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6DAHWDN

6WDQLpPpQD VWLMH Q N DpoNsaiaidagribain® M \&/dRulkbba V-H 6-Bldkanai

hithna, WH RG PDQRSURWHLQD 6WLMHQND VHh\wD GepdvaljRid G DM H
GMHORYDQMD RNROL&D W ékomenkdcoeiD YIS RHY XMW BWRWRI RP V
stijenke definiramo kao skup proteina kagravno sudjelujuu izgradnji i remodeliranju
VWLMHQNH LOL VX X QMX XJUDYVyH®QU 3 j# DdpYoteinind svjenkeéD A L Y D C
kvascaSaccharomyces cerevisid@@ RN LVWRYUHPHQR SRVWRML PDOR LVV
stijenke kvasaca iz drugih roda, izuzewnekolicinevrsta pHV W R N R hoiatotju) L K
NOLQLPpNL L]RO LKva3&azh KedodatdaRidfidr@acka o proteinima stijenke drugih
NYDVDFD XVSRUDYD PRJXUQRVW XSRWUHEH WLK YUVWD ]
KHWHURORJQLK SURWHLQD RG LQWHUHVD QD QMLKRYRM SF
SRYUA&LQL 2VijahDsQ udtdyndsDza kvas#®. cerevisiaedk VDGUaH EURMQD RJU
poput nepovoljnog utjecaja postnslacijskin modifikacija koje se odvijaju u stanicata
cerevisiaeQD NRQIRUPDFLMX SURWHLQD RG LQWHUHVD LOL SDNV
PRJXUH LPRELOL]JLUDWL QD VWDQLPQX VWLMHQNX

U ovoj studiji, provedena je komparativmasilico DQDOL]D SURWHLQD VWLMHQN
NYDVDFD QD QDpLQ GD VX VH X SURWH FOB petBinR kdjpdiU D Q L K
sastavnidio proteomabtQ L p QH V W L3Mde@\Nskheld driiaNzb @dabrani su oni proteini
SURWHRPD VWLMHQNH ]D NRMH MH SRWYUYyHQR GD VH QDO
sudjeluju unjenoj sintezi, primarno u procesima sintezgylukana i hitina.Analizom je
XWYUyHQD SULVXWQRVW RUWRORJD YHULQH DQDOL]JLUDQLI
stiienke XND]XMXiUL QD HYROXFLMVNX Rp Xeshteze gtijén kid¢cD QL] D P
velik broj rodova kvasaca. Istovremeno, analiza je pokazala i retatigoku evolucijsku
RpXYDQRVW SURWHLQD NRML VXGMHOXMX X UHPRGHOLUDAQ
VWDQLPpQX VWLMHQNX XJUDyXMX SUHNR GMHORPLPQR SURF
sidra. Naime, proteini u stijenkumogu bitiugDyHQL QINWUYQ®LPWRLQD D WR \
vezani u stijenku nekovalentnim interakcijama, kovalemtnezani SUHNR GMHORPLDP
procesiranog GPI sidra ili kovalemtrvezani QD VWLMHQNX YH]JRP QHVWDELC
uvjetima. lako za sintezu GPI siddWDQLFD WURAL |QDWQH NROLpPLQH H(
SURWHLQL YH]DQL SUHNR *3, VLGUD SRND]DOL VX VH QI
DQDOL]JLUDQLK SURWHLQD VWLMHQNH XND]JXMXiUuL SRWHQFI
stanicerastuuodiegHQRM RNROLAQRM QLAL RGQRVQR SUL RGUHVHQ
MH RSDGDQMH EURMD SURQDYHQLK RUWRORJD SSRWHLQD



cerevisiae te najmanji broj ortolognih proteina pronalazimo u kvascima iz roda
SchizosaccharomyceRezultati ove analize upotpunjeni su rezultatima analize proteinskih

profila stijenke dobivenh VSHFLILpQLP RELOMHADYDQMHP SURWHLQI
njihovom selektivnomizolacijomL VNRULAWDYDMX UL SUL UsBdstavigHdad NR M X
VWLMHQNRP 5H]XOWDWL RYH DQDOL]H iX 3iicb an@lRePteSUD W H
zajedno s njimadaju informacije o potencijalnom proteinskom sastavu stijenke drugih kvasaca
Dobiveni rezultatbbiju analizaS U X aD M X G RiveRifa k& €RkLijQ $&eva koji bi mogli
SRWHQFLMDOQR SRVOXaLWL NDR GRPDULQL ]D VXVWDYH L

stanice.

Drugi dio studije odnosi se na testiranfeR J X U Q RV W Ldv{E iréthbldAdErdzvijenih

sustava za izlaganje pretL QD QD SRY B.aZkm@siadYsixMFDaganjgroteina na

SRY U &L Q KoMagérdéHaDphaffii Sustavi se zasnivaju na-tdrminalnoj imobilizaciji

enzima ksilozaUHG XNWD]D ;5 phoRIdAPEFINHIQA4ddI? cerevisiadli na C-
terminainRM LPRELOL]DFLML LVWRJ HQ]JLPD NRUL&AWHQMHP GLM
kao sighalna sekvenca za vezanje rekombinantnog proteina na GPI sidro. Rezultati analize
SRND]DOL VX PRIXUQRVW HNVSUHVLM HKRAB&NKHEEXWH B REARR J (
NRYDOHQWQH XJUDGQMH SURWHLQD @drmaitaRuvhbbilizBduR NRU L &
1LWL MHGDQ VXVWDY QLMH RPRJXULR |DGUADYDQMH HQ]LPI

8 NRQDpPpQLFL DQDOLJLUDQ MH QD p SQeveriinasi B QINXR WHRLL@DL. M
PHKDQL]DP QMLKRYH NRYDOHQWQH XJUDGQMH 2YD GYD SI
proteiri, iakoni Scw4dni 6FZ QH VDGUAH YH]QX VHNYHQFX NDUDNW
OHYyXWLP DQDOL]D MH SRND]DOD Gaoivivd hialidujel/eMdpsé&kieReW H L Q D
Pir proteina uistinu odgovorna za njegovu kovalentnu ugradnju te da se veza ostvaruje preko
glutaminskog aminokiselskog ostatkad W R M H W D N B¥ PilpréteiMribeGZQ tapliku

RG 6FZ NRG 6FZ QLM B QRWVYW BHURIW B ROHWLPNRJ SURFHYV
NRYDOHQWQRJ YHIDQMD X VWLMHQNX 7DNRYyHU SRND]DQF
mjestaS R P Rpiofeazekex2 i nekomM REH XW YUYHQRP SURW HidqdRzBMm SRWHQ

iz grupe japsinskiproteaza.

.OMXpQH BSURMMMHRP VWDQLPQH VWLMHQNH SURWHLQVNL S
SRY U aL Q KomdgaragllapkhffiiScw4 i Scwl0



Summary:

The yeast cell wall is primarily composedpaflysaccharides-1,3- J O X F2,@glucan,and

chitin, as well as mannoproteins. The cell wall determines cell shape and provides support,
protects the cell from environmental stress conditions, enables intercellular communication,
and takes part in intercellular processes. Cell wall proteomestsrtdi proteins involved in

cell wall synthesis and remodeling, and of proteins incorporated in the wall. Most information
about cell wall proteins is gathered for the cell wallSaiccharomyces cerevisidaut the
protein composition of the wall of othgeasts is unknown except for few commonly used
laboratory strains and some pathogen yeast species. Lack of information about cell wall
proteins of different yeast species slows down the process of finding suitaldddraste
development of surface digy systems. Existing surface display systems are developed mostly
for S. cerevisiaasthe host and they have certain limitations such as the negative imgact of
cerevisiagosttranslational processes on proper protein folding andeldamount of protins

that can be bound to the cell wall.

As a part of this thesis, comparatinesilico analysis of the cell wall proteins was performed.
Orthologs of 935. cerevisiaeell wall proteins were searched in proteomes of yeast species of
different generaFor this anaylsis, those proteins located in cell wall and some of the proteins
involved in proceses of wall biosynthesspeciallysynthesis of -glucan and chitinwere
selectedThe analysis showed that orthologs of almost all proteins involved in the cell wall
synthesis were presentnmost ofyeast speciemnalyzedconfirming evolutionary preservation

of cell wall synthesis mechanisms. Also, proteins involved in cell wall retay were
preserved, but not the proteins bound to the cell wall through partially processed
glycosylphosphatidylinositdiGPI) anchor Cell wall proteins form three types of interaction
with wall polysaccharidescluding noncovalent interactions, cowvant interactions through

GPI anchor, or forming alkaliable covalent bound. Although celpenddots of energy and
resources on the synthesis of GPI anchor and GPI ahcuid proteins, this group of cell
wall proteirs showedto not be evolutionary coeerved among different yeast genera. This
could indicate that these proteins are involved in the cell adaptation to specific environmental
conditions of the most common habitat of certain sgeéilso, it is noted that the number of
orthologsdecreaseas we move to evolutionary more distant yeasith having the least
number of orthologous proteins in evolutionary distant membeitse@chizosaccharomyces

genus Results of this analysis are coupled with cell wall protein profiles analysis generated



through specific labeling of cell surface proteins and their selective extraction by taking
advantage of characteristics of bonds that proteins form with the wall. Results of this analysis
are compared with resultsiofsilicoanalysis and could be used fbetprediction of the protein
composition of the cell wall of different yeast species. Also, the results of both analyses provide

enough information for the selection of novel surface display host candidates.

In the second part of this study, two previousdyeloped surface display systems feraNd
C-terminal immobilization of xylose reductase (XR) on the cell surfack akrevisiaavere

tested for surface display of XR iKomagataella phaffii N-terminal immobilization is
achieved through the genetic fusion of géhR4 coding for cell wall protein and gegRE3
coding for XR, while Gterminal immobilization is achieved through the genetic fusion of
GRE3with part of the gene sequence@EW12coding for the signal sequence that allows
binding of a protein to the GPI anchor. Results show that both recombinant proteins were
successfully expressed and localized in the cell wall, but only Heer@inal immobilization
system provided covalent inqmration of the proteinin the cell wall. In both used systems, no

enzymatic activity of the XR coulldavebeendetected.

Finally, the mechanism of covalent binding of Scw4 and Scw10 protefisoafrevisiaeo the

cell wall was analyzed. These two prioeform covalent bound similar to that of Pir proteins,

but nor Scw4 neither Scw10 contain Pir binding sequence, so the way of their incorporation in
the wall remains unknown. But the results of this study show that a sequence of Scw4 with a
certain simiarity with Pir biding sequence plays a major role in Scw4 covalent binding. Also,

it was shown that unlike with the Scw4, proteolytic processing of ScwlOraedfect its

ability for covalent incorporation into the wall. It watsoshown that Scw10 iprocessed at
minimally two different sites with two different proteases, one being Kex2 and the other

remaining unknown, possibly one of yapsin proteases.

Key words: yeast cell wall proteom; cell wall protein profiles, surface display systems,
Komagataellgphaffii, Scw4 and Scw10
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1.UvOD

6WDQLpQD VWLMHQND NYDVDRBMDPYDW DY DRDLMDQ 5 WHHE R LRI,
VWDELOQRVW aWLWL VWDQLFX RG QHSRYROMQLK RNROLAaC
arRN SULVXVWYR NHPLMVNLK L DQWLPLNUREQLK DJHQDYV
PHYXVWDQLPpQRM NRWHKIQMINVMDMILED QVOQHHBIRVUHGQRP RNRO
VORMD SUL pHPX XQi¥anabdda@ M Q RNOLR-ND [VIDpIL Q M-HBJuk8ad LP DU QR
te -1,6, .-1,3 L O-L14glukana te hitinavanjski sloj stijenke sastavljen je od glikoproteina

koji se sastoje od proteinskoggljikohidratnog dijela, a u stijenku mogu biti inkorporirani na

WUL GR VDGD SR]QDWD QDpLQD QH NSRI¥bRCH @/ ratéing QW HUD |
kovalentno preko glikozilfosfatidilinozitolnog sidra (GPI proteidi)kiovalentno preko veze
QHVWDELOQBHXPiMERQIP®FPRPWUD VH GD VH X VWLMHQFL QDO
proteina.,] X]JHY SURWHLQD NRML VH QDOD]H X VDPRM VWLMHQ
proteini koji sudjeluju u njenoj sinteziiRGQRV QR X SUR FigNKkarad hiinaQ WH]H
procesimaN- i O-glikozilacije proteina, sintezi GPI sidra, gtyanslacijskim modifikacijama

transportu proteina stijenke te povezanim procesima.

6WDQLPpQD VWLMHQND LPD XORJX X ELRWHKQRORA&ANLP SURF
SURWHLQD RG LQWHUHVD QD VWDQLpPpQRM SRYUALQL 3URFH
s nekim odgenakoji kodiraju zaprotene VW D QL p QH 3teite MalsfahtékoMbmanti
SURWHLQ HNVSULPLUD X VWDQLFDPD GRPDULQD 'R VDGD L
SRYUALQL LPDMX 1QDpDMQD RIJUDQLPpHQMD N DkRjeadge VX SRV
uzrokovati zauzimanje nepravilne koneD FLMH daWR SRVOMHGLPQR PRaH
njegove funkcijeili pak relativno malekapacitet vezanja rekombinantog proteina u stijenku.

Kako bi se ove prepreke savladale, potrebno je razviti nove sustave izlaganja proteina na
VWDQLPpQRM ERVUALQR YWMHVSWDQLFH GRPDULQH NRMH EL LP
RGQRVX QD GR VDGD QDM pH a{Sdcth&ahlyées/ddreMisid&kon/dmé GRP D U
WR PRJOL SRWUHEQR MH VWHUL SRWUHEQR J]QDQMH R SU
kvasacaR pHPX X SRVWRMHURM OLWHUDWXUL SRVWRML UHODW

8 VYUKX RPRJXUDY DQWXO/WDMWRMBP QRYQMD SURWHLQD QD S
VWXGLML ELW UH QDSUDYOMHQD DQDOL]D SURWHRPD VWI
usporedo® SURWHRPD VW D Q L [SQderevisias Mk @hHprotes il & Ogin

vrstarodovaNYDVDFD X] SURQDODAHQMH L LGHQWLILFLUDQMH R



UH VH V UH]XOWDWLPD SURWHLQVNLK SURI ptain&m@aQLpQH
VWDQLPpQRM SRYUAaALQL WH QMQ B RMWRR U] ROWIDFMIMRWPX BE\DY] R MY
SURWHLQL XVSRVWDYOMDMX VD VWDQLpQRP VWLMHQNRP
VWDQLPQLP VWLMHQNDPD NY DV D Rénske $aNdve tvukaratikojitiR Y H SR
proteina bi se mogao iskoristiti za razvoj novog sustava imobilizacije proteina od interesa na
SRYUALQL VWDQLFD 7DNRYyHU GDW UH EROML XYLG X UD]¢
potencijalno ukazatinavissd RMH EL VH PRJOH LVNRULVWLWL NDR GRP|

IVSLWLYIPPWIMHIRVW XSRWUHEH VXVWDYD |B. terevBia@ QMH S U
Komagagella phaffii,vrsti koja je prethodno zajedni&Kemagatella pastorimazivandichia

pastoris no danas je poznato da se radi o dvjema odvojenim vrsRiohaa pastorisY HU M H
NRULAWHODJDQMH QHNROLFLQH SURWHLQD QD VWDQLpQF
LVNRULAWHQD NDR NRQWUROD ]D SURYMHd4g %ar§RNdUHEOM
proteinimastijenkeS. cerevisiae D NRML SUHWKRGQR QLVXPNV&WHAWHQL X
2YRP DQDOL]RP SRNXaDYD VH GRELWL RGJRYRU QD SLWDQ!
QXaQR L UD]YRM SRVYH QRYRKVMKY WY INRL HANWISQMWPMIHJI RW +
GRPDULQD ]D YH]DQMH SURWWHQUDRRI® LYQW WIDHSADRXV W WQ M H 2

primjene u ovu svrhu.

Proteini Scw4 i Scwl10 produkti su dvaggaralognitgena kvasc&. cerevisia&oji se u stijelu

PRJX YH]DWL QD GYD QDpLQD SUL pHPX MH SULPDUQL QDPplL
GRN MH GUXJL SRWHQFLMDOQR UD]O WD WagiGbdBrivdnG SR]QD\
veze nestabihepri O X a Q pHMVaR Ifezvezne sekvence karakt&fiwW LpQRJ SkliRMM HLQVNR
NRMX VDGUAaH VYL SURBHURP A0 GCRURKL DD p&E Q XJUDGQMH
SRNX&aDW UH VH SURQDUL YH]QD VHNYHQFD WH DPLQRNLYV]
7TDNRYyHU SURPDWUDW SHRWHHROpWQ PNRW BUHRBMVLUDQMD
QMHIJRYH NRYDOHQWQH XJUDGQMH 2WNULUH QDpLQD YH]D
novih sustavaizlaganjaproteif@D S RY U a L @atrébdnsekienee genaiili dijelova gena

koji kodira za Scw4 ili6 F Z D A&WR EL RPRJXULOR YH]DQMH UHNRPELC



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KVASCI- KARAKTERIZACIJA | KLASIFIKACIJA VRSTA

Kvasci su posebna taksonomska grupa unutar carstva ghivagi). Isprva su kvascima

smatrani samo askomicetni fungi koji su mogli provoditi proces fermentacije poput
Saccharomyces cerevisia® kasnije su otkriveni i bazidiomicetni kvag€luyver i van Niel,

1924, 1927; Nyland, 1949; Banno, 19¢3a)je stoga i sama definicija kvasca imnjena. lako

L GDQDVY SRVWRMH UD]OLpLWD PLAOMHQMD R SUDYLOQRP G
definicija prema kojoj kao kvasce, bilo askomieeili bazidiomicene, karakteriziramo one

funge kojiVH SULPDUQR DVHNVXDO QR hifaje@igjam, ¥ spEnsiX SD QM H |
UD]JPQRADYDQMX QH IR (CPHutiZzBnkhXs\® CPRIGHRjeVsanh M@ iRkacija
NYDVDFD SURYRYHQD MH RGUHYLYDQNIPVFR U [(RODpR NRLPK DNVDH
UD]JPQRADYDQMD VSRVREQRVWL VSROQRJ UD]PQRADYDQM
novazoliranogkvasca sSUHWKRGQR SR]QDWLP YUVWDPD 8YRVYHQMH
SRVWXSDN NODVLILNDFLMH NY Djerie k brojGredo@R vigtalkv@asta]| QD p D |
NDR L SUHUDVSRGMHOH SRVWRMHUOLK YUVWD X GUXJH URG
VYUVWDYDQH 'DQDV QRPHQNODW XU DIntémazidmaRay K8daG O L M H
nomenklature za alge, gljive i biljken.International code of Nomenclature for Algae, Fungi,

and Plants; VNUDUHQR .RG &RGH ,QDPLFRP .RGD L] XNLQX
telomorfni kvasacu ID]JL VSROQRJ UD]PQRADYDQMD WH DQDPRUIQ
UD]PQRADYDQM Du iR&Ozadebixa ienA Yodda. Tek je ragmoinolekularnih
PHWRGD NODVLILNDFLMH L UD]JOLNRYDQMD YUVWD NYDVDFIL
u isti takson, odnosno uistiroéHYL]LMD SUDYLOD GRQHAHQLK .RGRP
Internacio(DOQRJ ERWDQLPNRJ NRQJUHVD ,%& XQXWDU 6HNFL
u Shenzhenu, u Kini, u srpnju 20dH 7DNR]YDQL aHQa&h® VI, 2R 8
WUHQXWQR MH YDaHUL WH VH VXNODGQR QMHPX PLMHQMD -

lako se danas prvenstveno koristi identifikacija vrsta kvasaca na temelju molekularnih analiza,
PRUIRORAND DQDOL]D L GDQDV MH SRQHNDG X XSRWUHI
jednostavnosti, a gotovo obavezno se provodi prilikom izolacije i karaktgeizac
QRYRRWNULYHQH YUVWH NYDVFD 3UYR aWR VH SURPDWUD
krutog agara. Prema preporukama navedenim u kiijig Yeast: A taxonomic study,

poglavlju koji se fokusira na izolaciju i fenotipsku karakterizaciju ked€. P. Kurtzman i

sur., 2011) prilikom karakterizacije kolonija potrebno je promatrati teksturu, boju,



NRQJLVWHQFLMX SRYUALQH L]JGLIJQXWRVW L UXE NRORQLM
kategorije opisa unutar kdise svrstavaju opisi kolonija koje karaktgramo. Tako primjerice
WHNVWXUD NRORQLMD PRAH ELWL PXNRLGQD I1O0OXLGQD YLl
NRORQLMD NUHUH VH RG ELMHOH SD VYH GR FUYHQH ERMH
su sinteze karotenoidnih i #@rotenoidnhV SRMHYD NRML PRJX ELWL NDUDNW
URG 3RYU3LQD PR&H ELWL VMDMQD LOL PDW JODWND LOL
7DNRYyHU NRORQLMD PRAH ELWL UDYQD L]GLJQXWD VSOM
rub kolonijH PRAaH ELWL QHS UHNLDPGHEQ QHBWAMWLWDQ LOL UHVDVW
Nakon karakterizacije kolonija, provodi se karakterizacija stanica prilikseksulanog
UD]JPQRADYDQMD 3UYR VH SURPDWUD GROD]L f@ijon@R UD]PQF
GROD]JL OL GR IRUPLUDQMD SVHXGRKLID L KLID 3ULOLNRP
-SXSD NRML UDVWH WH VH RGYDMD RG VWDQLFH PDMNH p
PLMHQMD 3UL WRPH SRVWRMHQ®YD SXBLPpPLWB Q@BRpKRDRI
HQWHUREODVWLPpQR SXSDQMH .RG KROREODVWQLpPQRJ SXE¢
VWDQLpQH VWLMHQNH VWDQLFH PDMNH WH VH SXS RGYDM
XVNRP VSRMX RVWDYOMDWMEMNRALQMDWREDPVMWDB®IX YLAH Q
GRN NRG HQWHUREODVWLPQRJ SXSDQMD GROD]JL GR UXSWX!
unutarnjeg sloja stijenke premavank@ RWRP IRUPLUD YDQMVNL V@RM VWD (
odcjeplivaQMD SXSD GROD]L IRUPLUDQMHP VHSWXPD QD 4LURN
QRYRJ SXSD NRML VH L]GLA&H LKSRXuBx@ami $uRMQL1YH RGY
+ROREODVWLpPQR SXSDQMH NDUDNWHULVWLpPQR MH ]D DV
NDUDNWHULVRRPRHRWE VLB IQDPLQD IRUPLUDQMD SXSD SL
L PMHVWR QDVWDQND SXSD S DpaamdliRpotarsiiDnuMiateIFid H ELW L
%LSORDUQR SXSDQMH NDUDNWHULVWLpQR HdnsehRsm&L ND O Q+
(Miller i Phaff, 1958) 3XSDQMH VH PRAH UD]JOLNRYDWL L SUHPD QDp]
WDNR LPDPR UD]JJUDQDWR SXSDQMH SUL NRMHP GROD]L GF
stvaraju blastokonidije i nastavljaju rast; akropetalno pupanje kod kojeg doldarmiranja

QL]D SXSRYD SUL pHPX MH QDMPODYVyL SXS QD YUKX WH ED]L
GR IRUPLUDQMD QL]D SXSRYD SUL(KuHZP4n MsHr.,QL1YKdK X QD MV
pojedinih vrsta kvasaca dolazi do formiranja blastokonidija na vrhu izduljenéatabu
VWUXNWXUH NRMD QDVWDMH L]GXOMLYDQMHP NRQLGLRIRL
stanice majke odvaja formiranjem septuma u blizini pupa ffellomyces ili na sredini
konidioformne strukturéKurtzman i sur., 2011)J ranijoj literaturi ovakva forma nazivana je

i sterigmaton{Yamadai Banno, 1984) SRJUH&EQR SRYH]XMXUL RYX VWUXNW
4



se formira priikomVSROQRJ UD]J]PQRADYDQMD L.VPHBWR]H LBVDH L \GH RPN
GLMHOH ELQDUQRP IL]LMRP IRUPLUDMX VHSWXP NRML SR 3
NUHUL DUWURNRQLGLMH NRMH VH SRWRP L]JGXaXMX L SF
kvaVDFD NRMH VH GLMHOH SUHWKRGQR RSLVDQLP QDpLQLPD
HOLSVRLGQR MDMR®IDNMR pFVORQGERWRABLIRUPQR L]GXOM
SROXPMHVHpPQR LOL WURNXWDVWR D L]JGCHRGE VY\DIQM.F D ®IR
VSHFLILPpDQ ]D SR MIK@tzngah i BUR,QONLPQ)ediDd~viste stanica mogu tvoriti

KLIH LOL SVHXGRKLIH SUL pHPX VH QDNRQ VWDQLpPQH GLR
RVWDMX SULpPYUauiH Q Hravehieod pseNdoHird/pdhN D & WM B (PLRFDIR O R & N |
UD]JOLNRYDWL QR SUDYH KLIHWYRUH VHSWXPH L]PHYX VWIL
VWLMHQNH L]PHyate@halhd Xtadiveé D Qravish GXaH RG RVWDOLK GRI
pseudohifaprisutna uvijanja oko mjesta spajanja stanica, septumi nisu jasno vidljivi te su
WHUPLQDOQH VWDQLFH NUD U H(Witkerhht EOQIIPerhaGpoddvhL QH N D
UD]JPQRADYDQMX NYDVFH GLMHOLPR QD DVNRPLFHWH NRM
kojeg se nalaze askospore, dok kod bazidiomicastaju teliospore ili bazidij na kojem se

eksterno formiraju bazidiospore. Stanice askomiceta u prirodi pronalazimo kao haploide,
GLSORLGH DOL L SROLSORLGH 3RMHGLQH YUVWH QHPDMX
nisu izolirane u diploidnomod N X 7DNRYHU NYDVFL PRJX ELWL KRPRWD
KRPRWDOLPQLK NYDVDFD KDSORLGQL REOLFL PRJX SURGX
SDULWL GRN NRG KHWHURWDOLPpQLK NYDVDFD SRVWRMH
producira gametkoje formiraju zigotu samo s gametama drugog haploidnog oblika, odnosno
haploidnog oblika koji generira gamete suprotnog tipa parélfaM HGLQH YUVWH NYDVD
su neki kvasci iz rod&accharomyce®# RJX SRVWRMDWL NDR KRPRaWDOLpPQL
(Oshimai Takano, 1971; Kurtzman i sur., 2Q11)

2VLP PRWHR®RDOL]H SURYRGH VH L UD]JQL ELRNHPLMVNL
NDUDNWHUL]DFLML NYDVDFD -HGDQ RG QMLK MH L VSRVRE
bHPX VH PMHUL NRO L pLLIION8QRG XR MDDNRIVED Q@MoBRGOR]L V
uglika. 1DMpHaiH VH WHVWLUD P Bdlxkote R \gAaktte Usaia@a,L UD Q M
maltoze, ®kWR]H UDI-WDRHKDOR]H D UMHVH LQXOLQD p&NURED
ksiloze 2VLP IHUPHQWDFLMH ELOMHAL VH L PRIJXUQRVW DVLPL
VSRVREQRVWL UDVWD NYDVFD QD SRGO Rel@bRi uMetti®] OLpL W
2VLP XJOMLND QD RYDM QDpLQ PRJIXiH abblizikabjaiWugli DW L L \
VSRMHYD RG LQWHUHVD 1DMpH&GH VH WHVWLUD PRJIXi{iQR)

5



potreba za prisutnosti vitamina i ostalih faktora rasta u podlozi. Ostali biokemijski testovi koiji
se mogu provoditi odnose se na detekcfpELPVNH DNWLYQRVWL NRMD PRAaH

pojedine rodove kvasaca.

