za SB8$*( NRML MH VDpLQMHQ RG JHOD ]D VDELMEL
.ROLPpLQH QDY Hesdisd d¥vdinyeR& ptipravu 2 gela.

GEL ZA SABIJANJE GEL ZA RAZDVAJANJE
komponenta VvV — komponenta VvV —/
Akrilamid 40% (w/v) 730 Akrilamid 40% (w/v) 2820
pufer TrisHCI/SDS0,5 mol driii pH 6.8 1875 pufer TrisHCI/SDS1,5 mol drif pH 8.8 3750
dH,O 4740 dH.0O 8430
APS 10% (W/v) 375 APS 10% (W/v) 50
TEMED 75 TEMED 10
ukupni volumen 7390 ukupni volumen 15 060
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U 20 R uzoraka proteiskog ekstraktadodano je 5 R Laemmlipufera(sastav puferge

naveden na stranici 2llyizorci sunkubirani P L Q XW H QzDrci i fh&keBmasRrecision

Protein Caleidoscopas volumenu od 6R. su zatim nanesema gel Sastav pufera za
elektroforezunaveden je na stranici 21. Elektroforeza je provod&naXx UHYyDM X |]D YHUWIL

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

3.4.6Western bloanaliza

3R ]DYUaHWN X edarHgsievisprRahK diéstilitdndih vodom inkubiran 10 minutau

otopini CoomasieBrilliant Blue R-250 uz potresanjeGel je zatim odbojavau puferu za
odbojavanjegastav pufera je navedea stranici 21Jri putapo 10 mirutai skeniram QD XUHy DM X
za skeniranj®10-5000BioScanner 6 OLND M HS R E R DX H(RECANXipattiHBID

DUXJL JHO NRML MH SUHGYLVHQ ]Bkdlibricav jid ipvie WMdeStilidMHL QD QI
vodi, zatim upuferu za prijenobezetanola. Nitrocelulozna membravghatmanrfil ter papiri

L VS X aww b M majodljgniu puferu za prilenos3ODVWLPQL RN¥IURAHQSWDMNRQ
da je stavlenaSUYR GRQMD VS Kei Yapi ba kdjpjeV 8§ R O RyélH®na geje

prislonjena PHPEUDQD WDNR G M PDHPM QWX WPIDIDD JUDNDmMm OHPEUD
pokrivenadrugim filter papiRP L JRUQMRP VSXAaYLFRP 2NYLU MH GREUT
XUHyDM jvneMBRartaia orijentiranaprema + elektrodiPrijenos proteina s gela na

membranyroveden jena 200 mAu trajanju od 1h.

Nakon prijenosgproteinamembranaje inkubirana u otopinPonceau S1-2 minute. Boja
adsorbirana na membranu je ispiradestilirarom vodom dok proteinske vrpce nisu postale

MDV QR XNgmbDrihba § skeniraa Q D X U xhgkehitahjeBIO-5000BioScanneii slike
SsUOEUDYBRMPRUX V R3sAWRddHED Nakon skeniranja membrana je isprana

puferu TBS-T dok seboja nije potpunaiklonila. Slijedilo je blokiranje membrane u 10 mL

pufera za blokiranj€5% otopina BSA u TBST) u trajanju od 1 sat. Nakon togaembrange

inkubiranau otopini primarieg antitijelaPhospheAMPK DRabbit mAbQD f& SUHNR QRUL
PLMHaAaDQMH ™MW &hH& ihénbfabe ispranau TBST tri puta po 15 muta uz
PLMHaADQMH @Kubirah@u pthplridsékuwhdarnog antitijela 20 060G oat antiRabbit

IgG u trajanju od 1 sat. Slijeldi je ispiranjemembrane trputapo 15 mimta uotopini TBS-T.
Vizualizacija je provodenaSRPRUX NHPLOXPLQLVFHQWQRJ ftjegihDIJHQVD
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membrane filmu.Membrana je inkubiranai Luminol reagensu 1 minutu u mrakw
kemiluminiscentnoj reakciji Luminol se oksidira u reagens koji emitira svijetlost prilikom
raspadanjaMembranaM H L ] Cfilné id ®dbi za razvijag filmova, a ekspozicija filmaej

varirana dopojave jasnitsignah na flmu. 8 VOXpDMX VR M H YhBp4@ bptiddhbd J WL SEC

ekspozicija filma je trajala 25 minuta.
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356 WDWLVWLpPND DQDOL]D