,DNR MH PRUIROR&AND L IHQRWLSVND NDUDNWHUL]DFLMD NY
NDR @&WR MH UDQLMH VSRPHQXWR SURYRGLPR PR@®aAHNXODU"
DQDOL]X VHNYHQFL RGDEUDQLK JHQD OHYX SUYLP VHNYHQ
koristila se varijabilna domena 2 (D2) velike podjedinice ribosomalne RNA (LSU rRNA), a
NDVQLMH VX VH NRULVWLOH L GRPHQH Lodataka 'za b&W L pHP X
identifikaciju vrsta Kurtzman i Robnett, 1998; Weil3 i Goker, 20012 WNULUHP SRVWRMD (
L WULKLEULGQLK VRMHYD NYDVFD NRML SRVMHGXMX pLWD
ribosomska ponavljanja, prethodno spomenute regije pokazale su se nedovoljno
informativnima i nedov MQR NRULVQLPD ]D WR porzma HRQMidit| LND F L M
2003) 6WRJD MH LGXUD SULPMHQMLYDQD PHWRGD XNOMXpLYI
analizom drugih reg MD QD M p H a [ntérnal TraBscride€dl Spacersegijama rDNA.

JUXIHY JHQVNLK UHJLMD YH]DQLK X] U'l$ |]D UD]JOLNRYDQMH
GUXJL JHQL NRML VX VH SRND]DOL GRYROMQR YDkimLMDEL O
analizu, a primjer takvih gena gen koji kodira zaktin (Daniel i Meyer, 2003)elongacijski

faktor- . (Kurtzmani sur., 2008)e citokromoksidazu ll(Belloch i sur., 2000; Kurtzman i

Robnett, 2003) ,SDN J]DELOMHAHQLH|R QXVFQMHDMAYQLJEMH-RULAW
QLVX RPRJXULOH UD]OL NRovhbigadjém rédijdk ®RAL K konstivitivrio
eksprimiranih gena (tzhhousekeepinggenesP RJXiH MH GRELWL YHUX UH]JROXF
YUVWD OHYXWLP RJIUIHNPRPOYDRNMHQ®DLWRNWDEROLpPNRJI S°
HYROXFLMVNX UDJ]QROLNRVW NYDVDFD WH L GDOMH QH SL
(Kurtzman i sur., 2011)Stoga danas velike klasifikacijske studije koriste pristup analize i
UVSRUHGEH YHOLNRJ EURMD JH Q DPsjerlretplbatasiuflijexbjalpe WD Y R
obuhvatila velik broj gena i vrsta kvasaca vidljiv jeSieci 1., a gdje je prikazano filogenetsko

stablo 17 ispitivanih vrsta kvasaca.



N. crassa

C. globosum

M. grisea Sordariomycetes

T. reesei
{ G. zeae
S. sclerotiorum
Pezizomycotina 4[ .
B. cinerea
A. fumigatus
{ A. nidulans
S. nodorum| Dothideomycetes
K. lactis
—|: S. cerevisiae

D. hansenii

Leotiomycetes

Eurotiomycetes

Ascomycota

Saccharomycotina

Y. lipolytica

s. pombe | Taphrinomycotina

U. maydis

Basidiomycota

P. chrysosporium

Slika 1. Filogenetsko stablédscomycotalobiveno na temelju analize 781 gena iz 17 vrsta

(preuzetoiRobbertse i sur., 2006; C. Kurtzman i sur., 2011)

2YDNYH VWXGLMH GXJRWUDMQH VX L LIQLPQR |JDKWMHYQF
SULOLNRP VHNYHQFLUDQMD QLMMHBRH MAH XWHK RDQNDAP IX Q/IXW
pozitivni rezultati(Phillips i sur., 2004; Delsu&rinkmann i Philippe, 2005; Fitzpatricki sur.,

2006; Jeffroy i sur., 2006) 7T DNRYyHU ELOR MH SRWUHEQR UD]JYLWL DC
RPRJXULOL RYDNYX DQDOL]X XVSRUHGERP YHOLNRJ EURM
ovakvog pristupa je metodageriranja superstabala2YD DQDOL]D SRGUD]XPLMHY
ILORJHQHWVNLK VWDEDOD GRELYHQLK DQDOL]RP V RE]JLURI
MHGQRJ LOL YLAH ILORJHQHWVNLK VXSHU VWDEDOD NRML N
grupa pisutnih u unesenim podacinjigurtzman i sur., 2011) 1D RYDM QDpLQ VH PRA&
MDVQD YL]XDOL]DFLMD JUDQDQMD L]PHYyX SRMHGLQLK WDN\
L QDMQRYLMD NODVLILNDFLMD NYDVDFD REXKYD!
(https://y1000plus.wei.wisc.equOvaj projekt ima za cilj sekvencirati i analizirati genome

svih poznatih vrsta kvasaca iz podkoljedaccharomycotindNDNR EL VH SURXpLOD F
PHWDEROLPND UD]JQROLNRVW L3HWMPORIXNBPOXARFD MLY EK LY L
projekta(Shenisur.,2018) PRJXiUH MH ELOR DQDOL]JLUDWL HYROXFLMV
QD WHPHOMX SRGDWDND GRELYHQLK IRUPLUDQMHP PDWULI
QD WHPHOMX UDpXQDOQHQIFQ DOV YH N WRUILWWWEOILPHNHQRPLP
DQDOL]D MH SURYRYHQD L QD QDpLQ GaDsvh33R Rasailw H Q L



https://y1000plus.wei.wisc.edu/

taksonomskih grupa izvan podkoljei@accharomycotina’' LR UH]XOWDWD NRML RE

filogenetsko stabl&acchaomycetaceaprikazan je n&lici 2.

Slika 2. Izdvojeni prikaz filogenetskog stab&accharomycetaceae vremenski kalibrirane
ILORJHQLMH SRGNROMHQD SXSDMXUuLShewYd,POEE) SUHX]HWR



1D WHPHOMX GRELYHQLK SRGDWDND GDWLUDQH VX YUHPF
vistaNYDVDFD 6WXGLMD MH WDNRYyHU SRND]DOD GD MH PHW
SRQDYOMDMXuULK L HNVWHQ]JLYQLK JXELWDND PHWDEROLPN
PDWHULMDOD 9HU MH UDQLMH ELOR SR]QPM R HIIX WYX \PWRD PH
NYDVDFD SRVOMHGLFD GRELWND LOL JXELWND JHQD D QDN
HYROXFLMVNLP GRJDYDMHP GXSOLNDFLMWMWRoRRE Gdnbe¢ORJ JF
Duplication) koji se odvio tijekom evolucije jedne od klaBaccharomgotinad WR MH UH]XO WL
SRYHUDQMHP EURMDOOH@MDNRQ p®DD MH VOLMHGLR EU]L JX
gena. Tako danaSaccharomyces cerevisidePD SULEOLAQR sullDQ @nRG pHJID
pODQRYL G XS OLFL (Byr@eR Walfd, QO05) BstbvEemé&hD s gubitkom gena
QDNRQ :** GRJDYDOD VH L GLYHUJHQFLMD YUVWD aWR
Saccharomycotm D |DELOMHAHQR MH L GD X VOXpDMHYLPD NDGD
MHGQD NRSLMD MH HY B@del Wolfe,[2085;) SdanreiGi \@dlf&X0D8) a W R
WDNRYyHU PRAaH UH]XOWLUDWL NULYLP ILORJHQHWVNLP NDW

67$1,y1% 67,-(1.$ )81*$

6WDQLPQRP VWLMHQNRP QDJLYDPR L]YDQVWDQLpPpQX VWUX
organizama iz carstava bakterija, arheja, gljiva, kromistEteOMDND 6WDQLPQH VW
UDJOLPpLWLK RUJDQL]DPD ]QDWQR VH UD]JOLNXMX X JUDyYyL L
LVWD 6WDQLpQD VWLMHQND GDMH VWDELOQRVW L REOLN V
XYMHWD NDR aWeReogiot€kDgklakd, @téRpeMture, kao i od djelovanja drugih

aw Hfwilk@lhiKk NHPLMVNLK L ELRORANLK GMHORYDQMD ,VWRYUH
GLMHOL VWDQLFX RG QMHQRJ RNROLAD SD XMHGQR VXGM
SudjeluMH X UD]OLpPpLWLP VWDQLPpQLP VLIQDOQLP SXWRYLPD C
]QDpDMQR QDUXAaDYDQMH L QW H hekolikadighanid pudaQulsa@iddi VW L M
NRML X NRQDpPpQLFL PRIJX GRYHVWL RG R HNGUWDORMW Q 8 MRILW LR L
VWDQLpQD VWLMHQND VXGMHOXMH L X SURFHVLPD PHYXVRI

,DNR ELVPR PRJOL UHUL GD MH SULPDUQD IXNDIRNR @MW D@D [plQ K
VH UDGL R NUXWRM QHIOHNVLELOQRM ViwlbyNayodliva awRYL
L GR QMHQH ]QDpDMQH SURPMHQH GROD]L SULOLNRP UD]QI
promjena stijenke dolazi prilikom diobe stédhD 6 WDQLpPpQD VWLMHQND PRUD RF
NDR L QMHQX GLREX SUL pHPX GROD]L GR UHDUDQAPDQD S
L VLQWH]H QRYLK 6 REJLURP GD VH QID\GH. [RYiE)BBGNIO R AH QL F

9



organizama produkstotinagenaQ D QHNL QD pX G XRDHMPIKQL UHPRGHOLUL

stijenke

,DNR VH SR VYRP VDVWDYX NDR &@&WR MH YHU L UDQLMH VSF
RUJDQL]DPD UD]JOLNXMX LSDN MH |]DMHGQHPNRHGYHRVQR
RUJDQL]DPD pLQH SROLVDKDULGL Mm@ RBRIOQALDRDUL]GHDRLV
I do 80% masenog udjela u suhoj tvari stijer(Ruiz-Herrera, 1991)1DMpHauL SROLVDKD
VDVWDYX IXQJDOQH VWDQLpPpQH VW|GFHGRH VX DOWRDD Lb LEH
1,3JOXNDQ LDNR NRG UD]OLPpLWLK YUVWD SI6RPMAHBEBDRCR L G
1,3 -14 -1,3 WHL4glukan(Bernard i Latgé, 2001; Klis, Groot i Hellingwerf, 2001,
Grin i sur., 2005)'UXJL YUOR YDAaDQ SROLPHUWERMLVWHD QIDIBIRM X
KLWLQ +LWLQ NRG NYDVDFD pLQL RNR(KIs, A9DM Ki®iBuX, PDVL V
2001) dok se kod pojedinih vistd LODPHQWR]QLK IXQJD W DB4rttdckH- R NUH U
Garcia, 1968; de Nobel i suHitin, linearni polimeiN-acetilglukozamina, i kod kvasaca i kod
filamentoznih funga formira hitinske fibrile ko QDVWDMX PHYXVREQLP SRY
sintetiziranih lanaca hitina vodikovim vezarfiiowman i Free, 2006)rako formiramfibrili
LPDMX YUOR YLVRNX YODPQX pYUVWRUX aWR GRGDWQR Xp
VLQWH]H KLWLQD LQWHQ]JLYDQ MH QD PMHVWLPE&KE,LQWHI]H
SULPMHULFH X SRGUXpMX QDVWDQND SX8MHNRY RS SYIDM QR
JRYRUL L d¢eldi®iptl@dineRe hitina uzrokuje deformacijyestke i gubitak osmotske
stabilnosti stanicdBago i sur., 1996; Specht i sur., 199683] JOXNDQH L KLWLQ
QDM]IDVWXSOMHQLMX VNXSLQXWEREQRFDRDKDUAAIGEHFP DQ VQ'DRGR
PRQRVDKDULGQLK MHGLQLFD QDMpH&iH PDQR]D NRML pLQ
YUVWD IXQJD X DQDOL]L VDV Wdslibruga\hBkdze ipenty7é/ kdgH Q N H
SDN PRJX WY RUL®ilLhdteopOlisdghanléRuik-Reprera, 1991)0HYy X QDMpHauUH
GHWHNWLUDQLP SROLPHULPD L] WH VNXSLQH SURQDOD]LPF
PXNRUDQ KHWHURSBROOKNX UWR® L [(XWREMY 26 GiuBdzEHomjeru

D NRML MH L ]RstdnkeB@ot juoxiiBareiclki-Qadciai Lindberg, 1972)
D VOLPpQL SROLPHUL NDVQLMH (Bidwh jRiBdbérd) Q671 Wharjg 6 U X J L K
Bartnicki-Garcia, 1970; RukHerrera, 1991)

10



*OLNRSURWHLQL pLQH L GR XGMHOD X (BfoWdR@ht2YyYDUL VYV
1992; Bowman i Free, 2006)D QHaAWR VX X PDQMHPXSRWW Q WoNIXR M VW X
filamentoznih funga9 HILQD SURWHLQD VWDQLPQH VWLMHQNH SURO
do njihoveO- i N-glikozilacije. PriprocesugNR]LODFLMH QD RGUHVHQH DPLQF
u sastavu proteina dodaju se ugljikohidrgimlimeriN- ili O-glikozidnom vezom. Kod kvasca

S. cerevisiateJ RYRULPR R PDQDQVNLP SROLPHULPD GRN VH NRG
drugi polimeri poput galaktomanana ili galaktgi@@ander, 1974)Osim ugljikohidratnog i
SURWHLQVNRJ GLMHOD R GU H y HfgsatidlinoAtéin® (GRIWIdtd kQje VD G U &
VXGMHOXMH X NRYDOHQWQRM LQWHUDNFLML JOLNRSURWH
R P R J X lidehjthdku integraciju u stijenku. Osim kovalentnim interakcijama, glikoproteini

V RVWDOLP NRPSRQHQWDPD VWDQLpPpQH VWLMHQNH PRJX EL
2VLP VWUXNWXUQH XORJH JOLNRSURWHLQL VWK LPQH V\
VWDQLFD LQWHUDNFLML VWDQLFD V RNROLaAHP VXGMHO
VXGMHOXMX X SULMHQRVX VLJQDOD NDR UHDNpsandijd QD YDQ
molekulate sudjg XM X X SURFHVX VLQWH]H L UHRUHer@aU1I®dOMD VWL
Bowman i Free, 2006)

/ILSLGL pLQH GR XGMHOD X VXKRM WYDUL VWDQLpPQH VW
IXQJD WDM XGLR PRAaHRHiE:-Métreda, Y081)B R LMHQNDPD UD]OLDL
detektirana je prisuabst triglicerida, sterola, fosfolipida i glikosfingolipig@uomalainen i

Nurminen, 1970; RukHerrera, 1991) no valp naglasiti da neke od rezukigtrisutnih u
OLWHUDWXUL WUHED X]HWL V UHJHUYRP RE]JLURP QD PRJXU
RVWDFLPD VWDQLPpQLK PHPEUDQD 6DPD XORJD OLSLGD X \
postoje pretpostavke daRISULQRVH KLGURILOQRP KLGURIREQRP NDL
(Suomalainen i Nurminen, 1970; Ruterrera, 1991) no i petpostavke da sudjeluju u
SRYHILYDQMX VWDQLpPpQH VWSudnbQ@iNer i NuMmMéanQRTORH PHPEUDQ

3RMHGLQL IXQJL X VDVWDYX VWDQLpPpQH VWLMHQNH VDGUAH
X IXQJDOQRM VWD QL p Géed promalanintd @de LpddtayniReH akBopilca i

EDJLGLRPLFHWD D LJUD ]QDpDMQX X@MWMD X XO VD& VLYV p /R\ID]C
LVXELYDQMD L WHP S KBeID Whédled, QI98)Bsitd doyaWméldrnD melaninu

VOLPpQL SLIPHQWL WLWH VWDQLFH RG OL]H LQKLELUDMX
NRQNXUHQWQLK PLNURRUJDQL]DPD L YL4LK RUJDQL]DPD 3
stijiencikvDVFD L RW SR UQR VW ¢pdnBn@MHHOWICPID G RER®YD QM IE RN D] L
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puta(Potgieter i Alexander, 1966; Bloomfield i Alexander, 1967; Kuo i Alexander, 1967; Hurst

I Wagner, 1969; Bull, 1970; Luther i Lipke, 198®osebnu skupinu zanimljivih funga koji
sintetiziraju pigmentp LQH WDNR]YDQL A Fspa@dju N 3kDpink askordicédarkdiL
LPDMX L KLIDOQX L NYDapbvwX PRUIRORJLMX WH X MHGQI
stanice(Tafer i sur., 2015)Neki od sojeva i vrsta iz rodaxophialaizolirani su iz Atacama
pustinje, a pokazuju otpornostna 4@/ UV-% L RNROL&EQR 89 |JUDpHQMH NDS
umjereno slanom mediju (0.7525 mol/L NaCla) i umjerenim do hladnim temperaturama
(Pulschen i sur., 2015 VLQWHWL]LUDMX EURMQH VSRMHYH NRML L
VWUHVQLK XYMHWD XNOM X p XNDODILLRI @ Qtdan, YokudrRodhD U R W H
i torulen)(Gorbushinaisur.,2008BULPMHU L]JOHGD L UDVWD FUQLK NYDV

vidljivje naSlici 3.

Slika3. . RORQLMH AFUQINKS 0O R pRfPfEDhédsdnesos blacknufia

chersonesos rosa

3527(20 67%$1,y1( 67,-(1.( .956%$&$

SURWHRP VWDQLPQH VWLMHQNH NYDVFD REXKYDuUD YHOLN LU
u sintezi prekursora stijenke samepolisaharidn®@snovice stijenke pa sve do proteina koji su

ORNDOL]JLUDQL X VDPRM VWLMHQFL kVBRscdD cei@visiddaxigkY yHQR C
Q D p L Qu nawijenkuide Groot i ar., 2001) ,SDN SURWHRPRP VH PRAH VPDW
JHQD V GLUHNWLP XWMHFDMHP QD VWLMHQNX (@rlday H QMLK
2012) 8 GDOMQMHP WHNVWX ELW (H SRdjjénd Hrems hjidy@ H V N X ¢

ulozi ili lokalizaciji, akoje se smatraju dijelom proteoma stijenke.

2.3.1.6 L QW-H3J[L -1,6-glukana

GIXNDQL VX NDR aWR L QMLKRYR LPH XND]XMH- S®RIOLPHUL
JOLNR]JLGQRPIGMNDFQ QHWRSOMLY MH X YRGL L YHULQL RWL
PLNURILEULOH NRMH QDVWDMX SRYH]LYDQMRUR-Hetr&dl ODQDF
i Ortiz-Castellanos, 20191 D WHPHOMX QM L K& X N DVQWHUXRIAWXPHRHSR GL M H O
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UD]JOLPpLWLK NODVD NBdRre@{RRzHeter® $99V)D R-153X hefazgranati
JOXNDQL3glukani s mjestPLpQHIFG-JUDQDQMHP NRMH pLQH SRMHG
JOXNR]H F JICBXIN-D,® motivima, G JOXNDQL NRML1¥DG1BaH
PRWLYH,3HRVIRULOLUDQL3JMXND@L VD JGDramaMiQdir)
JOXNDQL NRML VX XJODYQRP VDpLQMHDQH, &REkod@AINR]QLK
YH]RP 3ULPMHUL SROLPHUD NRMH SUR Q DatibgrinPliRea¢nvVW D QL b
-1,3SROLPHU JOXNR]JH NRMHJ SURQDOD]L-B,BpHNiR& kdjifkl L QH 1 X
GMHORPLpPpQR Wiej§EKbULdsaXiaytsGlhataW BRQDYHQ X GMHORPLPQR C
obliku (Pereyrai sur., 2003; Ruiderrera i OrtizCastellanos, 2019utori Synytsya i Novak

(2013) SUHGORALOL VX X VYRP UDGX GUXJDpLMX SRGMHOX JO
O L Q H-D-glgkani podijeljenu dvije podgrupe MHG QX NRMX VDpLQMDYDMX JO X
JOLNRJLGQH YH]JH L GUXJX NRMX pLQH OLQHDUQL JOXNDQL
JUXSX E pLQH-guwkahl]dpPpBMWOMHQD MH QD WUL SRGJUXSH
razgranati -1,3JOXNDQL GUXJX1,64DRany QDMWMVUIHUOX UD]JUDQDWL J
PMHEARYLWLP WLSRP JOLNR])GHIGH YHIRN DT QH iR MibX R G U & F
glikozidkneYH]H D SRGLMHOMHQD MH X GYLMH SRGJUXSH RG NRI
polimeri. Svaka od podgrupa podijeljena je na dodatne podgrupe ovisno o dominantom tipu
YH]H NRML SUHYODGDYD X SROLPHUX WH WLSX YH]JH NRML ¢

8QDWRp BRYMMXVWO®LNRJ EURMD UD]JOLPpLWLK WLSRYD JOXN|
YHULQL WLK Y & WN»1LGQMHI KINNDVY XNSRONMIL p L QY YXANXF@QRND QD VWD
stijenke(Bowmani Free, 2006)odnosno 90% ukupne mase glukanagridi unutarnji sloj

stienke NRML RVLJIJXUDYD QMHMIi®i SIE,QQAR) NjedpoywSirukiRri ¥rvi su

opisali Kreger i Kopeck (Kregeri Kopecka, 1976; Kopecka i Kreger, 198@omatranjem

mikrofibrila sintetiziranh X SURWRSODVWLPD SULOLNRP UHpPH®NK WIXFLM
izmijerili da sunastai mikrofibrili bili SUL E O L & Q Rte prédmj&&ako 20 nnisti autori

potvrdili su i ranije pretpostavke kalse O L Q H D U Q L-1)3gukaDiGtukturno sastepd