3.5.1Studentov fest

8 SURFMHQL VWDWLVWLpNH [QsuientdvQrRat. WiesteRpBoRedeB ND NR U |

programuMicrosoft Excel 2013

Nul-hipotezae pretpostay ND GD QH SRV W Bzertima D papllbch ol ktgresa. To

MH KLSRWH]D NRMD VH WHVWLUD WH VH RwédDdkxrvilH LOL SLU
KLSRWH]D QLMH LVWLQLWDSRWWWR X\6 K DDYCRVWKDSEHAMH ] YDQ DV W
HNVSHULPHQWLPD RYXRERWHID MH EQOD XMW SRVWDYND GLC
NYDVFD GLYOMHJ WLSD L VRMHYD RG LQWHUHM&EINELOR G
NDUERQLODFLMH SURWHLQD U RkiivQit kisikdoWSvistd U stdhidaddd QD L O |
6WRJD MH RYD DQDOL]D UDYHQD XYLMHN V GYLMH VNXSLQ
SRGDFL ]D VRM GLYOMHJ WLSD NYDVFD D GUXJX VNXSLQL ¢

DobiveneP-vrijednosti govoreR VWDWLVWLPpNRM UDBED LR A B DH DXNRBRNVVP
svim eksperimentima bila% (P = 0,05) 8] |1QDpDMQRVWDRMGC VWLPpND UD]OL
X]RUFLPD MH ]QD p D MEnania NdSeVodbatUjé. 3¢ rMdipQtezs. W suprotnom,
VWDWLVQOILYNDQUBMH ]QDpDMQD RGQRVQR QHPD GRYROMC
hipoteze®>3®
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4. Rezultati

4.1 Mutanti *hsp42 snfl i *hsp42' zwfl

'R VDGD MH SR]QDWR GD GHWURUYMWD XapXSHH RIGIS GIVNSDWLY QL
XJURNXMH VPDQMHQX JOLNROLWLPNX DNWLYQRVW WH DI
LVWRYUHPHQR S RBdBiH42jQ RaddiN Wskelna Ufut pentofasfata Stoga su
NRQVWUXLUDQD Gyj&u Qi pddleYrandi B YD MDSHURQ +VS WH VX
ciljani geni koji kodiraju proteine metabolizma glukoze; kinaza Snfl i gluésimsfat
dehidrogenazavutanti 'hsp42 snfl i 'hsp42 zwfl dobiveni su zamjenom divljeg tipa gena

snfl i zwflu soju 'hsp42s delecijskom kazetom koja nosi biljeg otpornosti na antibiotik
KLJURPLFLQ % 'HOHFLMVND ND]J]HWD WDNRYHU SéOGUAaL L
(GAGCT”C) iSal (G"TCGAC). Nukleotidni sljedovi od 500 pb homologni regijama uzvodno
inzvoGQR RG FLOMQRJ JHQD WH GHOHFLMVND NDJHWD YHOLDpL
reakcije polimeraze (end?olymerase chain reactiprPCR). Navedeni homologni sljedovi
SRWUHEQL VX NDNR EL VH ND]J]HWD VSHFLILpitRi sog&)abGLOD Q
podrvgnuti razgradnjom restrikcijim enzimirBad i Sal, QDNRQ pHJD VX OLJLUDQL
NDJHWRP .RQVWUXLUDQD ND]JHWD VH XJUDyXMH X NURPRVI

homolognom rekombinacijonEhematski prikazamjene gena kazetodan je Slikorm.1.