WUL PROHNXOH SROLVDKDULGD PHYyXVREQR SRYH]DQH YRGL
je kasnije potvrdilai analiz WU XNW XUD EURM QL K-1,Xgukén®, @Lizkintkd | JUD QL
OHQWLQDQD NRML WYRUL X]YRMQLFX VD fKoaebk&li@glrG VDPR
1986; Saitd i sur., 1987; Williams i sur., 1991; Stokke i sur., 19P8sustvo linearnih,
QHUD]JUD Q DW3tgKikane iRdgé-rijetko u stanicama@ W R SRND]XMH QL] VW X(
VLQWH]D QHUD]JUDQDWLK ODQDFD RGYLMD SULNMSHFLILPp
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sojevimaManners i sur., 1973; Larriba i sur., 1981; Kopecka i Kreger, 1986; Fokacia
I sur., 2011)

6 L Q WH,BXlukana kod funga kataliziraju-1,3-glukansintaze za koje je pokazano da

koriste UDRJOXNR]X NDR GRQRU d8HUHUD 2VWDOH SR]QDWH NDU
visok Km za supstrat, da gevitro ne aktiviraju kontroliranom proteolizom, ovisno o sustavu
regulacije mogu biti aktivirane dvovalentnim kationima, imaju pH optimum u neutralnom pH
SRGUXpMX WH WHPSHUDWXUQL RSWLPXP SUL WRHSHUDW XL
Herrera i OrtizCastellanos, 2019)Poznato je da su kod kvasBa cerevisiaglukansintaze

sastavni dio kompleksa (K& koji se sastoji do najvjerojatnijeiflvy podjedinica od kojih jedna

LPD UHJXODWRUQX D GKaxgTahiln M8ONON kur NDOIA)ORACS.
cerevisileVDGUAL WUL JHQD NRML NRGLUDMX ]D HIBdluRak NRML LF
sintaze, a to sEKS1, FKS2i FKS3 Samo ime FKS nije povezano s funkcijom gena, nego je

ime SRVOMHGLF Da R8tBrdiDQ Win genima pokaj hiperosjetljivost na
imunosupresivni agens FK5@®arent i sur., 1993; Eng i sur., 1998yodukt genaFKS1
SRND]DR VH NDR JODY Q L-FBglikiNaRd.brirojdad dglécifh pXog gena
rezultiralau 75%tnom VP D QM H Q M XL, Bidukeind L ijegnci, dok delecigenaFKS2

QLMH UH]XOWLUDOD ([nQu2 jp Buk, Qa9B; MidAQrR wui., S 898pak, delecija
obajugenalh OD MH OHWDOQD LDNR(MRWMiKG.L1QIB) W R 8 DN FG.RMYR C
GR |DNOMXpND NDNGRMRIDIRPH BN OLIPIIMKX UH XORJH 5HJXODFL
JHQD WDNRYHU VH UD ]@huNa¥ ekspresiBdnditkS RuFkkaénbDj @A Hranoj S

fazi rasta, dok j#KS2Z HNVSULPLUDQ XJODYQRP SUL UDVWX X PHGLNM
ugljika poput acetata JOLFHUROD D HNVSUHVLMX MH PRJXUH L SRV
L R Q L P fakiotbin te delecijom gena koji uzrokuju defekt u sintezi polimera stijenke kao i
XYMHWLPD WH P SMadaup VEu£.U1Q9%;JZ1ER NsDr., 1998; Lesage i Bussey, 2006)
DelecijaFKS2 WDNRYHU LPD 1QDpDMDQ XWMHFDM QD EKR$BHNW X \
WDNRYyHU GREEDHEBR X QDVWDMDQMX VSRUD MHU VH X WR
IHQRWLS 8WR SDN GRKSZA EKSIRmD Kdayw/ifdrMiEanis Btijenke spora

lako se njihova uloga ne preklafdazur i sur., 1995; Ishihara i sur., 200DelecijaFKS1

nije pokazala utjecaj na fenotip spora, a druga studija pokazala jé&-kekoFks2 ne stupaju

u interakcije §-ks3 (Lesage i sur., 20005 HIJXODWRUQX SRGMHGG&IRdzE X .*6 plL
XNOMXpHQD X UHPRGHOLUDQMH DNWLQD X FLWRVNHOHW X
VWDQLPQH VWLMHQ Nhaz®WH IV LX) SXAVXREP$SS XWX LQWHJIULWF
(Qadota i sur., 1996; Madden i Snyder, 19B8gonova i sur., 1999Dokaze da je upravo
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5KR ]DVOXabQ X UHJXODFLML DNWLYQRVWL .*6 SURQDYHQ
Fksl mogu kopreciptirati, unosom termolabilne mutacijeiiOl, aktivnhost ksl postaje

ovisna o temperaturi,a inaliDFLMRP 5KR SXWHP $'3 ULEJRKar@WELMH QH
aktivnosti u stijenci prin vitro eksperimentyDrgonova i sur., 1996; Mazur i Baginsky, 1996;

Qadota i sur., 1996)

Prethodne studije pokazale su prisustvo homologma FKS i RHO kvasca roda
SaccharomyceX YHULQL YUV WmDipadhaMcrodpolidiarl dok Saccharomyces
VDGUAL NDR d@WR MH B{SlgaNK R'GI@R NJ HENHRMR NWOMDFD VDG U:
KRPRORJD SUL pHPX MH R(@QHerbpsahDdvr.)1999; Ha/ Badtili Mdn@ry,Q

2006; Riquelme, 20138 drugstrare QHNL NYDVFL LPDMX YK&dgenitaQD KRP|
pa takoSchizosaccharomyces pomhdeD GU AL pHWLUL AR QDM R GX N®&RM X [KHD HXC
stanice nego formanjeseptuma, drugiM H XN XMWKIpGIWH]X VWDQLpQH VWLMH:
preostala dva u sintezu apikalne stijerfkeu i sur., 1999, 2000; Ruitlerrera i Ortiz

Castellanos, 2019)

Sinteza-1,6 JOXNDQD QLMH GREUR UDJMDaAaQMHQ SURFHV L WRpC
QMHJIJD QLMH RGIJRQHWQXWGOGR SURRVGTLQRMRIHYBD RRAMKpH
REXKYDUDOD MH L]ODJDQMH QL]D VRMHYD VS.Gét€visideL M D P D
ANLOOHH: SNNRMHVE YBHIBXNDQ 6RMHYL V PD@NMRABaNROLpPL
sukladno tomu manje su osjetljivi na djelovapieteina. 1D RYDM QDpPLQ LGHQWLIL
JHQD NOMXp QL6&KglMkavid, @ &/ RE1, KRE5, ROT2/GLS2, CNE1, KRB&N]

KNH1, KRE9, KRE1li CWH4/GLS1(Bussey, 1991)8 GUXJLP VWXGLMDPD XW
XNOM X |BHQ RN ®/DL X V-L,@dNkbhXLesage i Bussey, 2006)D XNXSQR MH YLal
20 gena nanekiPpLQ SRYH]DQR -X,BJOXQW QIR PXRBsKupakel, u_ ]
stanicama kvasac8. cerevisiae, Candida albicanCandida galbrata(Mio i sur., 1997;

Lussieri sur., 1998; Nagahashi i sur., 1998; Shahiniani Bussey, 2000; Herrero i sur.l2004)

silico analiza vrsta iz skupinBasidiomycotgokazala je prisustvo homolodéRE1, KRE9,

KRE11li CNEL dok su kod vrsta iz skupinrdygomygota i ChitridimycotsSE URQDVYHQL VDPF
ortolozi KRE6 i SKN1 (Ruiz-Herrera i OrtizCastellanos, 2010).RG YHULQH LVSLWL?®
NYDVDFD NDR NOM X pQe&glukaalpokaral/ suGSedeRRES i KRE9 b L M D
disrupcija uzrokuje 809400% W Q R V P D Q M H Q,MdiuKdria O dtipphdieadeni sur.,

1990; Brown i Bussey, 1993; Roemer i sur., 199@jotein Kre5 lokaliziran je u
endoplazmatskom retikulumu te imaRp DM Q X V O L jg@ikxaVyglikdtrahsBerazom
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(Fernan@zisur.,, 1996 YLV RNR Rp XY Dt@inalddg ¥ijdl@kepd oflgovara mjestu

vezanja UDPglukoze(Shahinian i Bussey, 2000; Herrero i sur., 2008lecijagenaKRE
XJURNXMH QDM Q L alkb-diuRapd iHsBjevdieeFzbdg ldvega navedenog jedna od

prvih pretpostavki bila dagfKRES NDWDOLWL pNBLGREMAIGQWDEFBD PHYyXWL
SULVXYWYRXNDQD X VWD Q LG @lbiddnas Weleblarm@Baju koRijdgBna

KRE5 (Herrero i sur., 2000)XND]DOR MH GD WRPX LSDN6qUkkhE WDNR
detektirano je i u sojevima s delecijgganaKRE6 (Roemer i Bussey, 1991pa za sada kao
QDL]JOHGQLML NDQGLGDW ]D-1,Bd@ukabsntae L fréoxtaj BRG M HGL Q |
(Aimaniandaisur.,@09) 8 SULORJ WRPX JEBVYRWH LU pL EMHQYLUMHDURMD W
izvan stanice ili je lociran u stijen@@rown i Bussey, 1993p dvostruka delecija gedRE9 i

njegovog funkcionalnog homologd\H1 UH]XOW LU D OH ydibrat® R derevidbR G
(Dijkgraaf i sur., B96; Nagahashi i sur., 1998y DNRYHU VWXGLMD L] SRND
nastale iz mutantnih sojeva s defektonKRE1, KRE9 BIG1, ali ne i uKREG pokazuju
SURPMHQH X VWUXNW X UleodjgtljRost Ha &dpRam i suk/,\RA1DD2ledifa R
genaKREL koji kodira za protein lociran u citoplazmatskoj membrani i/ili u stijeedk

rezultira fenotipom kod kojeg je prisutril,6-glukanznatno maniji i njegova -1,3 grananja

VX ]QDWQR(Bodhe DIuH,QEP0; Roemer i Bussey, 1993pga ostalh proteira
okarakteriziraih NDR YR a&Q V L-Q6/MltkdoD MRa MH PDQMH MDVQD 3ULP
ER glukozidaza I, a Rot2 ER glukozidaza IHt QLMH MDVQR ]J]DaWR PXWDF
CWHA41/GLS1 ROT2/GLS2X]J]URN XM X V P D Q MLi6-QldkahaNiRtPehdiSh@hihian
isur,1998) IHGRVWDWDN IXQNFLRQDOQRJ &QH S BHukahd RNXMH
u stijenci do 30%Shahiniani sur., 1998) QR XJURN WRP X W DONEFjelpviQLMH SF
puta identificiran u potrazi za homologom kalneksinaSizpombekoji je odgovoran za
]DGUADYDQMH SRJUHAQR VPRWDQLK SURWHLQD VWLMHQNH
homologa uS. cerevisia@ije utjecala na revertiranje fenotipacnel mutantu, pa se stoga

prava uloga Cnel ne zig8hahiniani sur., 1998)
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2.3.2.Sinteza hitina

Sinteza hitina uUVWDQLFL RGYLMD VH QD Q&L molirged -1MHN- QD UDV
acetilglukozamina dodaje-BlcetilglukozamifGIcNAc) QD QMHJRYRP QHUHGXFLUDI
a kao donorGIcNAc koristi se UDPN-acetilglukozaminlstovremeno sa sintezom lanca,
GROD]L GR VHNUHFLMH KLWLQD GR VWDQLpPQH WimazsiHQNH N
PR GRODVNX X VWDQLpPpQX VWLMHQNX KLWLQ VH PRAaH YH]I
YH]RP LOL PRA&H ELW lanferd tiRribEW DO HWLQ )M HIOURYPp(REz2X QD V W D
Herrerai sur.,2006)9HaH VH L QD QH U H &X3dlukdda) Xdjetbvisrjeh IarH1Yi H

Crh2 dolazi i do vezanja hitina na ogrankd.,6-glukana(Cabib i sur., 2008)U kvascus.
cerevisilteGHWHNWLUDQD VX WUL SURWHL QBintdz# (ONsIL)hiviaL QW D] QF
sintaza&? (Chs2) te hitirsintazeB(Chs3).&KV VLQWHWL]LUD VH X PHWDEROLD
je potrebna njegov®8 URWHRO LW L)W R DI M WAIR N [ DMBR | Cabib, 1978;

Kang i sur., 1984; Orlean, 198%) in vitro (Sburlati i Cabib, 1986; Orlean, 1987)
HNVSHULPHQWLPD 8QDWRp WDNYRM UHJXODFLML &KV QH
KLWLQD pD Nk@ijaMaCHIDIiNCRIY(Shaw i sur., 1991)a delecijagenaCHS1

povremeno rezultiralizom pupa, fe@®R P NRML MH XEOD&aHQexETSkGiNR VH Gt
kodira za hitinaz\{Cabib i sur., 1989) 7R SRWHQFLMDOQR XND]J]XMH GD &KV
sintezi hitina nakon prekomjernog djelovanja hitinaze Cstl, no uloga Vilz VLIJXUQRAaUX
S RWY (3akbilfiBsur, 1989; Orlean, 2012)Tijekom logaritamskog i stacionarnog rasta

stanica, razina aktivnog Chs1 neznatno se mijgjkean, 1987) NDR L SULOLNRP VWDQ
(Zimanisur.,,1996) GRN VH SRMDpDQD UD]LQD WUDQVNUL&SFLMH L
stanica fakbrima parenja, iako je navedena aktivnost detektirananektro i to nakon

tretmana tripsinonfSchekman i Brawley, 1979; Orlean, 1987; Appeltauer i Achstetter, 1989)

te Chs1 ne pridonosi feromon induciranoj sintezi hi(ddean, 1987)

Hitin-sintaza2 (Chs2), sudjeluje u sintezHN  VWDQLpPQRJ KLWLQD L PR&H VH
UDVWXULP VWD QL F lum Dip¥indmShuNa iLaabilD) DoBa; drlean, 201Za

ra]OLNX RG &KV &KV SRND]XMH ]QDpDMQ@X UD]JLQX DNWLY
WUHWPDQD @&4WR PRaH XND]JLYDWL GD VUthi@la&igur.VIOGSWOH W L] L U L
I sur., 2012) 1DMYLAD UD]LORISR gowxa8d)j¢is94 Lsivdtezom primarnog septuma i

G RV H aH MJagi Pammeri sur., 1992; Choi, Santos, i sur., 1994; Chuang i Schekman,

1996) QDNRQ pHJID UD]L Q Dglé spdda. )SinaxabsQ luFER t© bBjegova kasnija
WUDQVORNDFLMD QD PMHVWR VSDMDQMD VWDQLFH NUHUL L
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HQJLPD XNOMXpXMXuL PLWR \ZhapdN HsuN,LZ2D@5] Aelb Ldur., RO®S N
fosfatazu Cdc14Chinisur.,2012) NLQD]X PLWRW L [ RsurL, POLR)¢DIvag |
proteina Innl i Cyk3 lokaliziranih u vratu pugsishihamaisur., 2009; Meitinger i sur., 2010;
Ohisur., 2012)

Hitin-sintaza3 (Chs3) odgovornaH ]|D VLQWH]X YL&H RG KLWLQD X V\
YHIHWDWLYQRJ UDVWD X QHVWUHVQLP XYMHWLPD WH QH V
u aktivnu formu(Orlean, 1987)Razina ekspresieHS3 RVWDMH NRQVWDQWD WLM
ciklusa(Choi, Santos, i sur., 1994; Chuang i Schekman, 1998H y X \akb Ehs3 spada u

skupinu transferazaQMHQD IXQNFLMD RYLVL R YUOR UHJXOLUDQRP
membrane s koje se potom uklanja i pakira u intracelularne vezikule koje nazivamo
hitosomima,aa NRMLK VH RSHW PR&H SRQRYQR S(OHeaDLAVL QD VYV
8 VDP SURFHV XNOMXpHQ MH QL] SURWHLQD NRML QD GLUH
Chs3, a neki od njih su Chs4 koji djeluje kao aktivator C€33oi i sur., 1994; Trilla i sur.,

1997) 31D NRML YUAL SO LsAirR 2008 Mankds i &it.Y2010¢Chs7 koji

je zajedno s Pfadgtreban za izlazak Chs3 iz ERrillai sur., 1999; Lam sur., 2006) proteini
PHPEUDQH 5FU L <HD pLML VH QDptleanX018)pidtdnikdji QD &KV
VXGMHOXMX X WUDQVSRUWX &KV L]PHYX PhrmaaziBhH L KLWR
Bch2 i Bud7(Santos i sur., 1997; Santos i Snyder, 1997; Ziman i sur., 1998; Sanchatjate i
Scheknan, 2006; Trautwein i sur., 2006; Wang i sur., 2@8@ni4 koji sudjeluje u pravilnoj
ORNDOL]DFLML &KV QD SOD]PDWV NRIBpRIEjRIEAADEMarini SRV O M H
i sur., 1997; Kozubowski i sur., 2003; Sanz i sur., 2004)

.RG GUXJLK IXQJD SURQ D-giAtarh, pAxaks RabiraDR |R-DK h(MMHIQU L

I sur., 2003) Aspergillus fumigatusedam(Mellado i sur., 2003)Cryptococcus neoformans
osam(Banks i sur., 2005; Klutts i sur., 200®&Jeurospora crassaedam(Borkovich i sur.,

2004) aS. pombelva(Matsuo i sur., 2004)pd kojih je jedan neaktivagiMart @ Garc@i sur.,

2003) 60LPpQR NO RertvitRANRG YHULQH IXQJD M-Bi@a@DsuGR GYL
RGIJRYRUQH ]D VLQW H] Xal¥ sinietigirejuEriatd niab{BeGrRiN i Ravdan,

2000; Munroi sur., 2001; Melladoi sur., 2008W R S R Wuk& EHénMO®D UD]J]OLpLWH KL
sintazeLPDMX IXQNFLMX X UD]OLpLWHee, PDIJIHPPD aLYRWQRJI FLNO
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2.3.3.Sekretorni put

Proteini Idkaliziraniu stijenci morajuseVUDQV SR UW L U D W LpraviodiDv@Dd R SMDQLLPF H
procesom kojeg nazivamo sekretorni put. Proteini se wesaki put usmjeravaju za vrijeme
translacije (ribosomski vezano) ili nakon translacije-(m®somski vezano), ovisno o
KLGURIREQRVWL YHU VLQW ZWimnéimamhQsdr. V201D HROFHY ¥ H N Y FHUDYFL
NRUDNRP VHNUHWRUQRJ $XW P HPMER MPXSBROPODY N VR NYH
GXJDpND L]PHVYX L (BipBdi QGi&aschy9&A) M PDSRPpLQMH ED]JLPpQLP
na kojeg seQDVWDYOMD KLGURIREDQ GLR \Woh HBijxd) EOBEAH)S RO D U
Hidrofobni dio signalne sekvence kod kvasacerevisiiteRGUHYyXMH LQWHUDNFLMX
Signal Recognition Partic)éNg i sur., 1996) dok kod primjerice kvascéarrowia lipolytica
SRWHQFLMDOQR YHUX XORJX LJUD VDPD WR@ri®RIPBHZ LMD L V
Sam SRP sastoji se od 6 proteina (Srpl4, Srp21, Srp54, Srp68, Srp72 i Sec65) te 7S RNA
(SCR1)(Siegel i Walter, 1988; Brown i sur., 1998rotein vezan preko signalne sekvence na

S53 SRWRP VH XVPMHUDYD QD MHGDQ RG GYD &gl WUDQV
sastoji od tri podjedinice (Sec61, Sbhl i Sg&isborne i sur., 200p)kao i Sshl, no uloga i
IXQNFLMD 6VK MH QHSR]QDW Delic XstiO, ROA) RiRacdhekewd) DALY D
podjedini@aSRPRa nije dovela do smrti stanice kod kvag&aerevisiaéBrown i sur., 1994)

no jest kod kvasace. lipolyticai S. pombd&Brennwald i sur., 1988; He i sur., 1998pd ne
NRWUDQVODFLMVNRJ SULMHOD]D SURWH la@ proxeind Wop QL p Q X
sudjeluju pritomu, a to su Sec61, Sbhl, Sssl, Sec62, Sec63, Sec71(D&bcizur., 2013)

Po ulasku proteina u ER, signalna peptidaza odcjepljuje signalnu sekvgradipeptidnog
lanca(Blobel i Dobberstein, 1975; Strauss i sur., 1979; Kreil i sur., 1980; Julius i sur.,, 1983)

D RVWDWDN ODQFD VWXSD X LQWHUDNFLMX V EURMQLP abD.
VPDWDQMH 3ULOLNRP u¥ Ldudge pd&&ndlecipskeGrivdifikgidijevproteina,

XN O M X p-XiMNKglikozilaciju te vezanje na GPI sidrd?roteini se u Golgi potom
transportiraju putom COPII (e@oat Protein YH]LNXOD SUL pHPX YDAaQX XORJ
Secl2 (Montegna i sur., 2012JNRML RPRJXUXMX LQWHUDNFLMX V SU)
kompleksa, malom GTPazomBsU SUL pHPX GROD]L-&GReRAMASXRAWADQMD *'
QMX 7LPH VH RPRJXUXMH QMHQD LQWHUDNFé&MdeivuKHWHUF
transportu te djelgkao aktivator SarIBarlowe isur., 1993; Barlowe i sur., 1994potom

pLWDY NRPSOHNV VW XS Draetn®nwarhpl&Eksbm ISt X3/Be b3 kigjHAunRrav H

sloj R P Ravé&xiule(Stagg i sur., 20065a Sec23 proteinom kompleksa u interakciju stupa
TRAPPI (en. TRAnsport Protein Particle kompleks koji usmjerav@OPII vezikule kecis-
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*ROJL PHPEUDQL D YH]DQMH YH]JLNXOH QD PHPBUAL X RPRJ
PHPEUDQD YH]JLNXOH L *ROJLMD RPRJXUDYSoMMe NRPSRQH
ethylmaleimidesensitive Factor Attachment Protein Receptgthovim GRYRYHQMHP QD Y|
malu udaljenost pod utjecajem interakcije s prethodno formir&ompleksom.

2.3.3.1.N-glikozilacija

N-glikozilacija kod kvasceS. cerevisiadatalizirana je uglavnom enzimima iz AigMnn

skupim SBURFHV |IDSRpLQMH VLQWH]RP ROLJRVDKDULKk&QRJ SUH
IRVIDWD V NRMH VH SUHQRVL QD RGUHYHQL DVSDUDJLQVNI
onaj koji se nalazi unutar sekvence Asxix-Ser/Thr gdje je Xxx bilo koja aminokiselina osim
prolina(Roitsch i Lehle, 1989Burda i Aebi, 1999; Helenius i Aebi, 2004; Lehle i sur., 2006;

Larkin i Imperiali, 2011) Sinteza prekursora odvija se u koracimatako da se pmmlekulu

dolikol- | R V I D W D -a¥édtil@ldkozamin (GIcNAc) koji u reakciju ulazi u obliku UBP

GIcNAc, areakciju katalizira Alg7 GlcNAdosfotransferazéSharma i sur., 1982; Barnes i

sur., 1984) Potom ureakciju s dolill-P-P-GIcNAc ulazi nova molekula UDISICNAC pri

PHPX QRYD PROHNXOD *OF 1$E,4YliKazidndphDreSbh HreadkeR kojQ X

kazalizira heterodimerni Alg13/Alg14 komplef&ickel i sur., 2005; Chantreti sur., 2005; Gao

I sur., 2005) Zatim VH UHGRP QD UDVWXuL ODQDH,4glikézNnoVRUD Y|
YH]RP @WR ND]{@Oulo] LD 1p8¥Ja potom molekula manozel,3- te druga

molekula manoze-1,6c JOLNR]JLGQRP YH]RP aWR 3TSH INDOWDIO VMNWD $¢
Kampfisur.,2009) 1IDNRQ WRJD YHA&X VH MZR a&l12ylikddithdmrexdiiN X OH P LC
a reakcije katalizira Alg1(Cipolloisur., 2001 2f5HLOO\ L VXU $EVPDQQHU
Sinteza ovakvog pkeirsora odvija se s citosolnu stranu membrane ER, a daljnje reakcije
RGYLMDW UtH VH X QMHJRYRP OXPHQX QDNRQ &a&WR GRYyH GF
VDGD QHXWY U yBupakAebh pa99 Rétenius i Aeb2004) Potom se u lumenu

QD GRVDG VLQWHWL]JLUDQL SUHNXUVRU GRGDMX MRa pHWL
redom: Alg3, Alg9, Alg12, Alg9(Aebi i sur, 1996; Burda i sur., 1999; Cipollo i sur., 2001;
FrankiAebi,2005) 8 NRQDpQLFL VH GRGDMX MR&a WUL PROHNXOH J
S R P RAlig®, Alg8 i Algl0 (Staglja i sur., 1994; Reiss i sur., 1996; Burda i Aebi, 1999)

Ovako sintetizirani prekursor unutarnjeg lanca [GlchMany-Glcc@ SUHQRVL VH QD SF
RJUDQDN DVSDUDJLQD SRPRUX ROLJRVDKDULG WUDQVIHUD
Stt3, Ostl, Ost2, Wp1, Swpl, Ost4,0OstL MHGQRJ RG SDUDORJD 2VW LOL 2
5 esencijalngKaraoglu i sur., 1997Reiss i sur., 1997; Knauer i Lehle, 1999; Orlean, 2012)
IDNRQ YH]IDQMD SUHNXUVRUD QD SURWHLQ GROD]L GR
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Gls1/Cwh41 te heterodimera Gls2/Rdi2bl (Trombetta i sur., 1996; Romero i sur., 1997;
Wilkinson i sur., 2006)a potom i do uklanjanja jedne molekule manoze manozidazom Mns1
(Herscovics,1999) 8 RYRP NRUDNX XNOMXpXMH VH L VXVWDY NRQV
SD VH WDNR SUDYLOQR VPRWDQL julbReW&VilnQ dmat&nkpioteMiX G D O M
bivaju prepoznati i ciljani od strane ER povezanog protein degradacijskog sustava (ERAD)
(Helenius i Aebi, 2004)koji provodi njihovu razgrado. Shematski prikazorocesa N

glikozilacije prikazan je n&lici 4.