nukleotidni slijed homologan nukleotidni slijed homologan regiji
regiji uzvodno od ciljnog gena nizvodno od ciljnog gena
I |

gen za selektivni biljeg \

I— kvascev ciljni gen g HOMOLOGNA

REKOMBINACUA

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

Slika 4.1.Delecija cilinoggenau kvascu. Ciljni gerx zamijenjen je delecijskom katom koja sada L
JHQ ]1D VHOHNWLYQL PDUNHU D NRMD UH RPRJIJXULWL MHGQRVWDY
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Rezultatl X P Q D ddeqijsk® kagte tenukeotidnih sljedova od 50@b homolognihs
regjamayYRGQR L QL]YRGQR RG JHQD VQI LtiptkgzBnikiihaNRML
Slici 4.1.1.

a) b)

Slika 4.1.1. Na slice) QD DJDUR]JQRP JHOX YLGOM pbrkdje\odgovadoaiFH YHO L
nukleotidnm sljedovimakoji su homologns regijama uzvodno i nizvodno od ciljnih gehda slicib)
W D Nr§.BlebgaroznomlHOX YLGOMLYH VX GYLMH YUSFH *RUQMD VODE

NE SRWMHpH R @laQrAdapNG2 Raiph&@ RRML MH Y B & gdnja Heblja vrpca
na oko 1.7 kbS R W M H [elté k®j& inNa[@én za rezistenciju na higromiBin

Iz slike je vidljivo da su delecijskkazH W D Y H O Lyb i QuKeotidn sljedovi od 500pb
homologiie XVSMHAQR XP-RRAHWR BM&B SUHGXYMHW ]D QMLKRYX U

enzimimai ligaciju u konstrukt te transformaciju tog konstruktstanice kvascaoja 'hsp42.

Nakon PCRa, u fragmentma je hidrolizirana fosfodiesterska veARPRUX UHVWULNFL
endonukleazé&ad i Sal kako bi se stvorili ljepljivi sUaHuUL NUDMHY¥jLka@i GHOHFL
sljedovimaod 500pb homolognih s regijama oko ciljnih genaUDJPHQWL VX OLJLUDQOQI
T4 DNA-OLJD]H D OLJDFLMVNH VPMHVH VX |DWLP 'WpMPQVIRUP
PHWRGRP V OLWLMHYLP DFHWDWRP L SROLHWLOHQJOLNROF
na selektivnehranjive podloge, a pjava kolonija na selektivnim podlogama govori da je
WUDQVIRUPDFLMD XVSMHAQR SURYHGHQD
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Dodatna potvrda ugradnje kazet@ mjesto ciljnog gena provodi se metodom PCR na

genomskoj DNA izoliranoj iz odabranih kolonija.

Kako bi se provjerilo jesu li kolonije koje su narasle na selektivnim podlogama s antibiotikom
KLJURPLFLQRP % ]DLVWDSWBPRAHQH POWRERYYRLRGBEH NR!
potencijalnogsoja 'hsp42 snfli dvije kolonije potencijalnog sojahsp42 zwfl. 1z njih je

izolirana genomska DNANRMD MH VO XAaL OD MNIRRZAD'Gp& shfilbid 2N FL M L
RpHNLY D Q Jrjde vawko Q. Dikoja je pristunas divllem tipuua NRMD SRWMHpPpH RG
snflL(YHOLPLQD JpbQBO0H uzvodno + 500 piizvodng. Za soj ' hsp42' zwfl je

ELR Rp hizdstardk @pc@a25k YHOLPpLQD JHQD MH SE SE X]Y
nizvodno).Rezultati PCRa za soj ' hsp42 snfl prikazani su na Slici 4.1.2.

Slika 4.1.2. Rezultati PGR nagenomskoj DNA izoliranoj iz odabrane kolongeja 'hsp42' snfl.
Vidljiva je vrpca na oko 2.7 kb u soju divljeg tipakoja nije prisutna kod sojahsp42' snfl.

%XGXuL GD MH YLGOMLYD YUSFD QD RNR NE X GLYOMHP
500 bp uzvodno + 500 bp nizvodno), a ta vrpca nije prisutna u konstruiranom mutantu
'hsp42'snfl PRaH VH WYUGLWL GD MH GHOHFdcid @enbH@fD uvV QI EL
mutantu "hsp42 zwfl nije se mogla potvrditi ovom metodom, alifjgetodom kvantitativhe
ODQpDQH UHDNFLMHSFRROVLWPYHHIDRHG OF X & YWDQLFL QLVX SULV?)
(pokus provela drVF $QLWD .ULANR X *|WWDQDBDRQWXR]IMRHPPDBAR X V
mutanta'hsp42zwfl L GLYOMHJ WLSD SRMDYOMLYDOH VX VH YUSFF

prisutne u divljem tipu.
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42 .URQRORANL ALYRWQL YLMHN

.DR @&4WR MH YHNWBRPHQRINREYD WLSD AaLY R¥M&XRIBKIYIL MHN D
PLWRWLpNL WH NURQRORA&ANL 5HSOLNDWLYQL ALYRWQL YLWN
VWDQLFD PDMND RGQRVQR EURM SRGMHOD NUR] NRMH \
.URQRORANL aLYRWQL YLMHN GHWWEPMHNRMNNRMWHHF H QMWD QI HF
dijele (stanice u stacionarnojo@D]L PLWR]H PRJX RG BeézDitétDriljecenfaD ALY R
UHSOLNDWLYQRJ &L Y RWpRRplikazami i Ridatke D pokagalvdd da je isti
SURGXAaHQ pDN WUL SXWPDDLPWI\WRBHD WK SRAWRQGORANRI aL"
mutanta Osim za soj' KV S NURQRORANL AaLYRWQL YLMHN PMHUHQ
"hsp42 snfl, "hsp42 zwfl te mutant'snfl. Kao kontroD NRUL&WHQ MH &LYOML

cerevisiae

Broj naraslih kolonijaQD SORpPpDPD YPRGSBRGMRYRP QD NRMLPD MH QDV
R_suspenzije stanic D]LMHYHQMIG UHYHQ MH .@GDWRQPDMWOGBLYOMHJ V
NRORQLMD QD SORpPDPD QD NRMLPD VH DYDY LOD R/ XI\HS HJJR I
L D EURM NRORQLMD QD SORpDPD MDYWMIHER] IMHRE]F KA
5 i 10.Broj stanica u 100R., R G WhHzytoja kolonija,skaliranje na broj stanica u 1 mL
uzorkaWH MH L]UD (bk@ bW DSUIR\DMHRE@EXNLK UHS O LLNDG LLM HDW IORV B
10%i 10°%. Sve vijednosti su norinane Q D SR p HW D Q (€ daRrMersnjy Ra@ripadhi
sojul mLuzorka 6WDURVW SRSXODFLMR GIDH Yy H QBIU W YYD K Q DIQM |
SRPHWQRJ EURMD VWD Q dlafMjetebja MH QHRIDP VHDBRIDR ]DWLP

kojem danu mjerenja odgovara taj broj stanica.

RezultatiPMHUHQMD N U R@Rieka arikddnidLLStilkama 4.2.%.4.2.4, a iskazani

sukao srednje vrijednostiva nezavisna mjerenja, odnosBdL RORA&NLK UHSOLND
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Slika42. .URQRORANL ALYRWMDEdAdVMMBNVVYEMDNRML VOXRerultdtDR NRQW
su prikazani ka srednje vrijednosti dvaezavisna mjerenja, a vrijednostisumoane QD SRpHWDQ EUF
stanica u 1 mluzorka 6WDURVW SRSXODFLMH QD 'hsp8AjeHAdavia) dokj@aD ]D P>

divlji tip u ovom mjereniji starost populE LM H QD SUHALYOMHQMD GDQD
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@) Snfl o WT Dan|