Slika 4. Prikaz sinteze prekursora unutarnjeg dijela laNeglikana i njegov prijednos na
RGIJRYDUDMXUuUL DVSDUDJL®exnLQUIRMWHLQX SUHX]HWR L]

U cis-Golgi-u nastavljaju se reakcid JOLNR]JLODFLMH SUDYLOQR VPRWDOQLE
na unutarnji lanac prvo dodaje jedna molekula manoze koja optvafy6-glikozidnu vezu s

manozom unutarnjeg lanca, a reakciju prijenosa katalizira matran$feraza Ochl
(Nakayama i sur., 1997Potom se nastavlja dodavanje manoznih jedinica reakcijama koje
kataliziraju dva manozil transferazna kompleksa: NPaih | koji se sastoji od homologa Mnn9

I Vanl te ManrPol Il koji se sastoji od Mnn@np1l, Hocl, Mnn10 i Mnnl{Hashimotoi Yala,

1997; Jungmann i Munro, 1998; Jungmann i sur., 19@®ananja u mananskoj osnovici
katalizirana su .-1,2manozittransferazama Mnn2 i Mnn%Rayner i Munro, 1998) a
JUDQDQMLPD SULGRQRVH MRa SHW pODQRYD .WU SRWSRU
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(Lussierisur., 1996, 1997; Lussierisur., 1999 QDpQL EURM P D QNrRhaneht MHGL Q
PRAH L]QRVL®0OD nanGAYLWDY SURFHV VLQWH]H PDQDQD X *R
razOLPpLWLP NYDVFLPD SSomigRadetektiraPd/hidrboloBiiNN2i MNN5S

SD QH pXGL GIN-WDIMN NYUNMDF ® D QE2rRadof) HeyaEL (2-tadaktozu

(Delic i sur., 2013) 7DNRyYyHU N RSGormb¥é DOV Blbiéanskao homologHOC1
identificirana je njihova verzija ge@CH1 (Delic i sur., 2013) 7 DN R y H U S.&f&vigileF
nakraflN-PDQDQD PRAaH GRGDWL RjkQRKdtalzitdRWhhD/Mir6¥Wahgl iD N F
sur.,,1997) D pLML QLWL MHGDQ MDVDQ KRkkwa&ctnmalakplbhididlogGH QW L
njegovog regulatora Mnn4 jestsim kodS. pombgDelic i sur., 2013) Na tom tragu Su i

RW N U SiicresiSiaé C. albicansV D G U&.Hponibd Kluyveromyces lactiQH VDGU aH
fosforilirane glikangdGemmill i Trimble, 1999; Jigami i Odani, 1999jalja primjetiti daP.

pastoris Y. lipolyticai S. pombeQ H V D G U & Hg&nR RoR kb&radjd za proteine iz Mnnl
porodice(Delicisur.,2013) |DGXaHQH ]D WONMN-NDCBQDOWVMWMIKK IODQDFD &
VNODGX V SURQDODVNRP GD.-QPMaHGilHeyezdGhatd/ 2007) @b VDG U At
koje se zna da su imunogg(iallou, 1990)

2.3.3.2.0-glikozilacija

ProcesO-glikozilacije, kao i kodN-JOLNR]JLODFLMH |J]DSRpPLQMH X (5 8 SU
manoze prenosi se sadonoradoiP-PDQR]H QD QHNL RG VWHULpPNL GRVWX
a cijeli proces kataliziraju manozitansferaze. Kod kvasca ceevisilte GHWHNWLUDQR Mt
sedam manozitransferaza koje mogu sudjelovati u ovom procesu, Pimtd kojih mnogi

pLQH KiRédrodimere, pa tako primjerice nastaju PiRtht2 i Pmt5Pmt3 dimeri, dok

SPW pLQL KR(BtRGBdsHgeEH Scheinost, 1999; StraRblsinger i sur., 1999;

Girrbachi Strahl, 2003Proce€O-glikozilacije nastavlja se u Golgiju gdgeprvo dodaju dvije

manoze reakcijama koje katalizirajul,2-manozittransferaze (Kre2/Mntl, Ktrl i Ktr3) te
SRWRP MRa GYLMH PDQR]QH MHGLQ L-E8imanhbzdtkaRrsfevdizP D N R M
(Mnt1, Mnt2 i Mnt3)(Lussieri sur., 1997; Romero i sur., 1999)

2.3.3.3.Sinteza i vezanje GPI sidra na proteine

GPI sidakod kvasces. cerwisiaeimaju osnovnu strukturu prote@O-NH;-CH,-CHp-POy-

6-Man- .-1,2-Man .-1,6-Mant+ .-1,4-GIcN- .-1,6-mioinozitol fosfolipid. Sekvena NRMD VO XaL

kao signalngf D YHIDQMH SURWHLQD QD *3, VLGUR RELPQR VH VD'
DPLQRNLVHOLQD NRMH VOXAH NDR IOHNVLELOQD SRYH]XM)>
SUHNR NRMHJ VH SURWH IDQ NYR-MHIJ Q0 Q&3Ilh DMIMBARYRRI ¥UH VH UD
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glicinskim, alaninskim, erinskim, asparaginskim, apartatnim ili cisteinskintamsma, dva
aminokiselinska ostatka QDM pHAauH JO Uik Is€in, Beyioim ddwi@ritanje 3 do 10
XPMHUHQR SRODUQLK DPLQRNLVHOLQVNLK RVWDWDND WH
duljine(Udenfriend i Kodukula, 1995; Eisenhaber, Bork i Eisenhaber, 1998; Eisenhaberi sur.,
2003, 2004; de Groot i sur., 2007; Orlean i Menon, 2007)

Sama sinteza GPI sidra vrlojd kP SOHNVDQ L HQHUJHWVNL YUOR J]DKWM
SUHNR SURWHLQD D ]DSRpLQMHGENAtBD fosfaidligoltel P *OF1$
YH]IDQ QD PHPEUDQX (5 @&4WR NDWDOL]JLUD NRPSOHNV VDVWD
L (UL D NDR QHJDWLYQL UHJXODWR Séb¥rRgi NRRPBDOHNVD VO
LGXULP NRUDFLPD SUYR GROD]L GR GHDFHWLODFLMH *OF
(Vidugiriene i Menon, 1993)a potom se prekursor translocira s citoplazmatske strane
membrane ER u lume@ HUD]M D a Q M H Q L Rake tieda QILIliRéhe ERolazi do
acilacijeinozitola u reakciji koju najvjerojatnije katalizira adilansferaza Gwtl, a delecija

gena koji za nju kodira letalpaza stanicTsukaharai sur., 2003otom se dodaje molekula

manoze formiranjem-1,4-glikozidne vezel procesu katatiranom s Gpil4 te uz sudjelovanje

Arvl i Pbnl(Maeda i sur., 2001; Ashida i sur., 2005; Kajiwara i sur., 2088)akon toga
GROD]L GR YH]DQMD MR .MN,B GQIHNRRIOGIQXK® MR R]IHM L QD V W
Gpil8uz prisustvo PgafFabre i sur., 2005; Sato i sur.,, 200(BULMH GRGDWND LGXUl
manoze, na prvu manoznu jedinicu dodaje se molekula etanolamina u reakciji tedjzirka

OFG &4WR SDN SUHSR]QDMH 6PS NRMLIiMHDX Q\RRGCSW Bl Nl WAKU -
pPHWYUWH MH@®LiQreés du? BOQRJHONRQ RYLK UHDNFLMD QD VWU
dvije molekule etanolamina reakcijama koje kataliziraju Gpi7 i Gpil3, uz sudjelovanje
Gpill.Ovako formirano sidro prebacujesa protein u nizu reakcija u kojem sudjeluju Gaal,

Gabl, Gpil6, Gpil7 i Gpil8Hamburger, Egedn i Riezman, 1995; Benghezal i sur., 1996;

Ohishi i sur., 2000; Ohishi i sur., 2001; Grimme i sur., 200z )odcjepljivanje hidrofobne

regije proteina na njegovom-&rminalnom dijelu Neposredno nakon prebaciyaGPI na
proteindolazi do remodeliradp *3, VLGUD SUL pHPX VH RG&MMHdSEOMXMH Q
procesikataliziranon S R P RB&tX(Tanaka i sur., 2004)Perl. U daljnjim koracima dolazi

do transferaGPYH]DQRJ SURWHLQD X *ROJL JGMH *3, VLGUR SRGC
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234 3URWHLQL VWDQLpQH VWLMHQNH

SURWHLQL ORFLUDQL X VWD Qadge Q@R stdjldanjhitd @mbddlirabiuM X U D] (
VLQWH]L VWLMHQNH SD VYH GR VXGMHORYDQMD X PHYyXV
DIJIOXWLQDFLMHPQRYKWSULPRWHLQH X VWLMHQ FRrotdifib&® ORaND
VWDQLPpQX VWLMHQNX]DORLVED RMRUX GGRWID D RWMULYHQD
podrazumijeva nekovalentno vezanje,adruga@B pLQD YH]|DQMD SRGUD]XPLMH
NRYDOHQWQH YH]H '"HWHNFLMX SURWHLQD X VWLMHQFL R
RELOMHADYDQMBWIDURWEREID SQ B U SfFQNHSN R-UC-Eotinskodv H P
UHDJHQVD NRML VH YHaAH QD S U &AWRUQNHODPUXRIK DPH XRI U R
ogranaka lizina te.-aminoterminalnu grupu proteina, a negativni naboj sulfosukcinimidilne
JUXSH RQNPRS$XIRIODD]|DN UHDJHQVD NUR] VWDQLpPpQX PHPE
RELOMHADYDQMH LQWUDFHOXODUQLK SURWHLQD 3ULOLNR
dolazi do formiranja amidne veze uz izdvajanpidroksisulfosukcinimida. Biotinska grupa

na SOERGQRP NUDMX UHDJHQVD RPRJXUDYD GHWHNFLMX RY
DYLGLQVNLP NRPSOHNVLPD .RPELQDFLMRP RYDNYRJ QDpL
selektivneL|RODFLMH SURWHLQD NRML LVNRULAWDYRBWWULURGX
GRELYHQH VX LQIRUPDFLMH R EURM SULVXWQLK SURWHLQD
provedena je i njihova identifikacijaO U a ur.|.1997) ,SDN RYRP PHWRGRP QLM
GHWHNWLUDWL VYH SURWHLQH VWLMHQNH V RE]JLURP GD V
XYMHWLPD NDR L X UD]OLpLWLP IDIDPD VWDQLpPQRJ FLNO
proteinskinvrpcidok jepr&/ SRVWDYND GD VH XNXSQL EURM SURWHLQL

2.3.4.1.Nekovalentno vezani proteini

IHNRYDOHQWQR YH]DQL SURWHLQL pLQH JODnafivar@¥hR G XN X
i Scw proteinimé&ao akronimom engleskog nazialuble Cell Wall Proteins Ova skupina

proteina uglavhom j@>-JOLNR]JLOLUDQD L QH VXGMHOXMH ]QDpDMQI
VWLMHQNH ,]JRODFLMD RYLK SURWHLQDmS(baiiy éecil VH WU
sulfatom) pi UHGXFLUDMXuULP XYMHWLPD aWR GRYRGL GR SXFI
QMLKRYRJ RVOREDDPDOMQ QREKMRHGEG LJRODFLMH MH L SUHNR
mM otopini ditiotreitola (DTF D LDNR MH HILNDVQRVW RYRJ SRVWXS
SUHWKRGQR RCGppea@is@®.P198) 7RpDQ PHKDQL]DP YH]DQMD XJ
SR]QDW LDNR VH VPDWUD GD VH UD G-L,3RluiaHovh®bigisLldd_ p QL P L
sada poznatihekovalentnovezaniS URWHLQD VWDQLpQndbiMLLMHQNH QDOZD
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Tablica 1. Popisdo sadgoznatih nekovalentngezanih proteina stijenke kvasBacerevisiae

PROTEIN ),=,2/24.% 8/2*$
Bgl2 (Scw9) Endo ili trans-glukozidaza
Ctsl (Scw2) Endohitinaza
Dse4 (Engl) Glukanaza
Exgl (Scwe6, Bgll) Egzo -1,3-glukanaza
Scwl0 Potencijalna glukanaza
Scwill Potencijalna glukanaza
Scw4 Potencijalna glukanaza
Sun4 (Scw3) Sudjeluje u septaciji
Knhl Sudjeluje u sintezi-1,6-glukana
Kre9 Sudjeluje u sintezi-1,6-glukana

Bgl2 prvotno je okarakteriziran kao egzel, 3 JOXNDQD]D JERJ VOLPQRVWLI
glukanazam&Klebl i Tanner, 1989)no kasnije je pokazano da imaenda,3-glukanaznu ili
transglukanaznu aktivnost, ovisno o dostupnom supstngggovoj koncentracijiMrsai sur.,

1993; Goldman i sur., 1995PrvoWQR MH XWYUVyHQR ESED2 GLWOKEFLMD J
SURPMHQX ITHQRWLSD VWDQLFH V REJLURP QD JUDVyX JOXNTE L
glukanaze koje kompenziraju nedostatak aktivnosti Bgl2bl i Tanner, 1989) PHyXWLP
]DQLPOMLYR MH GD MH NDV QRAMHGROIPIM HEIRH @ R WGV & 1B ONHRFQ I
stijencii porasta aktivnosti Chs1l za oko 60% u odnosu na divlj{Kgdebina i sur., 2003)

Delecija BGL2 homologa u kvascuC. albicans UH]XOWLUDOD MH VQDAaQLML
QDUXaDYDQMHP VWUXNWXUH VW (94th@iNud., 1997PDQMHQRP YLU

&WV VSDGD X VNXSLQX HQGRKLWLQD]D pLML QHGRVWDWDN
VWDQLFD NUHUL RG VWDQLFD P D MEAaCTEDINRWLVP IDEHQ Y HQ XK Y*R VD!
VWDQLPpQRJ FLNOXVD D SURFHV WUDQVNULSFLMH SRG NF
291 &R QDO O DL QN& témeliu analize aminokiselinskog sastava pretpostavlja se da se

DNWLYQR PMHVWR QDOD]JL L]JPHYyX VLIQDOQH VHNYHQFH L

ostacima.

Exglili Bgll ima egze -1,3-glukanaznu aktivnost, a ekspresija g&¥G1 u stanicamé.
pombeuzrokuje pojavu navedene aktivnosti u stijefiairanda i Robbins, 1987EXG1ima
paraloglSPRISURL]DaORJ L] :*'
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Dsed4 imaendo-1,3JOXNDQD]QX DNWLYQRVW D ORNDOL]JLUDQ MH 3
6XGMHOXMH X UD]JUDGQML VWLMHQNH graGesv vdubuqabay WD QL |

stanice majkéColmanLerneri sur., 2001)

SURWHLQL 6FZ 6FZ L 6FZ V S b GlikdhxzaX prvedstveno@BogP R J X U L
YLVRNRJ VW XS Q MilwardzpQaRikugihloryarizdreeP H y XhjiidvRaktivnost

MR& QLMH GRND]DQfaralézaA¥ X LSBRE]|D&OL L] :* WH LPDMX Yl
KRPRORJLMH YhQvadtruR GutantscwdscwlOLPD VPDQMHQX PRJIJXUQRVW
SURGXOMHQR JHQHUDFLMVNR YULMHPH X] SRYHUID® X RVMH
proteina imaju signalnom HVWR ]D SURFHVLUDQMH SURWHD]RP .H[ N
sekvence LysArg i Arg-Arg. Procesiranje ovih proteina proteazom Kex2 odvija se tijekom
VHNUHWRUQRJ SXWD X *ROtéazKex2) ZaNptdtet ScwARpbkezang ¢ Q D

W D N R y Hddla®prddési@a proteazama iz japsinske porodice, skupine aspartatnih proteaza
NRMH PRJX SURFHVLUDWL L-Aby iGAtgeARq) (Oa@ldyK surH N9$aQIiF L /\V
LID SRMHGLQDpQLK E D(Bobpriohiaii Bur.QIRM) AW R IMHD XSUDYR VO X
procesiranja Scw4Pritom japsini hidroliziraju peptidnu vezu #zlizinskog ostatka koji se

nalazi na 390j poziciji u proteinuGrbavac i sur., 2017Prethodne studije pokazale su da su

neke japsinske protedx VPMHAWHQH X PHPEUDQL QHNH X VWLMHQ
SR]QDWD SD VH QH PRa&H VD VLIJXUQRA&AUX ]|QDWL X NRMHP W
JUXSRP SURWHD]D 7DNRYyHU QLMH SR]QDWR SURFHVLUDM X
SILMHGD YLGOMLYR MH GD QHPD ED]JLpQH DPLQRNLVHOLQH :
SURWHD]RP .H[ NDR aWR MH WR VOXpDM NR.@®jBoZiZiji. L]X]HY
OHYyXWLP GR VDGD QLMH ]DELOMH aH QRu@&Bku Wpe@iduingkbnP RJ X K
histidinskogostatka 7 DNRYyHU SULOLNRP SUYH L]RODFLMH RYD GYD
nekovalentno vezangappellaroi sur., 1998) QR NDVQLMH MH XWYUYyHQR GD
RVWDMH X VWLMHQFL L QDNRQ aWR VH XNORWQIHI LYYWEBEHNR Y L
SRWHQFLMDOQR XND]XMH QD PRIJXUQRVW NRYDOHQWQRJ YF
posjeduje signal za vezanje na GPI sidroi ng@aD pDM QX VO PpRWHMWQVY R WIWR M L
WUHUOUX VNXSLQX SURWHLQD VWLMHQNH V REJLURP QD QD]
RVWYDUXMX QRYX YUVWX NRYDOHQWQH LQWHUDNFLMH VD \
izoliranog nakon prethodnog uklanjanja nekovalentno€2L K SURWHLQD VPDQMXM
protein biva procesiran japsinskproteazanad W R X N [ppdeMikhlr@ubgu procesiranja

u sposobnosti kovalentnog vezanja ovog protgi@abavac i sur., 2017)Za Scwll
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pretpostavlja se da se ekspiira samo za vrijeme sporulacije i nije prisutin YHOURMUN RO L p L C

stijenci za vrijeme vegetativnog rasta.

Sun4je s obzirom na homologiju svrstan u skupinu s proteinima Uthl, Sim1l i Nca3, a svi
navedeni proteini imaju visok stupanj homologije s glukaama iz drugih kvasaca poput

Candide wickerhamiiSkory i Freer, 1995) PHYXWLP QMLKRYD JOXNDQD]QC
GRND]DQD )LJLRORAND XORJD 6XQ Q LoelétijsSDNMzréku@d DV QD C
QHPRIJXUQRVW VLQWH]H VHSW XP @®duisshiei Xuv, 200DR LFD PDMNH |

.QK L .UH VX KRPROR]L X,6dukanéinbjvprojatnie\suH Xtijenku
vezani nekovalentno.Deleckge9 GRYRGL GR J]QDpDMQLK GHIHNm@mywD X UD\
SDUHQMD WH X]USNSKOMMX Y X & B uWER BiiRdEdy MLYO3)

2.3.4.2 Kovalentno vezani proteini stijenke

Kovalentno vezani proteini stijenke mogu se podijeliti u dvije grupe, a to su proteini koji su u
VWDQLPpQX VWLMHQNX XJUDYHQL SUHNR GMHORPLpPQR SURF
NRML VD VWLMHQNRP RVWYDUXMX NRW@OndPwaskupind ] X QHYV
proteinavezanajesSUHNR GMHORPLPpQR S,Udfi felgakiead @aRL)6-yRikavi L G U D

te se sa stijenke mogu ukloniti djelovanjeri, 3 ili -1,6- glukanazeProteine ove skupine

nazivamo GPI proteinim&roteini vezani n&PI sidro mogu ostati usidreni u membraniili se
GRVDG QHUD]MDaAaQMHQLP PHKDQL]PRP RGFMH SiegdrijaM X V P H
unutarugljikohidratnog dijela GPI sidtdrotein vezan na tako procesirano GPI sidro prenosi

se na -1,6-glukan(Kollari sur., 1997)Smatra se da se u stijenku prenose svi oni proteini koji
QHPDMX NDUDNWpP@QL WW I1QdrPQR SMREIIMABS isidrenje GPI proteina u
membranyde Groot i sur., 2003)GPI proteini stijenke intenzivno 90- i N-glikozilirani i
RGJRYRUQL VX ]D SULVXVWYR YHULQH PDQDQD X VWLMHQFI
jeuTablici2. . DR aWR MH Y L Gabligel2Yulbga [GM PrBteina stijenke uglavnom je
QHSR]QDWD LOL MH SULSLVDQRPQSWRPHY X RER @R K HP WM DELRI
GHOHFLMRP JHQD NRML NRGLUDMX |D RGUHYHQL SURWHLQ \
MH SUHFL]QR L VNORQR SRJUHANDPD ]JERJ VORAHQRVWL PH!
L PUHAD SXWRYD X VW@ IpEIM X0 HX @ NEUoRORH oA $hOn\ib &)dPria

Ccwl2, Ccwl4, Cwpl, Cwp2, Danl, Dan4d, Ecm33, Pstl, Sedl, SpsP, Sps2ZTipl te

Tird, Tir2, Tir3 i Tir4. Proteini Danl, Dan4, Tiplte TwWl PHYXVREQR VX YUOR VOI
SRMDpDQR HNWXSYMHPWUPRQIDQDHUREQRJ UDVWD JERJ pHJD VH

27



u odgovoru na hipoksijiMarguet i sur., 1988; Kowaks i sur., 1995; Sertil i sur., 1997,
Abramovai sur.,2001) 7 DNRYyHUHNKVNBSULPLUDQL VX SRMDpDQR L SUL .
(Abramova i sur., 2001 Proteini Cwpl i Cwp2 kodiraju za 50 kDa, odnosno 180 kDa velike
SURWHLQH pLMD MH HNVSUHYVL Mania Yadri B@.D1W8 KapteyrJ HV Q L |
I sur., 1996) ali se smanjuje pri uvjetima anaerobnog ré8taamova i sur., 2001Pstl ima
SDUDORJD (FP SUR(ByDe&i@RItE, 2005)te njegova uloga nije poznata, dok

]ID (FP SRVWRMH LQGLNDFLMH GD MH XNOMXpHQ X VLJQDC
(Umekawai sur.,2017) 6HG SRMDpPDQR MH HNVSULPLUDQ X VWDFLRC
VWDQLFH QD GMH O R(8bimgdv surQ 1988w LLKP B SIRBDORJD 6SL SU
WGD (Byrne i Wolfe, 2005) D pLMD MH XORJD QHSR]QDWD
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Tablica 2. Popis do sada poznatih GPI vezanih proteina stijenke kéasterevisiae

PROTEIN ),=,2/24.% 8/2*$
Agal, Aga2 Podjedinice aaglutinina
Sagl (Ag.1) .--aglutinin
Ccwl?2 Nepoznata uloga
Ccwl4 (Ssrl, lcwp) Nepoznata uloga
Cwp1l-2 Nepoznata uloga
Danl (Ccwl3) Uloga u anaerobiozi
Dan4 Uloga u anaerobiozi
Dse2 ODQRSURWHLQ HNVSUL
Ecm33 Nepoznata uloga
Egt2 endoglukanaza
Fig2 adhezin
Fit1-3 6XGMHORYDQMH X WI
Flol (Flo2,Flo4), Flo5, Flo911 flokulini

Pstl (Hpf2)

,JOXpXMH VH X SUR

Sedl Nepoznata uloga
Spil SRYHUDQD HNVSUHVLM
Sps2, Sps22 Uloga usporulaciji
Tipl Nepoznata uloga
Tirl-4 Uloga u anaerobiozi

Utrl, Utr2 (Crh2)
Gasl, Gas3, Gasb

Hitin-transglikozilaza

-1,3-glukoziltransferaza

Yps7 Aspartatna proteaza
&FZ L &FZ SURWHLQL VX NRML SUHPD DPLQRNLVHOLQV
RGQRVQR N'D PHYyXWLP RED SURWHLQD QD 6'6 HOHNWURI

150 kDa(Mrsaisur.,1999) aWR MH QDMYMHURMDWQLMH SRVOMHGLFD
genaCCWI12 uzrokuje pohranu hitina u stijenci, produljeno generacijsko vrijeme, manju
efikasnost parenjakaoi pdgD QX RVMHWOMLYRVW QD GMHQW®RSaD QMH LQ
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sur., 1999; Hagen i sur., 2004)& FZ SR]QDW MH MRA& la SsSRECii@2dLYRP | F:
SRMDpDQD HNVSUHVLMD JHQD NRML NRGLUD ]D &FZ X]JUR
sinteze stijenk{Moukadiri i sur., 1997) Ista studija pokazala je i da disrupcfxLW14

XJURNXMH SRMDpDQX RVMHWOML PRN VEWRV BQWHIQ BDMBID D@ |

strukturalnu ulogu Ccw14.