Slika42. .URQRORANL aL YsRfIM @Mjeytlp Staost IRMRODFLMH QD za SUHALY (

mutant 'snflje 9 dana, dok je za divifip u ovom mjerenj dana.
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Slika 42. .URQRORANL aL YRR knfY LiMildjdg NpR Stddost populacije na 50%
SUHALY OMH Q Mp42 EnfHeMdng) Wok je za diviji tip u ovomjerenjud dana.
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Slika 42. .URQRORANL ALY R4 wfY L Mujdy tigd $MdPost populacije na 50%
SUHALYOMHQMD MHhsp4% D2X p D MO @ B W O R Bivlieg Xipay dapa u ovom

mjerenju
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,] PMHUHQMD NUR QR O RidjN®&jd da HeleRi}depRusofdvishahisna?2 i ' snfl
XJURNXMH HIHNW SURGXOMHQMD & LtejRekyRhI uXsejivkdjNda D [D Q|
deletirana oba navedena genbsp42'snfL. 6 WDURVW SRSXODFLMH QD SUH?ZE
"hsp42je 9 dam, dok je za divlji tip u istom mjerenjd dana. Strost populacije na 50%
SUHALY OMHQ MDFl jeD9 Bax&al&® dWwlji tip u tom mjerenjuje 7 dana.Starost
SRSXODFLMH QD S U H &sp¥2shHeskhid 3 Darfa xddkeQaVdiviji tip u
istommjerenjubila9 dana.% X G X UL GD WMetaiprma@EingQ D p DMQPOLND PHY X
sojevima 'hsp42'snfli 'hspd2 WD &aWR '5pAY $0Q Wé usmjerava glukozu u put

pentoze fosfata, kao mutahtsp42Y Hi X JOLNROL]X SURPMHQH X IHQRWLS

bi se pripisati tome.

4.3 Karboniacija proteina

Reaktivne aldehidne i ketonslgkupine proteina smatraju se imarkerima oksidacijskog

stresaali i indikatorima problema u smatanju proteina pri konstanthnom oksidacijskom. stresu
NDVWDMX RNYVL GdayRhddR&@niroR9e@d roteinima i to aminokiselinskih

ostataka prolina, arginina, lizina i treonindakupljanje karboniliranih derivata proteina

prisutro je kod bolestipoput Alzheimerove bolesti, dijabetesa, artritiseamogih drugih.
Mijerenjestupnjakarbonilacijeproteinanakon derivatizacijajinovih karbonilnihskupine s 2,4
GLQLWURIHQLOKLGUD]LQRP '13+ MH QDMpHAaUH NRULAWHAQ
proteina. Derivatizacijom nastaj@,4-dinitrofenil-hidrazorski derivat proteinaNRML VH PRaH
detektiratitehnikom ELISA (engenzymdinked Immunosorbent Assakoja je vrlo osjetljiva,

precizna i reproducibiln@vom tehnikom mjerena jarbonilacijaproteinau sojevima divljeg

tipa, 'hsp42,"hsp42 snflte 'hsp42 zwfl.

8]JRUFLPD MH ké&hCGebtiagaH gpdieina metodom prema Bradfordua rezultati
RGUHYVLY D Q M D piikRzanF $t QanliodmrL3M H

46



Tablica 4.3.1 2 G U Hy L ¥ricépivatljeroteina metodom preBradfordu Svaki soj imao je po 3
ELRORANH UHSOLNH 8 WDEOLFE&EQWRYV WD YOHSG/HRQHE D/XFYMB GQ M

duplikata od kojih je oduzeta vrijednost slijepe probe te masena koncentracija iskdgaRa u

S0j As70 nm- protein

slijepa proba (R/R)
WT 1 0,4360 9,3450
WT 2 0,6965 12,189
WT 3 0,5480 10,700
"hsp42 1 0,5895 12,948
"hsp42 20,5930 10,376
"hsp42 3  0,7260 14,319
"hsp42' snfl 0,4935 10,695

1
"hsp42' snfl 2 0,6585 11,524
"hsp42' snfl 3 0,5590 10,924
"hsp42'zwfl 1 0,4305 9,2159
2 0,2875 5,8591
3 0,4290 9,1807

"hsp42' zwfl
"hsp42' zwfl

Proteinski HNVWUDNWL SR]QDWLK NRQFHQWUGRLNPQDP QH. N B WHH(
koncentracije J= 0.01 R/ R i provedena jetehnika ELISA prema opisanom postupku.
$SVRUEDQFLMD X]J]RUDND MH RpLWD Qleact unrige QAbivene VS HN W
vrijednosti apsorbancija normirane su na vrijednagsiorbancije divljeg tipa iz istog mjerenja,
EXGXiUL GD PMHUBQRPHGHQD RGMHG QR PRezDItal Yhj¢reRBja ROR & N |
karbonilcije proteinaprikazani su na Slici 4.B. Vrijednosti su norinane na vrijednosti

divljeg tipaiz istog mjerenja
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Slika 4.31. Karbonilacija proteinanjerena tehnikom ELISAVrijednosti su normiran@a vrijednosti
divljeg tipaiz istog mjerenja3ULND]DQD MH VWDQGDUGQD GHYLMDFLMD WUL

YULMHG QR VW L-tdsjdiri [zaR<D006 H* ¥aXP Z 0.0

BUHPD UH]XOWDWLPD SULND]D Q L Pst@panjpr@dirske kambériadied 1D N O N
S R Yhuisvim delecijskim sojevima u odnosu na divlji, tgi neznatnoKod soja'hsp42 je
WD UD]JOLND QHAWR L]U 4Dty D hphRIARfIX VRMHYLPD

4.4 Reaktivne kisikove vrste, ROS

Reaktivne kisikove vrste (endReactive oxygen specjeROS) nusprodukt su aerobnog
metabolizma i oksidativne fosforilacije, a centar njihove proizvodnje su mitohondriji. Promjene

u metabolizmu i morfologijiPLWRKRQGULMD NRMH UH]XOWLUDMX SRYH
NLVLNRYLK YUVWD RE n@erdnitaazibe exktiviiti Risikiev@h MrBta u sojevima

divljeg tipa, 'hsp42, "hsp42 snfl, 'hsp42 zwfl, snfli']Z1 NRULAWHQ MH VXSVV
diklorfluorescein diacetdDCF) |[ERJ pLMH VH SUHWY R U-&korffuor€seceR UHV FH Q
PR&H PMHULWL LQWHQ@MWW® MW DOQB UHYVEWEERQIRIEKINEANW R P H W L

FACSalibur 488 nm Argon laser i 635 nm crveni diodni laser).
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=D RGUHYyLGFOMM N WVILMIHGQRVWL LQWHQ]JLWHWD IOXRUHVFHQ

7.2.5Rezultati mgrenja prikazani su na Slici 414
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Slika 4.41. SNXSQH UHDNWLYQH NLVLNRYH YUVWH X VWDQLFL L]JUD&}L
SUREH '&) RG VWDQLFD RG IOXRUHVFHQFLMH GLYOMHJ W
WULSOLNDWLPD L E LFRIQRENe Rar@xGOISKNDAIMD GYD QH]DYLVQD ELR
aRYULMHG QR VW L-tasbormL(} deDFp<XA3 DAR&IP % 0.01, ** za P < 0.001fPokus izvela

GU VF $QLWD .UL&ANR X *|WWLQJHQX 1MHPDpND

-HGLQD ]QDpDMQLMD S U RAiMKi$iRoRih XrsthDddnGD@D G HDOIMIL WLS P
VH XRPpLWL spR 8hHd YIsDU soju' KVS SURVMHPDQ LQWHQJLWH
SUREH '&) VPDQMHQ MH VDPR Sij tif @k j& QRjevimé RE@DRIY X QD GL
i 'VQl SRUDVWDR ]D SULEOL&QR
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45RazinaVWDQLpQ@QRJ $73

Gotovo svi biokemijski procesi koji se odvijaju u stanici koriste energiju pohranjeralekuli
ATP-D @4WR JD pLQ Lobi@nvKeDijake HRHR) JLMH X aRa¥ihd kiphagl P D
VWDQLp @RU s§évna kvasca divljeg tipa,hsp42, 'hspd2 zwfl i 'hsp42 snfl
RGUHYHQD MH NRCRHW.RG R/R L NN\ROURRI)AIM U komplet ATP
Colorimetric/Fluorometric Assay Kit.

8]RUFLPD MH RGUHyHfdkeinhl R@téddrQ