*3, SURWHLQL pLMD MH XORJD QDMLVSLWLYDQLMD ]J]DSUL
PHYXVWDQLpPQX LQWHUD N F L Mpovezivarjestanicaikivasaa RddodgavorX W L Q L
na prisustvo stané&suprotnog tipa parenja, prilikom kojeg dolazi do interakmiggeinaAg .1
ORNDOL]JLUDQRJ Q Dipa Rardja LaglutiMnskogkerrdle8aDpLQMHQRJI RG $J
L $JD SURWHLQD Q&tipga Rardnja.lAQall wxsrDena lgliDkan preko GPI sidra, a

$JD YH]DQ MH QD $JD NRYDOHQWQR XVSRVWDYRP GLVXO
(Royisur.,1991) 'UXJL SURFHV XNOMXpXMH IORNXODFLMX QDNXS
SDUHQMH NRMH PHYyXVREQR RVWYDUXMX aWasldddgodxbF LM H OH
QD QHGRVWDWDN QXWULMHQDWD X RNROLaX )ORNXOLQL L

ostvaruju interakcije sagljikohidratima susjednih stanica uz prisustvéGana.

7TDNRYHU SULVXWQL VX L HQJLPL L] RupiNa SRUBGLFH *
glukanoziltransferaza koji cijepaju-1,3-glikozidnu vezu unutar -1,3-glukanskog lanca i
SUHQRVH RGFLMHSOMHQL VHIPH@W QBIQHIz XFUBDGMKLDU NWXD
1,3-glukanskog lanc@Mouyna i sur., 2000; Carottii sur., 2004; Ragni i sur., 20073tijenku

kovalentno mogu biti vezana tri prestavnika ove skupine, Gasl, Gas3 téeaSampaio i

sur., 1999; Yin i sur., 2005)Gas enzimi igraj veliku ulogu u biogenezi stijenke pri
vegetativnom rastu i njihova mutacija dovodi do preosjetljivosti na inhibitore sinteze stijenke

te smanjeni udio-1,3glukana, aSRYHUDQL XGLR KRaml D, 1992,01996;Q D
Popolo i sur., 1997; Valdivieso i sur., 200BAS2 i GAS4£kspirimirani susamo za vrijeme

sporulacije i njihova delecija uzrokuje defekte u sporulaciji.

.DR @&4WR MH UDQLMH VSRPHQXWRje iytapsuloguQulobvtju gL QD S L
stijenke. Kod kvasc&®. cerevisiaédentificiranoje 5 japsinskih gena koji kodiraju za redom

<SV <SV ONF <SV <SSV <SV L <SV SUL pHPX MH VDPF
kovalentno vezan na stijenkiirysan i sur., 2005; Gagneftrsenault i sur., 2006Disrupcija
SRMHGLQDpPpQLK MDSVLQVNLK JHQD GRYRGL GR RVMHWOML)
a disrupcija svih 5 gena uzrokuBR VM HWOMLYRVW VWDQL RijerQuaioR-NROL&QL
1,3 i -16glukammte SRYLAHQL XGLR &se\préetqobrayliaRigpsii djeluju na
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aktivnost transglikozidaza i hidrolaza lokaliziranih u stijefiaysan i sur., 2005)Japsini se
VLQWHWL]JLUDMX NDR LQDNWUMQLMDPARNKOD XULQMHPXD S BI
ograncima u aktivnom mjestuprindiDbOQRM S+ YULMHGQRVWL L WLPH EO
VXSVWUDWD 6QLAHQMHP S+ GROD]L GR JXELWND QDERMD J
RWSXaWDAWMHVMSURRMD SRWRP SRVWDMH SRGORA&QD SURWH
supstrafRichter i sur., 1998)ako mehanizam odcjepljivanja proregije nije u potpunosti jasan,
studijaiz 208-e *DIJQRQ($UVHQDXAWDYXWKH) QD PRIJXUQRVW GD VH
YULMHGQRVWLPD SURFHV RGYLMD EDUHPSGMHQOREBEBpGR |
vrijednostima proces kataliziran vjerojatno drugim proteazama, potencijalno(Kadghon

Arsenault i sur., 2006)

3RVOMHGQMX JUXSX SURWHLQD VWLMHQNH SUHPD QDpLQX
mogu izolirati postizanjem alkalnih uvjeta ili djelovanjeml,3-glukanaze.Mehanizam
IRUPLUDQMD YH]H L]JPHYyX 3LU SURWHLQD L SROLVDKDULGD "
enzim koji sudjeluje pri procesu formiranja same vexepretpostavlja se¢a nastajeestersk
veaL]PHYyX NDUERNWH. DRI IURYMRI SRERPQRI RIUDQND JOXW|
AaHUHUD YBdkérM BUR,N2B06) Pir proteini dobil su nazivpremamotivu unutarnih

ponavljanja (enProteins withInternalRepeats D pLMD M3drGlhiN-GH - @dpibly-
GIn-lle-GIrAOD 7UL JOXWDPLQVND RVWDWND XQXWDU SRQDY
ostvarivanje kovalentne veze Pir proteinas® LM HQNRP SUL pHPX LSDN QDM]C
drugi glutaminski ostatak po redu unutar sekvdmier i sur., 2006)Uloga Pir proteina nije
SR]IQDWD LDNR VH ]QD GD MH WUDQVNULSFLMD 3LU +V
WHP SHUD W(RUWSpRsUrg RINIPopis Pir proteina dan jeTablici 3.
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Tablica 3. Popis Pir proteina stijenke kvasBacerevisiae

PROTEIN

),=,2/24.$% 8/2*$

Pirl

Pir2/Hsp150

Pir3
Pir4/Cis3

Pir5

Paralog Pir§ nepoznata uloga

Paralog Pir3sudjeluje uodgovou na
WHPSHUDWXUQL

Paralog Pir2, Nepoznata uloga
Nepoznata uloga

Paralog Pirl, nije dokazano prisustv

proteina u stanici
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=/$*$1-( 3527(,1%$ 1$ 3295a,1,-64,QT,&(12/24a., =13y$-
STIJENKE KVASACA

6WDQLpQD VWXMEQXDHNEIDRAWW B K @O RERW FSKUQROIRIEANH. SR W H (
VH WHPHO M ktiQlagdnjR BoxndlQdro i heterologno eksprimiranin praaddhdD SRYUALQL
stanice.1D RYDM QDpLQ PRJIXiUH MH QD SRYU&ALQL HNVSLULPLU
njjhova LPRELOL]DFLMD ODN&aH UD]J]GYDMDQMH SURGXNWD L E
jednostavna produkcija i produljeno prisustvo biokatalizatora u procesu u uspared
SURFHVRP NRML NRULVWL SURpLAUHQH HQ]JLPH 7DNRYHU C
DQWLJHQH L LOL DQWLWLMHOD aWR PRaAH SRVOXaLWL ]D UL
mogu se koristiti i kao biosenzori za detekciju prisustybd) H yhid@@jeva u okolini na temelju
GHWHNFLMH SURGXNDWD UHDNFLMH NRMX SURYRGL HQ]JLP I
IOXRUHVFHQWQLK UHNRPELQDQWQLK SURWHLQD QD SRYUa
SURPRWRUD NRMLMIRGOIL MHSBH HQIGMIN BLQ D O (FAR,RORIRMHJI aH
6XVWDY L]ODJDQMD SURWHLQD QD SRYU&ELQL NYDVFD PRAaH
ELRNRQYHU]J]LMDPD DGKH]LML VWDQDFEWR ¥NB ®H®DOMHQ SIRY
proteina/peptida.

6DP SURFHV L]ODJDQMD aHOMHQRJ SURWHLQD QD SRYUA&L(
kodira za protein od interesasgenNRML NRGLUD ]D SURWHLGQWYURED QLPpQH
Y H &dvalentnim nterakcijama6 XVWDY |]D L]ODJDQMH SURWHLQD QD VW
SRVMHGRYDWL RGUHYyHQH NDUDNWHULVWLNH NRMH XNOM
VHNUHWRUQL SXW SUDYLOQR VPDWDQMH L VWDELOQRVW L
SURWHLQD QD VWDQLpQRM VWLMHQFL ,PRELOL]DFLMD SUR
N- ili C- terminalnog kraja proteina, iako postojii opcija da se gen za protein od interesa ubaci
unutar sekvence gena za protein stijenk@ GDMH YHQRWRISURQDODVND VXV
XPDQMLWL PRIJXUQRVW SURPMHQH NRQIRUPDFLMH YDaQLK
enzima. 8QDWRp EURMQLP SUHGQRVWLPD RYDNYRJ QDpLQD L
SRYUALQL SRVWRMH L QHGRtvaddawjskih nsomifksadija mBdieinB,M HU L F |
prvenstven@- i N-glikozilacije, koja prethodno nije postojalaili nije postojalau danom obliku

QD SURWHLQX NRMHJ a8HOLPR LPRELOL]JLUDW ktanid@NeRyHU X
izlaganjeproteina nanjenoj SRYU@HQRYROMDQ MH ]|D SRWUHEH ELRWHK
VH LOQWHQI]JLYQR UDGL QD SRYHUuD QndustavazaNiaganje proteind. SUR G
QD VWDQLpPpQRM SRYUA4L Q LvrstabnRsacakahR\WQ D Q IDRA B KBj& Fa QiR YLK
primjenu imaju bolje odlike od stani& cerevisiae
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IDMpH&UH NRULAWHQL VXVWDYL 3.ete)iSidkdist@ MagluBrinRaW HL QD C
aglutinin i Flol. Za aglutinineXNOMXpHQH X SURFHYVY SDUHQMD SUHWSF
vanjskomdijelu stijenke(Lipke i Kurjan, 1992) aWR LK pLQL YUOR SRJRGQLPD ]
VYUKH 3ULOLNR®&ulNY LEIPWREOMD DFLMD SURWHLQD RG LQW
njegovog Gterminalnog cijela na koji se nastavljatBrminalni dio.-aglutinina, s obzirom da

je Cterminalnidio.-DJOXWLQLQD SRWUHEDQ ]D QMHJRYR YH]DQMH
GUXJDpLML éaRDE XSWWQIHED NRML VH VDVWRML RG GYLMH SF
VH $JD YHA&H SUHNR *3, VLGUD X VWDQLpPpQX VWLMHQNX D
preko svog Nili C-terminalnog kraja, s obzirom da se Aga2 preko disulfidnih most¥aa H

na Agal i nije potrebna posebna konformacija njegovih terminalnih regija kako bi se
XVSRVWDYLOD QDYHGHQD YH]D 3ULPMHUL XVSMH&QLK L]OI
VWDQLFH NRULAWHQMHP DJOXWLQLQVNLK Wxrdiw&u,D XNOM
1997) -galaktozidazdSchreuder i sur., 1993)-glukozidazgKaya i sur., 2008; Tokuhiro i

sur., 2008)lipazaizRhizopus oryza@Vashidai sur., 2001 Rhizomucor nehei(Zhang i sir.,

2008) i Candida atarctica (Inaba i sur., 2009)te ksilozaizomeraza izClostridium
cellulovorans(Ota i sur., 2013) )ORNXOLQ )OR VDGU&L SDN UHJLMX V
ponavljanja odgovornihazuspostavljanje reakcija s ugljikohidratima na svotte Nninalnom

NUDMX WH SRGOLMHA&H LQWHQI]LY QR NastuGttLKtR i d@jiDekhjM L J|ER J
odgovara debljini stijenk@NVatari i sur., 1994)Na svom @&erminalnom dijelu, vezan je na

*3, VLGUR WH VH SULOLNRP LPRELOL]D FteMithaBayRIiWI# LQD R G
AHOMHQRJ SWRWPILQDOQRJ GLMHOD )OR 7DNRYHU UD]JYLM
LVNRULAWDYD LQWHUDNFLMH IXQNFLRQDOQH UHJLMH )OR
protein od interesa imobliziran preko svogt&minalnog krajgMatsumoto i sur., 2002)
SULPMHUL XVSMHaQLK L]ODJDQMD SURWHLQD QD SRYU&aLQL
izlaganje glukoamilaz¢Sato i sur., 2002)ipaza izRhizopus oryza@Matsumoto i sur., 2002;

Nakamura i sur., 2006)Pseudomonas fluorescefdsang i sur., D08)i Candida antarctica

(Tanino i sur., 2007}e esteraze EstA iBurkholderia gladioli(Breinig i sur., 2006) Za
LIODJDQMH SURWHLQ RG LQWHUHVD QD SRYUAL@QL VWDQ
WHUPLQDOQRJ NUDMD NRUL&WHQL VX MR&a L VOLMHGHUL *3
Spil, Dan4, Tos6, Srp2 ifi.

'UXJD VNXSLQD SURWHLQD NRML VH NRULVWH ]D L]ODJDQM
SURWHLQL .DR 4WR MH UDQLMH UHPHQR QL VVEIN@MpHLXQV W IH
NRMX RVWYDUXMX SUHNR JOXW D FULHQM.NLIXP B VIVRDWHDWHD (X DSORX
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WHUPLQDOQRP GLMHOX 3LU SURWHLQD 6WRJD MH QDMpHa&U
izlaganja proteina, vezanje-ftdrminalnog dijela proteina od interesa ndae@minalni dio Pir
SURWHLQD OHYyXWHIPO MVHDANHRYR GMMNHDBLU SURWHLQL X VWLN
QDPLQ SUHMWRWKIRID®O QRJ GLMHOD X aWR VX XNOMXpHQL
nalaze, a pretpostavilja se da sudjeluju u intermolekulskom formiranju disulfidnih mostova
(Castillo i sur., 2003)U istoj studiji pokazano je i dse delecijom ponavljanja unutar Pir4
RQHPRJXUDYD QMHJRYR YH]IDQMH X VWLMHQ MdtethtM R® QH V \
uvijek mogao vezati disulfidnim mostovima ukoliko prethodno nije bio procesiran Kex2
SURWHD]RP 6WRJD VX UD]JYLMHQH MR&a GYLMH VWY WHJLMtE
od njihjefuzijaprekoNWHUPLQDOQRJ GLMH Oda sg kansBuktRastsjited@n QD QD
od signalne sekvence fuzioniranenaMHUPLQDOQL NUDM SURWHLQD RG LQ
3LU SURWHLQ NRML QH VDGUAL WQHWMX INRWVMD X LDy HQIX
proteazon{Tanakai sur.2012) Druga strategija podrazumijefizijugenaod interesanutar

gena koji kodira za Pir proteih VNRULAWDYDMXUL GYD RG WUL XSRWUL
SULVXWQD X SURWHLQX 3LU RG pregii@ duugb Sakovi Ror@@@ D]L QD
L WUHUH SULMH SRVOMHGQMHJ NRGRQD NRML KNRdeE&sUD ]D S|
i sur.,2005) 3ULQFLS LQWUDJHQVNH IX]LMH 3LU SURWHLQD L S
N-i CWHUPLQDOQH LPRELOL]DFLMH 3ULPMHUL XVSMHaQRJ
SURWHLQD NRULAWHQMHRRIU LPREWEBLIIFIDMX XNOMXpXMX
transferazgAbe i sur., 2003)ksilanaze A iZBacillus sp.BP-7 (Andrés i sur., 2005)VP8&
IUDJPHQWD dSproteiharat@/WusiRANndrés i sir., 2006) dvaju glikozittransferaza
sisavacdSalo i sur., 2005kao i intracelularne ksilozeeduktazes.cerevisaéHossain i sur.,

2019)

,DNR MH YHULQD VXVWDYD ]D L]ODJD @aiiens thRVHIAEQD QD \
cerevisiaeVYH MH Y H drjihbv@azve] U ¢hMgifrDvrrstama kvasaca. Druge vrste kvasaca
posjeduju druge tipove glikozilacije koji mogu biti manje imunogeni od glikozilacije prisutne

uS. cerevisiae PRJX UDVWL X HNVWUHPQLMLP XYnrebd ¥d stFbma W R R O
VWHULOQLP XYMHWLPD ELRWHKQQF€IRANY KISURD SN DLW H V8 R\
UHNRPELQDQWQLK SURWHLQD X VWLMHQNX 7UHQXWQR NYI
SURWHLQD QD V Vakofd.defeWwrshgs Mchid padsQrisPichia pastorikasnijom

MH UHNODVLILNDFL MRomagdtaella, MWHIa W H XIPX pabi@&nite ©dda

vrsta, nego se radi o dvije zasebne vikatenagataella pastorite K. phaffii. S obzirom da se

ne zna koaMH YUVWD NRULaAWHQD X UDQLMLP UDGRYLPD WH U
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YUVWD NRG RSLVD UDQLMLK UH]XO WDpasorip WrstéMARrodfaH NR UL\
Komagataellamaju smanjenu glikozilaciju u odnosu gacerevisiféd@ W R YN OMH PRJIXUQR\
negativnog djelovanja glikozilacija napravnukonformacipy enzima ili smanjeni pristup

supstrata aktivnom mjeste D LPRELOL]J]DFLMX SURWHL QD RgastogsWHUHVEL
N R UL aW HIQAgal XAdgh2, Tipl, Sedl, Flol i PiflkvascaS. cerevisiage proteini Pirl

I Pir2 iz kvascaP. pastoris(\Wang i sur., 2007; Su i sur., 2010; Khasa i sur., 2011; Li i sur.,

2015) OsimP. pastoris VXVWDYL |D LIODJDQMH SURWHLQD QD VWDQI
kvasceY. lipolytica Kluyveromyces marxiaste S. pombeYarrowia lipolyticaELRWHK QR O RaN
MH YUOR |]DQLPOMLY NYDVDF VD *5%$6 VWDWX¥SupR#FrakRML PR
SRSXW PDVWL L XOMD D PRaH L UDVWL QDjOPPXQYRRM F
VXNFLQLPQRM L ROHLQVNRM NLYV @Radrigues NPAIKR 2008)EDQ RFH.JY R U
PRAH XDRBMILNX SXSDMXULK VWDQLFD SVXGRKLIDOQR LOL K
pH, ali i drugim uvjetima rastay. lipolytca PRaH L]J]OXpLYDWL SURWHLQH L]
kapacitetom te imanisku razinu glikozilacije proteina(Dominguez i sur., 1998)Za

imobilizaciju homoORJQLK L KHWHURORJQLK SURWHLQD QD VWLMH
Cwp1lS. cerevisiag Flol (homolog FloS5. cerevisiag YICwp2, YICwp3,YICwp4, YICwp5,

YICwp6 i YIPirl. K. marxianusWHUPRWROHUDQWQL MH NYDVDF VD VSR
jeftinih VXSVWUDWD aWR JD pLQL SRIJRGQLP |]D ELRWHKQRORANM
izlaganje heterolognih proteinaglukozidaze izAspergillus aculeatus endoglukanaze iz
Trichoderma reeseN R U L & W-ayQtMiRiaRzS. cerevisiag€Yanase i sur., 2010¥a razliku

od svih do sada spomenutih kvasa8aizosaccharomycegpombe koji je fizijski kvasac

evolucijski je najudaljeniji od S. cerevisiaga relativnoje GREUR LVWUD&aHQ ]J]ERJ
]DQLPOMLYLK PHWDEROLpPNLK N{&@andkaidud. | 200§)tikdfani 8SuV W X G L N
UH]IXOWDWL XahjaMdiu&aziRare liZO BeculeatusQD SRYUAL Q.LpovhidéD QL FD
NRUL&WHQ M Hdeeina s WdotdieBPBC359.04c, SPBC947.04, SPBC21D10.06¢C i
SPBC19C7.05.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI
3.1.1.Kemikalije

=D SRWUHEH SURYHGEH HNVSHULPHQDWD ]D L]JUDGX RYRJ
SURL]YRYyDpPD

f Agar NY DapHY skhdhiekstiakd Bidlife (Milano, Italija)

f Aminokiseline, natrijev dodecil sulfat (SDS), akrilamid, agaroza, ampicilin, etidij

~ ~h ~ ~~ ~ —

= Th THh TH

bromid, polietilenglikol (PEG) 4000, sorbitokmerkaptoetangN, N, N', N'tetrametil
etilendiamin (TEMED) Sigma$OGULFK OHUFN 'DUPVWDGW 1MHPD
SBHSWRQ %DFWR7ULSWRQH NYDapHYD GXaLBmD ED]D
Biosciences (Franklin Lakes, SAD)
polimerazarag, polimeraza5, Q5 site-directed mutagensset deoksiribonukleotidi,
standardi za DNA elektrofezuobojeni standardi za proteinsku elektrofordaNA-
ligazaT4, sve restrikcijske endonukleazBlew England Biolabs (Ipswich, SAD)
Standardi niske molekulske mase (LMW) za proteinsku elektroforezu, nitrocelulozna
membrana, rendgenski filmovAmershDP 3IKDUPDFLD %LRWHFK 8SSVDC
Amonijev persulfatN,N- metilenbisakrilamid, Triton XLOO- )OXND % XFK aYHGV|
PoncecauS6HUYD +HLGHOEHUJ 1MHPDpPpND
Anti-HA-peroksidazna antitjer5RFKH 'LDJQRVWLFV *PE+ 3HQ]JEHUJ
ECL otopine za razvijanje imunoblot®8ioRad (Hercules, SAD)
Glukoza, galaktoza, rafinozACROS Organics (Antwerpen, Belgija)
EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin, Pierce streptavidiperoksidaza konjugat-
ThermoScientific (Waltham, SAD)
-1,3-glukanaza 81A NZYTech (Lisabon, Portugal)
Zeocin- Quantazyme (Irvine, SAD)
PGEM-T Easy vektorski sustasPromega (Madison, SAD)
Ostale krutine potrebne za pripremu pufera i ostali eksperimentalni rad pribavljene su
RG SURL]YRyd OZaykel PHrvatska), ACROS r@anics (Antwerpen,
Belgija), Fischer Scientifimternational (Pittsburgh, SAD), dok su kiseline, alkoholi i
RUJDQVND RWDSDOD QDEDYOMHQL RG SURLINRYDpPpD &L
%UQR yYyHAaND
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3.1.2.0topine i puferi

f

TM pufer (50 mM Tris 100 mM MgCI) priprema se otapanjem @6lrisi 19

0J&0O X P/ GHLRQL]JLUDQH YRGH 2WRSLQD VH pXYD
K- fosfatni pufer (50 mM) pH 8 priprema se otapanjé®,512 g kHPQ: i 0,708

g KH2PQq u 1 L deionizirane vode

K-fosfatni pufer 50 mM) pH 6 priprema se otapanjem 0,522 41RQ, i 6,392 ¢

KH2PQ: u 1 L deionizirane vode

Laemmli pufer (0,03 g mt Tris, 3,8 g mt! EDTA; 0,1 g mLt SDS; 0,4 mL mt!

glicerol; 0,25 mL mt* -merkaptoetanol; 0,05 gL bromfenol plavo) 5x
koncentrirampriprema se otapanjem 0,@5Tris i 0,095g dinatrijeve soli EDTA u

6 mL deioniziranevod®VH VH S+ SRGHVL QD SRPRUOX +&0
2,59 SDS, 10 mL glicerola, 6,25 mL-merkaptoetanolai 1,25 mg brefanol

plavo. Volumen otopine podesi se riardL dodatkom deionizirane vode.

10x koncentriran pufer za elektroforetsko razdvajanje proteina (30Trik; 144

g L1 glicin; 10 g L* SDS) priprema se otapanjem 30 g Tris, t4dlicinai 10g

SDS u 1 L deionizirane vode.

30% otopina akrilamida priprema se otapanjemgo@krilamida i 1,6g bis
akrilamida u 200 mL deionizirane vode

TRIS-HCI pufer pH 6,8 priprema se otapanjem §,4ris i 0,559 SDS u 0,4 L
deionizirane vode. Potom se pHjednost podesi na 6,8 dodatkom 36% HCI te se

ukupni volumen podesi na 0,5 L dodatkom deionizirane vode.

TRIS-HCI pufer pH 8,8 priprema se otapanjem 6§,2risi 1,59 SDSu 0,4 L
GHLRQL]JLUDQH YRGH X] SRGHabDYDQMH S+ YULMHGAQ
Ukupni volumen podesi se na 0,5 L dodatkom deionizirane vode.

Towbin pufer za polusuhi prijenos na membranu (25 mM Tris; 192 mM glicin; 20%

(v/v) metanol) pH 8,3 priprema se otapanjem 3,03 g Tris i §44cinau 800 mL
deionizirane vode uz dodatak 200 mmetanola.

Pufer za blokiranje membrane (6 ¢ [ris; 8,8 g I NaCl; 0,001 mL mt* Triton

X-100) pH 7,5 priprema se otapanjem 3 g Trisi 4,4 g NaCl u 400 mL deionizirane
vode. Potom se pH otopine podesi na 7,5 dodatkom 36% HCI te se dodaje 0,5 mL
Triton X- .RQDpQL YROXPHQ SRGHVL VH QD /| GRGDW
BEDS pufer (10 mM BicirCl, 1 M sorbitol) priprema se otapanje bicina uz
SRGHabYDQMH S+ YULMHGQRVWL QD GRGDWNRP
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finalnoj koncentraciji od 1 M u A®RSLQL QDNRQ pHJID VH SXIHI
DXWRNODYLUDQMHP 8 RKODYHQ SXIHU GRGDMH VH

f 50x koncentrirani TAE pufer (21 Tris; 1 M octene kiseline; 50 mM EDTA)
priprema se otapanjem 242Tris u 600 mL deionizirane vode, a potom se dodaje
57,1 mL lelene octene kiseline i 100 mL 0,5 M otopine dinatrijeve soli EDTA pH
8. Ukupni volumen podesi se na 1L dodatkom deionizirane vode.

f 2ZWRSLQD HWLGLMHYRJ EURPLGD |]D YL]XDOL]DFLMX
oshovna otopina etidijevog bromida (5 g)lrazriedi u omjeru 1:10 000. Otopinu
MH pXYDWL RG VYMHWORVWL

f Otopina ampicilina (100 g'b) priprema se otapanjem 10 g ampicilinau ukupnom
volumenuod 100 MIGHLRQL]JLUDQH YRGH 2WRSLQD VH VWHU
-20°C.

3.1.3.Hranjive podloge

Za uzgojE. coli NRULAWHQD MH /% SR G@Raiptond WHONDDapHY R J
ekstrakta,5g% 1D&0O .DR VHOHNWLYQD SAR@ MEdJa idtd Eastave izQ D M H
dodatak 10ug mL! DPSLFLOLQD .UXWH SRGORJH XJ'agx#i QDYHGHQ|

=D X]JRM NYDVDFD ]D DQDOL]X SURWHLQVNLK SUBgLOD VWL
LT NYDapHYRJ,HJLV slatnodewsitakid gl peptorm uz2% glkoze (m/v) kao
L]IYRUD XJOMLND .UXWH SRGORJH!Xjgard.YH QDYHGHQR VDGU:

Za uzgoj kvasac&®. cerevisiaglD DQDOL]X SURWHLQD 6FZ L w&EZ NRU
odnosnoYNB leu, ovisno o selektivnom markeru plazmida koji nosi gen za protein koji

analiziramo. YNB podloga sastojise od §Z* NYDaApHYH GXaLpQH ED]H EH] DP
gL VPMHVH VYLK DPLQRNLVHOLQD L WYDUL UDVWD L]X]HY
DXNVRWURIQL K RXRWIFH WID VAVDUVRHE) £ \t® fiod@tak 2@ L aHUHUD

2YLVQR R DXNVRWURIQRVWL VRMD X GIRG@aRI(B0 M 45 RG DM X
triptofan (80 ng L™?) i/ilileucin (160 ngL? .UXWH SRGORJH X] VYH QDYHGHQ

L agara.

Za uzgoj kvascK. phaffi NRULAWHQD MM R B DSRBGSWREMD apHYRJ, HNVWUL
20g L peptorai 20 g L! glukoze. Nakon transformacije, koristi se selektivna podloga koja
X] QDYHGHQH VDVWRM N ésnovideGatb@ibe zeocina @00/mg flte 1 M

sorbitol.
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Tablica4. SastavWPMHVH DPLQRNLVHOLQD L WYDUL UDVWD SRWUF

adenin 39 L-izoleucin 29
L-alanin 29 L-lizin 49
L-arginin 29 L-metionin 29

L-asparagin 29| p-aminobenzojevakiselina| 0,2 g
L-asparaginskakiselina| 2 g L-fenilalanin 29
L-cistein 29 L-prolin 29
L-glutamin 29 L-serin 29
L-glutaminskakiselina | 2 g L-treonin 29

L-glicin 29 L-tirozin 29
inozitol 29 L-valin 29
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3.1.4.Sojevi kvasaca

6RMHYL NYDVDFD NRULAWHQL ]D SRWUHEH DQDOL]H SURW
Tablici 5. Svi sojeviNRULAWHQL X RYRM DQDOL]JL GRELYHQL VX L] $
=DYRGD ]D ELRWHKQRORJLMX %2.8 6YHXPLOLAWD X %HpX X

Tablica5. 6BRMHYL NYDVDFD NRUL&AWHQL ]D L]JUDGX6DQ D® G]Hiu 8 L
R]QDNH X WD E OT #&dsdfa} QDriebtiyp Bayg XACBRAustrian center of Biological
Resources and Applied MycologyO XWKJDVVH % Hp-KNAWVWULMD

Certraalbureau voor Schimmelculturddppsalalaan 8, 3584 CT Utrecht, Nizozemska

Oznaka soja
Vrsta lzvor
ACBR CBS

Blastobotrys

. HA1092" CBS8244 Tlo, Nizozemska, Wageningen
adeninivorans

Debaryomyces
hansenii HAS74 - ,JPHW SWLFD L] |[RRO
D.vindobonensis  HA 1076 CBS11665 CSro/enje za obradu otpadnih

YRGD $XVWULMD %t
Hanseniaspora uvarun HA1216" CBS314 OXaANDWQR JURAYyH 5

H. osmophila HA1225 - =UHOR JURAyH VRUW
Kluyveromyces lactis HA118 CBS2359 Mljekara, USA
K. marxianus HA731" CBS834 kefir, Nizozemska

sporocistdiplostomum

Metschnikowia HAG72\T  CBS55757  flexicaudun{trematode), u

biscupidata SUREDYQLP 80LMH]G
: bobiceVitis labrusca SAD
T ’
M. pulcherrima HAG65 CBS5833 Kalifornija
M. reukaufii HAGGET CBS 5834 Cvijet Epilobium angustifolium

Kanada

Pichia kudriavzevii HA892" CBS5147 9RUQL VRN
P. membranifaciens HA895"  CBS107 nepoznato
S. cerevisiae HA2779 - BY4741, derivative of S288C strail

S.cerevisiaev.

boulardii HA282 CBS5926 9RUH ,QGRNLQD

Schizosaccharomyces T Koncentrirani sok
japonicus HALL6 CBS103 JURAyD 689
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OHODVD aHUHUQH WL

.

Sch.pombe HA983 CBS357 za proizvodnju ruma, Jamajka

Torulaspora HA688'T CBS1146"™ nepoznato

delbrueckii

- . Postrojenje za preradu kukuryza
\[

Yarrowia lipolytica HA990 CBS6124 SAD. lllinois

Y. lipolytica HA826 - 3RY.U&LQD JUHORJ VY
Austrija

S.cerevisiae var.

boulardii HA282 - nepoznato

S. paradoxus HA390 CBS406 Smola hrasta, Nizozemska

S. kudriavzevii HA2261 CBS8840 7UXOR OLauH -DSDQ
3 O R G L a\@ytad®heriotyi,H

S. kud. x S. cer. HA1836 - Sjeverozapadna Patagonia,
Argentina

S. cerevisiae HA2214 - *URAYyH A=ZHLJHOWS?:

S.cerevisiae HA233 - Sake, Japan

SojevikvascaS. cerevisilteNRULaAWHQL ]|D DQDOL]X QDpPLQD XJUDGQME
stijenku kvasca teVRMHYL ]D D QD O L prcésivaRjsvpgroRedd BEWwION Ritjecaja

procesiranja na kovalentno vezanje Scw10 u stijenku kvasca dafiahliai 6.

Tablica 6. Sojevi kvasc&. cerevisifeNRULAWHQL |D DQDOL]X SURWHLQD 6F

Soj Genotip Izvor/Referenca
BY4741 MAT a; his3-1; leu20; metl150; ura3-0 Brachmanni sur.,
1998
Y01974 kex2) MAT a; his3-1; leu2-0; met150; ura3-0; EURGCSCARF

kex2::kanMX4

CRY1 (W3031A) MAT a; ade21; his311,15; leu23,112ura3-

1; trp1-1; cank100

Krysan i sur., 2005
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DKY39 (5yps

MAT a; ade21; his311,15; leu23,112;ura3 Krysan i sur.2005
1; trp1-1; cank100; ypsl:.LEUZ,;
yps2::HIS3; yps3::kan; yps6::kan; yps7::ka

BY4741Scw4A BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW4)
BY4741Scw4B BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
YEp3518CW3
BY4741Scw4C BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
YEp3518CW40 95)
BY4741Scw4D BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW4nutVR2)
BY4741Scw4E BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW4nutQl)
BY4741Scw4F BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW4nutQ2)
BY4741Scw4G BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW4nutQ3)
BY4741Scw4H BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW4nutVR1)
BY4741Scw4l BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW4QKQ/AKA)
BY4741Scw4) BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
YEp3516CWA4G 76)
BY4741Scw4K BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
YEp351SCW4R02
BY4741Scw4L BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
YEp351SCW40 )
BY4741Scw4M BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad

YEp3518CW40 )
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Y01974Scw4A Y01974 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW4)

Y01974Scw4D Y01974 transformiran plazmidom Ovaj rad

pBG18056CW4mutVR2)
Y01974Scw4H Y01974 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW4amutVR1)

BY4741Scwl16A BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW10)

BY4741Scw16B BY4741 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW1K)

Y0197Scw16A Y0197 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW10

Y0197Scw16B Y0197 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW1K)

CRY1Scwl1GA CRY1 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW10)

CRY1Scw10B CRY1 transformiran plazmidom Ovaj rad
pBG18056CW1K)

DKY39ScwlGA DKY39 transformiran plazmidom Ovajrad
pBG18056CW10)

DKY 39Scw1GB DKY39 transformiran plazmidom Ovaj rad

pBG18056CW1K)
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ZaDQDOL]X VXVWDYD |]D L]ODJDQ MHhsffi R\'WH L \WW HQDL YXYVUR MO
u Tablici 7.

Tablica 7. SojeviK. phaffi NRUL&AWHQL ]D UD]JYRM L DQDOL]X VXVWDYD

stanica

Soj Genotip Izvor/Referenca

Dobiven iz izolataivljeg
BSYBG11 kvasca uklanjanjeniller 3 bisy e.U. (Austrija)
plazmidai delecijorAOX1

BSYBG11-C transformiran

BSYBG1L-C SpBSY3ZCcw1XR

Ovaj rad

BSYBG11-P transformirars

BSYBG1LP pBSY3ZCPirdXR

Ovaj rad

3.1.5.So0jevi bakterija

=D XPQDA&DQMH L LIREDEEWK G M NRIPHUFLMDOQR GRVWX
Escherichia coli SURL]J]YRYDpD ,QYLWUR JH(@enotip$ F* 3V IRdA (1 O+
GlacZYA-argF)U169recAl endAl hsdR17(k % mk*) phoA suE44  *thi-1gyrA96 relAl.
SBULOLNRP NRQVWUXNRen@b S§Ste@]BHGE W HHR PXAWND JHQHVLYV VHYV
kompetentne stanidé. coli dostupne u sklopu navedenog seta, soj ®IERlpha (genotip:

IKX$ 0 DODJF= 8 SKR$ JOQ9 - ad ODF= 0 J\U$ -1UHF$ U
hsdR17.
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3.1.6.Plazmidi

2SLV SOD]PLGD NRUL &WeHaRIleKaBziduTaplddb85L RYH GL

Tablica8. 3SOD]PLGL NRULAWHQdrte8i¢eLOLNRP LJUDGH GL

Selektivni
Plazmid Opis N Referenca
biljeg
30D]PLG VBGHISE |, o STCT:;?;IOC
pBG1803SCW4 HA-3C== ELOMHI pL URAB’ Open
pod kontrolom promotor&AL1 Biosystems
3O0D]PLG VB@NAL Thermo
(HiIs6HA-3CG-== ELOMH AmpR, Scientific
PBG1803SCW10 ekspresija pod kontrolom URA3 Open
promotoraGAL1 Biosystems
SOD]PLG VBGNA@isa | AMDR
YEp351(SCW4 HA-3C-== ELOMHJ pL LEBZ’ ATCC
pod kontrolom promotor&AL1
SOD]PLG VBGN@isad |
HA-3CG== ELOMHJI pL
pod kontrolom promotor&AL1. AMDR
YEp351(SCW40 95) Produkt ekspresijena LEBZ, Ovaj rad
deletiranu regiju od 231. do 24t
aminokiselinskog ostatka
nemodificiranog Scw4
PlazmidV D G U $CW18 Q
(His6-HA-3C-== ELOMH
ekspresija pod kontrolom
promotoraGALL Produkt
ekspresijeima na pozicijamao AmpR, ,
PBG1803SCWANUVR?) 233. do 241. aminokiselinskoc  URAS3 Ovaj rad
ostatka slijed ALVLGALLG,
umjesto slijeda QATPSQVGQ
koji se nalazi u nemodificiranor
Scw4.
DBG180§SCW4nutvR1) ~ 3ODIPLG VBGMIAL — AMpR, o i oy

(His6HA-3CG-== ELOMH URAS3
ekspresija pod kontrolom
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promotoreGALL Produkt
ekspresije ima na pozicijama o
197. do D1. aminokiselinskog
ostatka slijedGALLG, umjesto
slijedaDQIQD koji se nalazi u
nemodificiranom Scw4

pBG180%SCW4nutQ1)

3OD]PLG vB@GMAL
(His6HA-3C-== ELOMH
ekspresija pod kontrolom
promotoraGALL Produkt
HNV SUHV A MRS
Q233U nemodificiranom ScwA4.

AmpR,
URA3

Ovaj rad

pBG180FSCW4nutQ2)

3O0D]PLG vB@GNAaL
(His6-HA-3C-== ELOMH
ekspresija pod kontrolom
promotoraGALL Produkt
HNV SUHV AN MR
Q233U nemodificiranom Scw4.

AmpR,
URA3

Ovaj rad

pBG180%SCW4nutQ3

SOD]PLG vVB@GNAL
(His6-HA-3C-== ELOMH
ekspresija pod kontrolom
promotoraGALL Produkt
HNVSUH YV AMbmMENG
Q241U nemodificiranom Scwa4.

AmpR,
URA3

Ovaj rad

pBG180FSCW4
QKQ/AKA)

3OD]PLG vB@GMAL
(His6-HA-3CG-== ELOMH
ekspresija pod kontrolom
promotoraGALL Produkt
HNVSUHYV LMK D(
umjesto Qs i Qaou
nemodificiranom Scw4.

AmpR,
URA3

Ovaj rad

YEp35168CWA4d

)

SOD]PLG VBGN@isa |
HA-3C-== ELOMHJI pL
pod kontrolom promotor&AL1.
Produkt ekspresije ima
deletiranuregiju od 20. do 175
aminokiselinskog ostatka
nemodificiranog Scw4.

AmpR,
LEU2

Ovaj rad
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YEp3516CW40 )

S3OD]PLG VBGN@isad |
HA-3C== ELOMHJI pL
pod kontrolom promotor&AL1.
Produkt ekspresije ima
deletiranu regiju od 21. do 201
aminokiselinskog ostatka
nemodificiranog ScwA4.

AmpR,
LEU2

Ovaj rad

YEp3516CW40 )

3OD]PLG VBGN@Iisa |
HA-3C-ZZ bileg pLMD HNM
pod kontrolom promotor&AL1L.
Produkt ekspresije ima
deletiranu regiju od 21. do 230
aminokiselinskog ostatka
nemodificiranog Scw4.

AmpR,
LEU2

Ovaj rad

YEp3516CW40 )

SOD]PLG VBGN@isad |
HA-3CG== ELOMHJI pL
pod kontrolom promotor&AL1L.
Produkt ekspresije ima
deletiranu regiju od 21. do 245
aminokiselinskog ostatka
nemodificiranog Scw4.

AmpR,
LEU2

Ovaj rad

pBG18056CW 1K)

3O0D]PLG vB@GNAL
(His6-HA-3C-ZZ billeg pL N
ekspresija pod kontrolom
promotoraGAL1. Produkt
ekspresije ima na pozicijama o
23. do29. aminokiselinskog
ostatka slijed/LGALLG,
umjesto slijed®HKHEKR koji
se nalazi u nemodificiranom
Scwl0

AmpR,
URA3

Ovaj rad

pBSY3Z

Plazmidnivektor za ekspresiju
AHOMHQRJ JHQKD X
phaffiipod kontrolom metanol
inducibilnog promotor&DC.
9HNWRU VH XJUD\
navedenog kvasca ilegitimnon
rekombinacijom.

ZeoR

Bisy +
Biology
for
Synthesis

PRS425Ccw12XR

PlazmidV D G U &REBH Q
fuzioniran s regijom gena
CCW12koja kodira za signalnu

sekvencu za vezanje na GPI

Amp,

Hossain i
sur., 2019
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sidro pod kontrolonpromotora
GALLNRML RPRJXuD®
gena u kvasca8. cerevisiae

LEU2

Yep351PirdXR

30D]PLG VDBRE3AL
fuzioniran s genorPIR4 pod
kontrolompromotoraGAL1koji
R P R J X U BprdsijiHgena u
kvascalS. cerevisiae

Amp,

LEU2

Hossain i
sur., 2019

pBSY3ZCcw12XR

PlazmidV D G U &REBH Q
fuzioniran s regijom gena
CCW12koja kodira za signalnu

sekvencu za vezanje na GPI
sidro pod kontrolonpromotora
PDC NRML RPRJXUDY
produkta u stanicamg& phaffii

ZeoR

Ovaj rad

pBSY3ZPir4XR

SOD]PLG VDBRE3AL
fuzionirans genonPIR4pod
kontrolompromotoraPDC koji
RPRJXUDYD HNVSU
u stanicam&. phaffii

ZeoR

Ovaj rad

3.1.7.0ligonukleotidi

Sekvence oligonukleotidd RULAWHQLK SUL LIUDGLTGHIMBIUWDFLMH SUL]I

Tablica9. 20LJRQXNOHRWLGL NRULAWHQL SULOLNRP LJUDGH Gl

SRpHWQL Sekvenca
Galprom_F GCTGGAGCTCCACCGCGGGAACGGATTAGAAGCC
XbalScw4_ R ATGATGATGTCTAGATTCATTGGATAG

(VR2_F

GTTTCCATTGGTAACGAATTGGTTAACAGATCTGCCTTGAAGG

CTGCC
GGCAGCCTTCAAGGCAGATCTGTTAACCAATTCGTTACCAATG
VR2_R
- GAAAC
0 B) TTATCTGCTGCTACTCTTGCTGCTGTTGAAAATGTTTTCAAGGC
TAAG
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o

B)

a BS5

0 B)

a B5

()

B)

a B5

mutRV2_F

mutRV2_R

mutRV1_F

mutRV1 R

mutQl_F

mutQl_R

mutQ2_F

mutQ2_R

mutQ3_F

mutQ3_R

MUutQKQ/AKA F

mMutQKQ/AKA R

CTTAGCCTTGAAAACATTTTCAACAGCAGCAAGAGTAGCAGC
AGATAA

CTGCTGCTACTCTTGCTGCTGGTGTCAACACCATCAAGTCTGC

GCAGACTTGATGGTGTTGACACCAGCAGCAAGAGTAGCAGCA
G

CTGCTGCTACTCTTGCTGCTGGTAACCAAGCTACCCC

GGGGTAGCTTGGTTACCAGCAGCAAGAGTAGCAGCAG

CTGCTGCTACTCTTGCTGCTGGTAGATCTGCCTTGAAGGC

GCCTTCAAGGCAGATCTACCAGCAGCAAGAGTAGCAGCAG

TGCTCTTCTTGGTTACATTGACTCTGGTAGATC

CCTAAAACTAAAGCGTTACCGTTAACCAATTC

TCTTGGTGGTGTCAACACCATCAAG

CCTAAAACTAAAGCGTTACCGTTAACCAATTC

AACGTCGCTACCCCATCCCAAGTC

ACCGTTAACCAATTCGTTACCAATGGAAAC

CTGTCGGTCAATACATTGACTCTGGTAG

CGGATGGGGTAGCTTGGTTACCGTT

CATTGACTCTGGTAGATCTGCCTTG

TAAGCACCGACTTGGGATGGGGTAGC

AGCTACCACTATCATTGTTAATGG

TTAGCAACAGTGGTAGTGACCAC
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ScwlOK_F TGCTGTTGCTGACGTTGTTACTGCCACAG
ScwlOK_R ACAGCAACAGCAACAGCAGGAGCTCCTAG
Ccwl2XR_F CCGTACGGCTCTTCCATGCAATTTTCTACTGTCGC
Ccwl2XRR GCCGCTTATGAAGAGCCTGGAGCTCTCCG

PirdAXR_F CGTACGGCTCTTCCATGCAATTCAAAAACGTCGCCC
PirdAXR_R GGCCGCTTATGAAGAGCGCCTCACTGATGATTCG

3.1.8.Proteomi kvasaca

Reference pteomi NYDVDFD NRUL&WHQLK ]D VLVWHPDWVNX XVSF
SURWHLQD tdwiMib ppdte@ria $tif2ivke dasa uTablici 10. Proteomi su preuzeti iz
UniProt baze podataka.

Tablica 10.Referencepteora NYDVDFD L RIQDNH SUUB®DWBOIX DKV YRWHTH
usporedbu proteoma stijenke

Vrsta Oznaka soja Referenca
Saccharomyces cerevisiae S288C Liachkoi sur., 2013
Saccharomyces cerevisiae biocodex Khatrii sur., 2017.

v. boulardii

Saccharomyces eubayanu CBS 12357T Baker i sur., 2015.

Kluyveromyces marxianus DMKU3-1042/ NBRC Lertwattanasakul i sur.,
104275 2015.

Kluyveromyces lactis ATCC 8585/ CBS 2359 Stark i sur., 1984;

/ DSM 70799 / NBRC Tommasno, Ricci i
1267 / NRRL ¥1140/ Galeotti, 1988; Dujon i sur.
WM37 2004; Zivanovici sur.,
2005.
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Torulaspora delbrueckii

ATCC 10662/ CBS 114¢ Gordon i sur., 2011.
/ NBRC 0425/ NCYC
2629 / NRRL ¥-866

Eremothecium gossypii

ATCC 10895/ CBS  Dietrichi sur., 2004., 2013
109.51 / FGSC 9923/

NRRL Y-1056
Pichia kudriavzevii SD108 Xiao i sur., 2014.
Pichia membranifaciens NRRL Y-2026 Rileyi sur., 2016
Brettanomyces bruxellensi: Multiple strains +HOOERUJ L 3L
Hanseniaspora osmophila AWRI3579 Sternes i sur., 2016.
Hanseniaspora uvarum DSM 2768 Langenbergi sur., 2017.
Yarrowia lipolytica W29/CLIB89 Magnan i sur., 2016.
Debaryomyces hansenii CBS767 Sacerdot i sur., 2008.
Metschnikowia bicuspidata NRRL YB-4993 Riley i sur., 2016
V. bicuspidata
Blastobotrys adeninivorans LS3 Kunze i sur, 2014.
Schiz_osaccharomyces yFS275/ FY16936 Rhind i sur., 2Q1.
japonicus
Schizosaccharomyces 972/ ATCC 24843 Wood i sur., 2002.

pombe
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0(72'( ,675%4,9%1-%
3.2.1.Sistematska usporedba proteoM&/ DQLpPpQH VWLMHQNH

Proteomi dobiveni pronalaskom i anotacijom G&F (enOpen Reading Framei dostupnim
sekvencama genoma preuzeti su iz UniProt baze podé@@® OL]D SURWHRPD VWDQL
SURYRGL VH XVSRUHGERP pLWDYLKSBBRWRRRP REDRBUPQH!
kvascaS. cerevisifieNRULAWHQMHP GRVWXSQRJ RQOLQH DODWD 2U\V
pronalazak ortologa i formiranje klastera pojedine skupine proteina. Ortologni klasteri
GHILQLUDQL VX NRULAWHQMHP]DRGWDH{MVINHMHUY W H & QW X W
preporuciWangisur.,2015) |1D UDpXQDQMH SDUDOHOQH XVSRUHGEH JF
NODVWHUD NRRKILawijetqobtdd H ABR®LY SURWHLQD REXKYDUHQ
je definiran kao dio proteoma stijenke formiran je na temelju@tizan, 2012

3.2.2.Uzgoj kvasaca

.YDVFL NRULAWHQL ]D DQDOL]Xtiphk&uagdjarQauN YK rBadiR lizOD VW
glukozu kao izvor ugljika pri 30°C, izuzev vrsti iz rotiéetschnikowigoji su uzgajani pri

24°Cte uzorkaS. cerevisiagp LML MH SURILO NRUL aVK¥h&acEDcetawiSiaeU H G E X
za potrebe analize proteina Scw4 i Scwl10 te njihovih mutanata eksprimiranih s plazmida
X]JDMDR VH VWDQGDUGQR X <1% PHGLMX SUL RGJRYDUDM
indukcijepromotoraGAL1, kvasac se prvo uzgaja u podlozi s rafinozom kao izvorgiirka

NDNR EL GRA4OR GR GHUHSUHVLMH SURPRWRUD D SRWRP VF
dolazi do indukcije promotora. Kvasa€. phaffii transformiran plazmidom koji nosi
rekombinantniPIR4GRE3ili GRE3CCW12uzgaja se u YPD podlozi sa sorbitoidkao

izvorom ugljika. IndukcijgpromotorePDC SRVW L aH V 8,5 Ry DnEthingl .

323.2ELOMHA&DYDQMH L LIRODFLMD SURWHLQD VWLMHQNH

=D RELOMHADYDQMH L LIRODFLMX SURWHLQD VWLMHQNH N
roda Metschnikowiakoji je uzgajan pri 24°C). Za potrebe analize promjena u ekspresiji
SURWHLQD VWDQLpQH VWLMHQNH X XYMHWLPD WHPSHUDW)
potom inkubirani 1h pri 42°C. Nakon uzgoja, stanice su odcentrifugirane pri 6000 o/min te je
talogstanicaispiran 2x deioniziranom vodom i 2xéSfatnim puferom pH 8. Potom su stanice
resuspendirane u istom puferu uz dodatak 0.5 mg BZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin

reagensa te inkubirane 90 min na ledu. Po isteku vremena inkubacije, uklonjeapifa ot

reagensa te su stanice ispirane 2x TM puferom i 2adfatnim puferom pH 8.
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Stanice resuspendirane t KRVIDWQRP SXIHUX S+ SRWRP VX PHKDQLD
staklenih kuglica i BeadBug homogenizatora (Benchmark Scientific, Inc., SAD).
Centril XJLUDQMHP SUL R PLQ RGYDMDMX VH VWDQLPpQH VW
se potom ispiru 4x Kosfatnim puferom pH 8\ekovalentno vezani proteini potom su izolirani
LONXEDFLMRP X P/ IDHPPOL SXIHUD EH] €ljo30SHkstRak: D PL
SURWHLQD GRELYHQ RYLP SRVWXSNRP RGYRWMD Ovdl RG VW
SRVWXSDN VH SRQDYOMD MR& SXWD NDNR EL VH XNORQLC
SRWRP VH XNXSQD NROLpPLQD MWD NGH @MNIO B REGJULMFHHIPLX QLH GWHD
PO 1D2+ X] SUHNRQRUQX LQNXEDFLMX SUL f& 2YLP S
SURWHLQD YH]DQLK QD VWLMHQNX YH]RP QHVWDELORP X O
K-fosfatnim puferom pH 6 u kojem sajshkenakon toga i resuspendiraju uz dodatak 9-U
1,3-glukanaze. Tako pripremljeni uzorak potom se inkubira 2h pri 55°C, agin®@RV W L aH
izolacija svih kovalentno vezanih protaistijenke. SemiNYDQWLWDWLYQRVW SRVW.
vaganjem mokre mase stijenki u koraku koji prethodi izolaciji nekovalentno vezanih proteina
stijenkete skaliranjem volumena ekstakata koji se koriste za imunoblot analizu s obzirom na

masu stijenki iz kojih je ekstralibbiven

Prilikom izolacije proteina stijenke kvas& cerevisiaga potrebe analize proteina Scw4 i

Scwl0, stanice se neposredno nakon uzgoja odvajaju od medija te ispiru 2x deioniziranom
vodom i 2x kfosfatnim puferom pH 8. Nakon toga provodi se raatyg stanica i izolacija
VWLMHQNL QD SUHWKRGQR RSLVDQL QDpLQ ,]JRODFLMD QHN
QD SUHWKRGQR RSLVDQ QDpLQ prbteiddSanid O W1 @pdvodi BelD QD | L
tako da se ukupna masa stijenki u cijelogtiita 30 mM NaOH, bez tretmana dijela stijenki
1,3-glukanazom. Proteini stijenké phaffi LIROLUDMX VH WDNRYyHU LVWLP SU
NRYDOHQWQLK S pravadenalQetrfaRant-B30EMMWNAOH ili -1,3-glukanazom,
RYLVQR R NRWEYWHIQORPEV®OV.]DFLMH SURWHLQD QD VWDQLDpPC

3.2.4.Elektroforeza imunablot

Elektroforeza izoliranih proteina stijenk@ EL O M H & H Q prvolilLsB Wen@ RBtodi po

Laemmlju (Laemmli, 1970) Ukratko, elektroforezae provodi u diskontinuiranom sustavu

koji se sastoji od gela za sabijanje uzoraka i gela za razdvajanje uzoraka. Gornji gel za sabijanje
X]J]RUDND V D ¢&akdlamida, 1.2/g 2 N, N-bisakrilamida, 1 g £ SDS,1 uL mL* N,

N, N', N- tetrametileilendiamina (TEMED) il g L' amonij persulfata (APS) otopljenih u 50

mM Tris-+& 0O SXIHUX S+ *HO ]D UD]GY D MKiMHidX BRI DND VDC
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N'-bisakrilamida, Iy L* SDS, 1uL mL* TEMED-a i 1 g :* APS-a otopljenih u 50 mM Tris
HCl pufHU X S+ 8]RUFL VH SULMH QDQR&AHQMD WUHWLUDMX
denaturacija proteina. Uzorci se na elektroforezi razdvajaju pri naponom o4, 18@ijek
elektroforeze prati se migracijom boje brom fenol plavo te se elektroforezaviasiada
boja dosegne donji rub gela. Prijenos proteina na PVDF membranu provodi se upotrebom
XUHYyDMBVPODKEROXDQVIHU SURWHLQD 7UDQV%ORW 7XUER %
i trajanje prijenosa od 20 min pri naponu od 25 V i jakosti stogiedd A. Nakon prijenosa,
membrana se blokira inkubacijom od jednog sata u puferu za blokiranje uz 5% (m/v) BSA
DOEXPLQ L] JRYHYHJ VHUXPD SRWRP VH XNODQMD RWRSLC
streptavidinperoksidaza konjugat (Pierce, Thermd3d QW LILF UD]JULMHYHQ X SXIH
uz dodatak 1% (m/v) BSA te se u pripremljenoj otopini membrana inkubira 1 sat. Po proteku
vremena inkubacije, membrana se ispire tri puta puferom za blokiranje te se dodaju supstrati
peroksidaze u obliku komereaijno dostupnih ECL otopina (BioRad). Vizualizacija se provodi
NRULaW-tigkskeinera&(l4&25 %LRVFLHQFHY D GRELYHQH VOLNH R

Image Studio Software (LCOR Biosciences).

ElektroforezgroteinaScw4 i Scwl(5. cerevisiagkao i rkombinantnih proteina izoliranih iz

stijenkeK. phaffi SURYRGL VH WDNRYHU SUHWKRGQRMXSEVD QRIP X H
JHO ]D UD]GYDMD Q MB%RMR/&)HI 10% Grilvd BkvIBwA ovisno o potrebi
VWXSQMD UD]GYDMDQMD SURWHLQVNLK YUSFL 3R ]DYUaF
QLWURFHOXOR]QX PHPEUDQX SUL LVWLP SUHWKRGQR RS
sustava za potguhi prijenos. Membrane se potom blokiraju d&den pufera za blokiranje uz

1% (m/v) bezmasnog obranog mlijeka u prahu tijekomZdtim se otopina za blokiranje

uklanja, a na membranu se dodaju antitijela-BiAt{ Roche) konjugirana s perokisdazgwmja

prepoznaju haemaglutininski bilieg kojimsuobiHAHQL 6FZ 6FZ WH UHNRPELQ
ekspirimirani uK. phaffii, otopljerau puferu za blokiranje te se membrana u istom inkubira
tjekom153 K SUL VREQRM WHPSHUDWXUL LOL SUHNRQRUQR QD
membrana se ispire 3 pupaiferom za blokiranje i tretira ECL otopinama. Vizualizacija se
SURYRGL LOL NRULAWHQMHP VNHQHUD QD SUHWRIRBGQR RSL
filmova 'XOMLQD HNVSR]JLFLMH 57* ILOPRYD RELPQR WUDMH
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3.2.5.Konstrukcija plazmid& Ep3518CW4VR2), YEp3518CWA4L76),
YEp351SCW4R31)i YEp351ESCW4R46)

Plazmidi  YEp3516CW4WR2), YEp3516CW4176), YEp3516CW4R31) |
YEp351SCW4l NRQVWUXLUDQL VX PHWRGH R P HIIDRS RNPHOXG L AL
UHDNFLMX SROLPHUD]RP NR BQV4koi € Gal® RaGYEPRFBCWH QL JHQ
SOD]PLGX OHWRGD VH SURYRGL SZTOAIR]>XFG B YW H IR MDMHa N RAML X K
GHOHWLUDWL L] GYD GLMH®D®DX® D @Ip N GIDaWH SUMMP SRR H\
L RGJRY bixvaineteid.fevers§ SRpHWQLFH D GUXJL GLR JHQD NRUL
uzvodne (en. forward) SRpHW QXbBIBewwW R X GYLMH RGYRMHQH ODQpCL
SROLPHUD]RP 3&%SHRUILSHMPDApPHWQLFD SULWBEWMDI XPORG (
X]YRGQD SRphHWRGIFFO RG UHIJLMH NRMX a8HOLPR GHOHWLUDW
VX NRPSOHPHQWDUQH @&WR UH]XOWLUD WLPH GD MH NUDM
5' kraju PCR produktadruqdy UHDNFLMH 3RWRP VH SURYRGL QRYL 3&5
GUXJH UHDNFLMH SRVWDMX PHYXVREQL NDOXSL ]D GDO
PHIJDSRpHWQLFH QD QDpLQ GD VH ODQFL MHGQRJ L GUXJR
komplementarne regije. &kon toga, slijedi novi krug PCR koji koristi produkt nastao u
SUHWKRGQRM UHDNFLML D NDR ZRRIStW | Cilj j¢ ovetebkiije) LVWH *
GRELWL GRYROMQX NROLpPLQX 3&5 SURGXNWD NDNR EL VH
ubacivaorMH X RGJRYDUDMXUL SODRELERQLYBNREXNWDNDGUAH
sintezu produkta gerd®CW4V GHOHFLMRP RGUHYHQLK UHJLMD SURWHL
SRPHWQLFD NRULAWHQLK ]D QablickiRYX NRQVWUXNFLMX GDQ
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Tablica 11. 3RSLV SOD]JPLGD L SRpHWQLFD NRUL&GWHQLK ]D
PHIDSRpHWQLFD

Plazmid BDURYL SRpPpHWQLFD
YEp3516CW4 (VR2) Galprom_F iWVR2_R te (WR2_Fi XbalScw4_R
YEp3516CW4 (1176) Galprom_Fill76 Rte (176 Fi XbalScw4_R
YEp3516CW4 (231) Galprom_Fi(231 R te (231 Fi XbalScw4 R
YEp35168CW4 (246) Galprom_F i(R246 R te (46 Fi XbalScw4 R

/IDQpDQH UHDNFLMH SROLPHUD]RP SURYRYHQpblivetazd RUL aW
Tag 1(% SUHPD VOLMHGHULP SURJUDPLPD

3&5 UHDNFLMH L XPQDAHQMH PHIJDSRpHWQLFD
98°C, 1min; 30x (98°C, 15 sec; 65°C, 40 sec; 68°C 1 min/ kb); 68°C, 5 min

3&5 UHDNFLMD UHDNFLMD PHIJDSRpHWQLFD

98°C, 1min;15x (98°C,30sec; ®°C, 1 min; 68°C 1 min/ kb)68°C, 5 min

3&5 UHDNFLMD XPQDaDQMH NRQDpPQRJ SURGXNWD
98°C, 1min; 30x (98°C, 30 sec; 60°C, 1 min; 68°C 1 min/ kb); 68°C, 5 min

Dobiveni produkti provjeravani su restrikcijskom analizom te elektroforezom u agaroznom
JHOX D SURGXNWL RWNMUWHODVWDRNYRRVDWQBOL]RP NRULA\
ligacijuu pGEMT Easy vektor.

2GDEUDQL NRQVWUXNWL L]ROLUD®agal XiclepSph GedaniFPOR. & W H Q M
clekan XS VHWD SUHPD XSXWDPD SURL]JYRYyDpD .RQFHQWUDI
upotrebom Qubit DNA BR seta i Qubit 3.0 fluorimetra (Invitrogen, Life Technologies) prema

XSXWDPD SURL]YRyDpD 0O0DVD '"1$ LQVHUWD NRUL&AWHQD ]D

JORACPRRAREEIOARTT | | F ARA G BEIID ANRE JOAN P =
RAWHRAGPRGI= )
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.DR YHNWRU NRULAWHQ MH N RPEASYF kektbrOzQRoIBERIGVEAS QL S*
SURPHJD Y HAQdanpérQndert: vekgor 3:1))NRML RPRJIJXUXMH OLJDFLMX
XPQRATWQEROLPHUD]RP QD SULQFLSX 7% OLJDFLMH WH X] NF
seta. Deset mikrolitara ligacijske smjese upotrebljeno je za transforrgaciqui, soj DH5..
$QDOL]RP NRORQLMD RGDEUDQH VX RQH NR W R/ X M BRWADV
UHVWULNFLMVNRP DQDOL]RP 1D WDM QDpLQ GRELYDPR MD
potom lako izrezati iz pGEM7 (DV\ SOD]PLGD NRUL&A&WHQMHP UHVWULN
prvimidrugim PCRRP NRULAWHQMHP *DOBY BRPHWHIFBFD NRMH S
HQGRQXNOHD]D 6D Fmod@ficir&Bdggen® SV UeHdpmukleaza Xbal (na kraju
gendmodificiranog gend&5CW34. Restrikcijska smjesa potom se razdvaja na agaroznoj gel
elektroforezi D aAHOMHQL LQVHUW L]JROLUD VH L] JHOD NDNR Mt
mjesta postoje i na plazmidu YEp3SGfW4 NRML VH FLMHSD QD LVWL QDpPLQ
YHNWRU <(S LIROLUD L] JHOD /LJDFLMD Lkpmeétdiiam® L Y HN\
dostupndigazeT4 1(% SUHPD SUHSRUXFL SURL]YR®@abPgligacip PDVD L
RGUHYyXMH VH S U Hdaé&nol ferivuR. dmjdR/ekibra ihderta kretao se od 1:1 do

1:3, ovisno o konstruktu. Ligacijskom smjesom transformerau stanic&. coli, soj DH5.
3OD]PLGL VX L]ROLUD Q L-N&eUNuél&oSpip \Rleshid <efa pidida-Hiputama
SURL]YRYyDpD WH MH QMLKRYD LVSUDYQRVW SURYMHUDYDQ

3.2.6.Konstrukcija plazmid@pBG18056CW4nutVR1), pBG18055CWIMutVR?2),
pBG18056CW4nutQl), pPBG1805%CW4nutQ2), pBG1805%CW4nutQ3),
pBG18056CW4QKQ/AKA), pBG18056CW10K

Plazmidi pBG1805%CW4nutVR1), pBG18058CW4nutVR2), pBG18055CW4nutQl),
pBG18056CW4nutQ?2), pBG1805%CW4nutQ3), pBG1805%CW4QKQ/AKA),
pBG18056CWIOK)NRQVWUXLUDQL VX XPQDabD QM BewdlolhdsddRJ SOD]
pBG18056CW10 SDURP SRpHWQLFD NRML X FLOMDQRM UHJLML X
ODQpPDQRP UHDNFLRRA (S RODPHRIHRMLFH VX GL]DBMQLUDQF
alata NEBaseChangért{ps://nebasechanger.neb.qom/3RSLY SOD]PLGD L RGJRYDL
SRpHWOQLFRbEONY MH X
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Tablica 12. Popis plazmidaNRQVWUXLUDQLK X VYUKX DQDOL]H 6FZ L ¢
NRULAWHQLK ]JD QMLKRYX NRQVWUXNFLMX

Plazmid SDURYL SRpHWQLFD
pBG18056CW4amutVR1) mutRV1_Fi mutRV1_R
pBG18056CW4AmMutVR2) mutRV2_Fi mutRV2_R
pBG18056CW4AmutQ1) mutQ1l_Fi mutQl_R
pBG18056CW4AmutQ2) mutQ2_Fi mutQ2_R
pBG18056CW4amutQ3) mutQ3_F mutQ3_R

pBG18056CW4-QKQ/AKA) MUtQKQ/AKA_Fi mutQKQ/AKA R
pBG18056CW1(K) Scwl10K_Fi Scwl0K_R

.RULAWHQL SURJUDP |]D XPQDaDQMH SOD]PLGD V XQHVHQLP
98°C, 45 sec25x (98°C, 10 sec; 65°C, 30 sec; 72°C 30 sec/ kb); 72°C, 2 min

SURYMHUD XVSMHaAQYRMVWL MRS5S XWHP '1$ HOHNWURIRUH]H
XWYUYLYDQMX SULVXWQRVWL SURGXNWD RGJRYDUDMXUH Y|
sastavni dioQ5 Site-Directed Mutagenesis seta (NEB), a sastoji se od tretmana reakcijske

smjese nakon provedenog PAR HQJLPLPD HQGRQXNOHD]RP 'SQ, NRML
13 NLQD]J]RP NRMD IRVIRULOLUD 3&5 SURGXNW WH OLJD]RI
produkta. 5S HDNFLMD VH SURYRGL SUHPD XSXWDPD SURL]JYRyYDDp
smjese koristi se za transformachu coli soj NEBRS-DOSKD ,JRODFLMD SOD]PL
upotrebom Machered DJHO 1XFOHR6SLQ 30ODVPLG VHWD SUHPD >

ispravnosplazmida provjerena je restrikcijskom analizom ili sekvenciranjem.
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3.2.7.Konstrukcija plazmid@BSY3ZCcwl12XR i pBSY3ZPirdXR

S3OD]PLGL S%6< =&FZ ;5 L S%6< =3LU ;5 NRQVWUXLUDQL V.
&FZ ;5 L 3LU ;5 XPVRAHWNHQMHP &60@@N\VPAXK,D odso5160
YEp351PirdXR kao kalupa. Navedena dva plazmida konstruirali su Hossain2019), a
RPRIJXUDYDMX HNVSUHVLMX UHNRPELQDQWQRJ SUBWHLQD &
cerevisiae Konstrukt Ccwl2XR sastoji se od regije koja kodira za signalnu sekvencu za
XNOMXpLYDQMH SURW KHek@BceXkojd HadicaHd/ Ragrnaglutixgki biljeg,
sekvence gen®RE3koji kodira za intracelularnu ksilozeduktazu kvasc8&. cerevisiage

signalne sekvence za vezapjeteina na GPI sidro, a koja je sastavni dio ge@aVvl2kvasca

S. cerevisilie 2YDM NRQVWUXNW XPQR&HQ MH SDURP SRpHWQL
Konstrukt PirdXR sastoji se od geR#R4 kvascaS. cerevisiagegije razmaknicegenaGRE3

WH UHJLMH NRMD NRGLUD ]D KDHPDJOXWLQLQVNL ELOMH.
SRpHWQLFD 3LU ;5B) L 3LU ;5B5

SULOLNRP XPQDAaDQMD QDY HG hQinkrakdRaQ ¥ taldcasb dtivjall R U L & W
SUHPD VOMHGHUHP SURJUDPX

98°C, 1mn; 30x (98°C, 30 sec; 60°C, 1 min; 68°C 1 min/ kb); 68°C, 5 min

Dobiveni konstrukt provjeravan je restrikcijskom analizom te potom ligiran u pGHEASY

vektor prema prethodno opisanom protokolu. Plazmidi izolirank.izcoli izolirani su i
provieravani D SUHWKRGQR RS LD Quedded guLreskiikcifs&sb mjesta koja
SUHSR]QDMH HQGRQXNOHD]D 6DS, QD RE xre¥ilbbj®limseNaR Q VW U >
iz vektora pGEMT Easy i ligaciju u vektor pBSY3Z pocijepan istom endonukleazom.
LigacijskD VPMHVD LVNRULA&W H D cdith jddonWsu 2 Qarastitukelbriid M X
SRQRYQR L]JROLUDQL L SURYMHUDYDQL VDGD NRQWpPpQL SOTI
phaffi L HNVSUHVLMX aHOMHQLK NRQVWUXNDWD X QDYHGQRP
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3.2.8.Elektroforetsko razdvajanje DNA u agaroznom gelu

Elektroforetsko razdvajanje molekula DNA provodi se u agaroznom gelu koji se dobiva

SROLPHUL]DFLMRP PY DJDUR]JH RWRSOMHQH X 7%( SXI
NRULAW {Cel GTHB®REE) susty *HORYL GLPHQ]JLMD [ FP NRUL&AWI
WH MH HOHNWURIRUH]D SURYRYHQD SUL QDSRQX RG 9 X V
JHO VH LQNXELUDR X RWRSLQL HWLGLM EURPLGD WH MH Y

transiluminatoru.

3.2.9.Transformacijd. coli

Alikvotiod 50 p/ VXVSHQ]LMH NRPHUFLMDOQR GRVWXSQLK NRPSI
f& 3ULOLNRP WUDQVIRUPDFLMH DOLNYRW VH-RGFP U]DYD

plazmidne DNA. Suspenzija stanica s dodanom DidRubira se na ledu 30 min. Kao

pozitivna kontrola koristi se pUC19 (250 pg), a kao negativna pufer/deionizirana voda u

NRMHP NRMRM MH RWRSOMHQD SOD]JPLGQD '"1$ NRMRP YUALTF

SURYRGL VH WHPSHUDWXUBQL aRNFLOQUKXEDORLMRS8RMWRPPQVH V

na led u trajanju od 2 min. U suspenziju stanica dodaje s@al9h® neselektivnhog medijate

VH LQNXELUD K SUL f& 1DNRQ |DYUAHWND LQNXEDFLM

/%DPS LOL /%]HR RBNRIYDDNOWXUH DQWLELRWLNH

3.2.10.Transformacija kvasca. cerevisiae

Transformacija kvasca provedena je prema me€iditz i sur. (1995) Ukratko, kvasac
uzgajamodo r H HNVSRQHQFL M D O Q Hiztiia]adtind_bk10 stabic@kasda @o p H J D
transformaciji, odvajamo stanice od medijai ispiremo u sterilnoj deioniziveaaja potom i
sterilnim 0,1 M litij acetatom. Nakon uklanjanja litij acetata, na talog stanica dodajemo redom
240 L 50% (v/v) polietilen glikola 4000, 36L 1M litij acetata, 25 / MHGQRODQpPDQH
Aarrier DNA3 W HL pripremljene otopine plazméd(1 ngl g) u sterilnoj deioniziranoj
vodi. Uzorak se potom vorteksira do postizanja homogenostii hakon toga inkubira 30 min pri

f& 3RWRP VH VWDQLFH L]ODaxX WHPSHUDWXUQRP @aRNX LC
sezatimcentrifugiraju 30 sekungtiri 8000 o/min i transformacijska smjesa se odvaja od taloga
VWDQLFD 6WDQLFH VH UHVXVSHQGLUDMX X RGJRYDUDMXI
DOLNYRW VXVSHQ]J]LMH QDFMHSOMXMH VH QD RGJRYDUDMX{

2 do 3 danad transformacije.
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3.2.11.Transformacija kvasda. phaffii

Transformacija kvasc&. phaffii provodi se elektroporacijom. Prije same transformacije
SULSUHPDMX VH NRPSHWHQWH VWDQLFH NYDVFD QD QDp}p
neselektivnoj podlozi, SRWRP X MXWUR LGXiiHJ -GDQDDEdUBPUN HY X M H
<3' PHGLMD L X]JDMD GR GRVWL]DQMD sdh)StamicR gegotdV D Q L F D
odvajaju od medija i resuspendiraju u 9 mL ledeno hladnog BEDS pufera uz dodatak 1 mL 1

M ditiotreitola. Stanice se inkubiraju 5 min pri 30°C i 180 o/min te potom ponovno odvajaju

od otopine. Stanice se resuspendiraju u BEDS puferu. Tako pripremljene stanice spremne su

za elektroporaciju. Elektroporacija provodi se upotreletektroporatoraQ D QDpL QuiGD VH
SULSUHPOMHQH VXVSHQ]LMH VWDQLFD GRGDMH X SUHWKRG
te se u suspenziju dodaje g plazmidne DNA. Uzorak se inkubira na ledu 2 min, a potom

se kiveta unosi u MicroPulser (BioRad) elektroporatqrovodi se elektroporacija jednim
SXOVRP QDSRQD N9 2GPDK SR ]JDYU&AHWNX SRVWXSND X |
hladnog 1 M sorbitola i pola mililitra hladnog YP& Suspenzija stanica inkubira se 2 h do
SUHNRQRUQR SUL f &aniedHsle potavh lodvBj&uvbd meija i resuspendiraju u
PDORP YROXPHQX VWHULOQH GHLRQL]JLUDQH YRGH WH QDI

sorbitol, 2% glukoza, zeocin).

32122GUHYLYDQMH D Nredukla@eRVWL NVLOR]D

Aktivnhost enzima ksilozaeduktaza @& U H y lieYnbdifibiranom metodormpisanu u Hossain

I sur. (2019). Ukratko,staniceK. phaffii uzgojene su uz dodatak metanola za indukciju
promotoraPDC, odvojene od medija i resuspendirane na koncentraciju od 35Q@4DB0

mM fosfatcitrathom puferu pl 5. Reakcijska smjesa sastoji se od 18050 mM fosfat

citratnog pufera, 2QlL ksiloze, 10uL suspenzije stanica. Reakcijska smjesa predinkubira se 3

do 5 minuta pri 30°C te se u nju potom dodajeilp0 PO 1$'3+ pLPH ]JDSRpLQMH UH
Nakon 10 min, rakcijska smjesa odvaja se od stanica i koristi se za mjerenje apsorbancije pri

340 nm. Mjernjempada apsorbancije nakon 10 min pi 3QP PRJXUH MH RGUHGL!
oksidacieNADPH kao kasupstrata reakcije.
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4. REZULTATI

4.1. REZULTATI SISTEMSKEUSPOREDBE PROTEOMA STIJENKE

8 VYUKX UD]YRMD VXVWDYD ]D L]ODJDQMH KRPRORJQLK L K
drugim kvascimaizuzev kvas8acerevislkE RWUHEQR MH GRELWL YLaAH LQIRU
VDVWDYX VWLMHQNL HDQOLPOWOK ]|DYDYPWHEHLQPVVWEMHQNH
cerevisiaa C. albicansno postoji jako malo dostupnih podataka za proteine stijenke drugih
NYDVDFD 6 REJLURP GD QDMYLA&H ]QDBRcerRvIS&BRWIHLQLPD
disertaciji prikazai su rezultati usporedbe proteoma stijenke kv&azrevisiacR JUD QLPpHQRJ
QD SURWHLQD RG NRMLK VH YHddk{220GD G W/H L)XQ & B Q MpX®
sintezu stijenke, s proteomima 17 vrsta kvas@eal{ce 13.i 14.). U Tablici 13.vidimo prikaz
UH]XOWDWD SURQDODAHQMD RUWRORJD SURSNdreVisRENRML V
u drugim analiziranim kvascima. Rezultati pokazyi@ D p D M Q Xorzdd\itaQoXti ovih

proteinauz pronalazakrtologa gotovo svih analizirali SURWHLQD X YHULQL DQDC
.RG SURWHLQD XNOMXpHQLK X VLQWH]X KLWLQD QHAaAWR QL
vidimo za proteine CG¥6 i Shcl koji sudjeluju u transportu i aktivaciji hitgintaze Chs3.
OHYyXWLP YDOMBal&KIVW L RIDD pPXOMNXW UL KRB .RRaiftaBehX B¢h2D V F X

L %XG NRML QLVX REXKYDUHQL RYRP DQDOL]JRP D 6KF LI
analizom i pokazuje visok nivo evolucijske konzerviranosti u svim analiziranim kvascima.

Stoga razlog ovimUH] XOWDWLPD YMHURMDWQLMH OH&L X GLYHUJH
:*" SUL pHPX GROD]L GR PDQMLKTBH¥HA X R BQ UKD KWROAMREQ RMIRM B
pronalaska ortologa jednog od tako nastalih paraloga pa se prividno pojayijupe

nedostaDN X DQDOL]LUDQLP SURWHRPLPD =DQLPOMLYR MH M
HYROXFLMVND RpXYDQRVW <HD NG&MACc pricsihtezidiBniXe WU D QV SR
koji se smatra esencijalnim u kvasSucerevisia€SancheDiaz i sur., 2008)a odgovoran je

za uvrtanje membrane u grlo pupa tijekom citokinezeaktiviranjehitin-sintazeChs2
SUHWSRVWDYND MH GD WH XORJH X GUXJLP YUVWDPD NY!
UD]JOLPLWL RG RBIe@YdneSURWHLQD X

8 SURFHVX -¥& QOWNBQD .HJ SURWHLQ pLMD XORJD QLMH
poznatno da pri navednom procesu stupa u interakciju s glukozil transferazom Kre6 nije

SULVXWDQ X YHULQL HYROXFLM\BNEereXG&a®ddaoq havhejismiY DV D F L
XORJX RYRJ SURWHLQD WH&a&ANR MH JRYRULWL R UD]JORJX QN

63



Tablica 13. Prikaz rezultatsSURQD O D & H XMID MYMHRARJIB VI QW HIKpVY WL M
kvascima %URMHYL X SROMLPD BijiiQobtdi@¥ iddindgrotBina SSijgwR Q D y

VWUDQH WDEOLFH QD]QDpHQL VX SURFHVL X NRMLPD VXGM|
SULSDGDMX MDSVLQL LOL SDN QMLKRYD VSHFLILPQD ORNLE
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Egzo -1,3glukanazaE¥ WDNRYHU VH SRND]DOD NDR HYROXFLMVN
REJLURP GD pDN WUL JHQD NRGL U BSMEeyBiat\y HR BDX QD MDY ]HHi
DNWLYQRVW LPD ([J GHMWIHNWLKUDRRORIYHILQL GUXJLK NYL
albicans(Larriba i sur., 1993) NRMD QLMH REXKYDUHQD RYRP DQDOL]R

ulogu Exg2 preuzimaju druge glukanaze.

.RG VNXSLQH MDSVLQVNLK SURWHD]D QLMH SR]QDWR LPD
ulogama se radi, ali se vidi trend visokekxijske konzerviranosti ovih proteaza, uz manju

iznimku Yps6 koji ima manje detektriranih ortologa. Proteini koji sudjeluju u sintezi stijenke
VSRUD XJODYQRP VX HYROXFLMVNL RpXYDQL L]JX]JHY SUR
pretpostavljase dasud@XMH XbRHRWPXXRUHADYDQMX JOXNDQD L KLWR]I
su istog kompleksa koji sudjeluje u sintezi hitoz@@laristodoulidou i sur., 1996a s obzirom

GD MH RUWRORJ &GD SULVXWDQ X YHULQL DQDOL]JLUDQLK
YHULQL NYDVDFD XQDWRp VPDQMHQRP EURMX GHWHNWLUD ¢

9HU SUYL SRablxtd &4 kKbfa daje pegled rezultata pretrage homologa proteina

lokaliziranih u stijenci kvasc&. cerevisiateSRND]XMH JQDWQR GUXJDpLMX VLW
ELR SUHWKRGQR RSLVDQL VOXpDM V SURWHLQLPD YDAaQLPI
samoj stijenci pokAXMX ]QDWQR QLA&X UD]JLQX HYROXFLMVNH NR
DQDOL]JLUDQLK SURWHLQD VWLMHQNH pLQH QHNRYDOHQWC
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VWLMHQFL RYD VNXSLQD SURWHLQD SRND]XMH QDMYLAL V\
daortologa nekoliko nekovalentno vezanih proteina stijedkeerevisia@edostaje u drugim

kvascima, no detaljnijom analizgasno je kakge zapravesamo6 UO YUOR VSHFLILpDQ ]
iz rodaSaccharomyced-unkcijaovogJHQD MH QHSR]QDWD L VWRJD MH WH
SULVXWDQ X GUXJLP NYDVFLPD L MH OL QMHJRYD IL]JLRORA
SRVWRMDQMHP VOLPQRJ SURWHLQD ,] WDEOLFH MH PRJXUul
nedostaju Spr,IScw11 ili primjerice Cst2, no Sprlima paraloga Exgl, Cst2 ima paraloga Cst1,
D6FzZ LPD]QDpDMQX KRPRORJLMX V JOXNDQD]DPD SRSXW

I Scw10. Analizom rezultata vidljivo je da kvasci koji nemaju prisutnost navedenatigiipa,

LPDMX SULVXWQRVW QMLKRYLK SDUDORJD L SURWHLQD
konzerviranost procef@&akcija u kojima sudjeluju. Nedostatak pojedinih ortologa
nekovalentno vezanih proteina stijenke pokazuje kvékatseniasporaivarum M H {tiX, s
RE]JLURP GD MH SULVXVWYR RUW R OHaddeniaspovarokhjodhgdd X YUOR
pretpostavitijeda e QDYHGHQL UH]XOWDW SRVOMHGLFD LOL VSHFL
ukazivati na probleme u samom sekvenciranju ili postupkiR @D O D & H-Qvisl 25)
analiziranomsoju7DNRYRIQR aWR VH LVWLpH X DQDOL]JL QHNRYDOH(
najmaniji broj ortologa ovih proteina kvas8a cerevisia@idljiv u evolucijski najudaljenijoj

skupini kvasaca, a to su kvasci iz r@&tzizosaccharomyceS. pombeé S. japonicupokazuju
QHGRVWDWDN VYLK SRWHQFLMDOQLK JOXNDQD]D V PHyYyXVI
Scwl0 i Scwll, iako je u stijenci prisutna glukanaza Bgl2 koja najvjerojatnije obavlja ulogu
preostalih glukanaza. Uzih nedostaje i prethodno spomenuti protein Srl1, kao i endohitinaze

&VW L &VW 7TDNRYyHU QHGRVWDMX RUWROR]L SUBWHLQD .
glukana. Takvi rezultati mogu ukazivati na postojanje drugih mehanizama remodeliranja
stijenke lod kvasaca iz rodachizosaccharomyceé RE]JLURP GD YHULQD QHNRYDC
SURWHLQD X VWLMHQNDPD NYDVFD YHULQRP LPD XORJX X V
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Tablicald. 3ULND] UH]XOWDWD SURQDOD&HQMD RUWRORJD SUR\
kvascima.BRMHYL X SROMLPD JRYRUH R EURMX SURQDYHQLK RL
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'UXJIX VNXSLQX SURWHLQD VWLMHQNH REXKYDUHQLK RYRP
stijenku kovalentno, preko GPI sid@va skupina proteina stijenl& cerevisiaéma znatno

manje ortologg X GUXJLP NYDVFLPD .DR HYROXFLMMNL RpXY
glukanoziltransferaze koje sudjeluju u organizaci}i,3> JOXNDQD SD QH pXGL QMLKR
u svim analiziranim kvascima. Zanimljivo, visok stupanj konzerviranosti pokazuju i Ecm33 i
QMHJRY SDUDORJ 3VW pLMD XO&HPpXQULMPHSMSHRNN B XAPR Y WE RS\
(FP XJURNXMH SRUHPHUDM X VWUXNWXUL VWLMHQNH L GR
(Pardo i sur., 2004fWR XND]XMH GD RYDM SURWHLQ LJUD ]QDpDMC
VYLP DQDOL]JLUDQLP YUVWDPD NYDVDFD (YROXFLMVNL VX

pojedinim vrstama kvasaca pronalazimo velike brojeve ortolognih gena.

Posljednju skupinu aBOL]LUDQLK SURWHLQD VWLMHQNH pLQH 3L
NRYDOHQWQRP YH]RP QHVWDELOQRP X OXaQDBDWRMIZQYWRO
kvasaca, izuzev evolucijski udaljenijih vrdba hanseni B. adeninivorange S. pombd S.

japonicus
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4.2. REZULTATI ANALIZE PROTEINSKIH PROFILA STIJENKE

Rezultati analize usporedbe proteoma pokazuju nam prisustvo ortolognih gena u analiziranim
kvascima, no nalaje nam dovoljno informacija o proteinskom sastavu stijenke pojedinih
kvasacaX VPLVOX LGHQWLILNDFLNMH r&RoMridGhl pfadve izliga®jel R W H L (
SURWHLQD QD SRYUaz2aRRGUIWYRMHOQO MM UL IS WYRQYWDDNYDVDFD N
VXVWDYH YDAaQD MH LQIRUPDFLMD NROLNR L NDMYHLSVLKW H
kvasaca pri uzgoju u standardnim laboratorijskim uvjetima. Jedan od relativno jednostavnih i
LQIRUPDWLYQLK SULVWXSD MH LIJUDGD SURWHLQVNLK SUR
RELOMHADYDQMX SURWH L Q BSufoNHS- N Q hipti) RelslgeSsRnY tka L QL (-
VHOHNWLYQRP LIRODFLMRP SURWHLQD VWLMHQNH QD WHI
IHNRYDOHQWQR YH]DQL SURWHLQL -IRR X LWHEXF\. X BVWWUXXJIWL P DX
WH i0H VH RYDNR GRELYHQL HNVEINEDD ek aktixhaQRDoeWiDezahix W H N
NRYDOHQWQRP YH]RP QHVWDELO @eRianom §ipdkQ prédiedno L]RO L L
tretiranih SDSRP V PO 1D2+ WH UH VH LVWL X QDVWDYNX WHN
NaOH ekstrakina. Proteini vezani na s&pku kovalentno, bilo preko GPI sidra ili
NRYDOHQWQRP YH]RP QHVWDELOQRP X OX&4QDWRP L]JROL!
tretiranih SDSom, SR P R éi3-glukanae SD UH VH X QDVWDYNX WHNVWD F
nazivati -glukanaznim ekstraktom. Ova&analiza proteinskih profila provedena je za kvasac

S. cerevisilte NDR aWR MH UDQLMH VSRPHQXWR WH VX LGHQW
SRMHGLQH SURWHLQVNH YUSFH XSHNMVWUDNWLPD a8WR MH L

Slika 5. Prikaz biotiniliranih proteinatijenke kvasc&. cerevisiaeoliranih tretmanom SDS

om (A), zimolijazom (B) i 30 mM NaOH (C). Proteini su razdvojeni SDS elektroforezom na

SROLDNULODPLGQRP JHOX L YL]XDOL]LU D ¢epkroksigaizal. &8 WH Q M
SUHX]HWR L SOUGODJRYNKQR L]
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6 REJLURP QD WR PRJXUH MH SURYHVWL LVWL SRVWXSDN
stijenke drugih kvasaca te profile usporediti s profilima proteina stij&keerevisiacZa

analizu odabranaje 21 vadtvasaca X N O M X p L Yrésutnih vdahzMidporedbe proteoma

stijenki. NaSlici 6. prikazani su proteinski profili proteina stijergrisutnin u SDS ekstraktu.

6 REJLURP QD YHOLN EURM SURWHLQVNLK YUSFL X RYRP F
DQDOL]X SURWHLQVNLKDFDR I2@M WD ROM plLWIGONMMDR MHVW (
cerevisiatesYUOR VOLpDQ MRA& S Sd&aNarom@Pceshbapartise R nadXish

Klacts GRN VH YHU NRG LGXiUH JUXSH HYROXFLMVNL QHaAWR
1 D MY H ikel ptatBih€kn profila unutar roda pokazuju kvasci iz rdéiechia, s napomenom

da je pri ovoj analizi u istoj grupi analizirakamagagella phaffii koja je donedavno spadala

u ovaj rod, ali je kasnijom klasifikacijom izdvojena u novu taksonomsku grufpuNTR y H U
zanimljivo je da razlike u proteinskim profilima pokazuju i dva soja iste vrste kvdaoawia

lipolytca NRMD X LVWRP PHGLMX SRND]XMX s@ HUBB20@§tOWL pLWD W
IRUPL SXSDMXUHJ NYDVpr&ereGecRahodseeN K +tRUPL SVHXGRKLID &
XND]LYDOR QD SRWHQFLMDOQR UD]JOLPLWX HNVSUHVLMX S|
njegova rasta.
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Slika6. 3 URWHLQVNL SURILOL VWLMHQNL GRELYHQLKoRNVWUD
u rectGXFLUDMXULP XYMHWLPD SURWHLQL VX UBh&YRMHQL
poliakrilamidnomgelu9HOLpLQH VWDQGDUGD L]QRVH UHGRP N'D
20.1 kDa i 14.4 kDa.

Proteinski profili stijenki kvasaca u NaOH ekstraktudanis8lim7. . RG RYRJ HNVWUDNW
YLGLPR ]QDpDMQX U D-Fadcihasomyc&SUYRD VO EPDSQH pHPX YHULQD
WHN MHGQX GR GYLMH LJUDAHQH SURWHLQVNH YUSFH 9La
rodaHanseniaspora
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Slika 7. Proteinski profili stijenki dobivenih ekstrakcijom proteina tretmar&hmM NaOH,
QDNRQ pantiddnoXsa stijenke uklonjeni nekovalentno vezani protéiroteini su
razdvojeni SDS elektroforezom u 128om poliakrilamidnomgelUOHOLpLQH VWDQGDUG

redom 97 kDa, 66 kDa, 45 kDa, 30 kDa, 20.1 kDa i 14.4 kDa.

6 REJLURP QD ]Q D ppatei@dRi wPpbi @ NaDHeeWdRaktu u odnosu na SDS ekstrakt

WH VSHFLILPQRVW YH]IDQMD SURWHLQD NRML VH HNVWUD
LQIRUPDFLMD DQDOL]RP RYLK SURWHLQVNLK SURILOD X RG!
rezultatakomparativne analizeproteoma i rezultata analize proteinskih profila. Na temelju

takve usporedbe, vidljivo je da se broj detektiranih vrpci u NaOH ekstraktu razlikuje od broja
RUWRORJD 3LU SURWHLQD N R Mtdm#ljeRovngkBmpahaivmo)jaBliki W X R p H N

proteoma. Kod triju analiziranih vrsta iz rodéuyveromycegronalazimo 1 proteinsku vrpcu
NRMD QLMH LVWH YHOLpPpLQH NRG VYD WUL-6EXIaMBFop D PDV
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detektiranih ortologa Pir proteina kod ovih kvasaca je 2, a treldanmamu da sva tri kvasca
VDGUAH L RUWRORJH 6FZ ]D NRML MH SRND]J]DQR 6D VH PR
cerevisiae 6FZ VDP LPD PDVX RG RNR N'D WH MH PRJXUH GD
ekstraktu ovih kvasca uprawostologScw4. PostojP RIXUQRVW GD VX RUWRORI]L 3
RYLK NYDVDFD HNVSULPLUDQL VDPR SThiuldstbta delbdu@dkiP XY M H \
vidljive su dvije proteinske vrpce, jedna mase od oko 66 kDa, a jedna mase od oko 45 kDa.
Ako to usporedimo s rezultatimasporedbe proteoma, najvjerojatnije se radi o vrpcama
ortologa Scw4 i ortologa jednog od Pir proteina. Isti rezultat usporedbe proteoma dobiven je i
za kvasacy. lipolyticaNRG NRMH VX WDNRVYHU GHWHNWLUDQL RUWF
proteina,nou pr®W HLQVNRP SURILOX YLGOMLYD MH VDPR MHGQD S
N'D NRMD EL WDNRYHU QDMYMHURM D WIkbdkiadada JOo@aR GJR Y L
Metschnikowiaetektiran je isti broj ortologacw4 i Pir proteina kao i kod prethodnih kvasaca,
no ovi kvasci, posebice vrsk&. reukaufiii M. bicuspidataX SURWHLQVNRP SURILOX \
LOL YLAH SURWHLQVNLK YUSFL YUOR VOLPpQH SURWHLQVNI
LOL S D N fapi isYog $éroteina, ovisno o njegovim pwanslacijskim modifikacijama. |
RYH YUSFH LPDMX PDVX L]PHyX N'D L N'D a&WR MH YUOR
S. cerevisiaeKvasacP. membranifaciengma detektiran jedan ortolog Pir proteinaPa
kudriavzeviGYD PHYXWLP RED NYDVDFD LPDMX GHEOMX SURWH
kDa, D NRMD VH SRWHQFLMDOQR VDVW R MK. pra@ii {PL@asto8) RWHLQ
X 1D2+ HNVWUDNWX VDGUAL MHG QX BadJkvagattaRsemNaspdrd) SFX Y H
uvarum ima detektirana dva ortologa Pir proteinaHa osmophila jedan, no u svom
SURWHLQVNRP SURILOX 1D2+ HNVWUDNWD SRND]XMX pDN
VH LIPHYX RYH GY LBVadenMniMgransD. hanBeviirémaju detektiranih ortologa
Pir proteina, ali u svom profilproteinaizNaOH ekstrakta pokazuju prisustvo jednog proteina
PDVH L]PHyYX L N'D aWR WDNRYHU LQGLFLUD GD EL W
RUWRORJX 6FZ NRM lkeddadrh [8adieR@aDkpdH QvinXaveguRkvasaca. Kvesci
pombei S. japonicusmnemaju detektirane ortologe niti Pir proteina, niti Scw4 proteina, no
VYHMHGQR LPDMX YLGOMYH YUSFH SUSVpomberkh gdnliD2+ H N
proteinsku vrpcu mase od oko BDa, aS. japonicugednu vrpcu na oko 66 kDa, jednu na oko

N'D WH YL&H YUSFL PDQMLK RG N'D

73



Proteinski profili u -glukanaznom ekstraktu stijenki kvasgcéazanisunaSlici 8. Proteinski
profili - JOXNDQD]QRJ HNVWUDN W m protilign&N&OK skSirake@stigiliR W H L Q
NYDVDFD aWR MH L X VNODGX V RpH N-gl¥kar@inBméksiRaktiL U RP Q[
dobivamo sve proteine kovalentno vezane na stijenku, bilo preko GPI sidra ili vezom
QHVWDELOQRP X OX3aQDWRP 7DNRYHU XRpOMLY MH SRPDN
N'D &WR MH QDMYMHURM D W Qlukdrisk& R Okivjitd SdjeRBzahDa/ H RV W
RYH SURWHLQH SULOLNRP RYRJ WLSD LIRODFLMH 2QR a@WR
SURILOD VWLMHQNL VYLK NYDVDFD L SURWHLQVNH YUSFH Y
ekstraktu, a koje najvjerojatnijeprSDGDM X *3, SURWHLQLPD 2YH YUSFH Q
se javljajuu oblikuW DNR]Y D QLK A &hi2P Tr]ibfavai ko i vrlo velika masa ovih
SURWHLQVNLK YUSFL YMHURMDWQR MH SRVOMHGLFD ]QDpD
imatiL YUOR GXJDpNNH O UNDR JIUDDMDIWIHN NH OD Q F HS&aWdvididded SRND]
L QHNROLFLQL GUXJLK NYDVDFD 7DNRYyHU YDOMD @DJODVL
1,6 JOXNDQ SD VWRJD WL SURWHLQL X |B®QRIP LH]XD\DWVRQHN MRXOR. §
JOXNDQD XNOMXPpXMiXA6dghkdidd ORY H L
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Slika 8. Proteinski profili stijenki dobivenih ekstrakcijom proteina tretmanori,3
JOXNDQD]RP QDNRQ daWR VX SUHWKRGQR VD \WWhMHQNH
Proteini su razdvojeni SDS elektroforezom u t#9%m poliakrilamidnom gelu9HOLpLQH
standarda iznose redom 97 kDa, 66 kDa, 45 kDa, 30 kDa, 20.1 kDa i 14.4 kDa.
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Za provjeru konzerviranosgiroteinastijenke unutar iste taksonomske grupe, kacovjgru
UDJOLNRYDQMD SURWHLQVNLK SURILOD VWLMHQNL L]PHYX L
je dodatna analiza kvasaca iz ro8accharomyce€sim prethodno analiziranih soje®a

cerevisiae var. boulardite S. eubayanus |[D RYX DQDOL]X R @drialbis. VX MRE
paradoxus hibridni soj nastao iz parijentalnih sojeSakudriavzevii S. cerevisiae R]|QDpHQ
kaoS. cer. x S. kuglte dva divlja soj&. cerevisia¢HA2241 i HA233) izolirani iz prirodnih

V W D Q¢zalstDovebanalize prikazanisu 8aci 9. D SRND]XMX YUOR PDOH UD
analiziranih sojeveébva tri analizirana sofa. cerevisia@HA2241, HA233 te laboratorijski soj

% < SRND]XMX LGHQWLpPQH SURILOH GREIMIHQB]D]LWDDXW® [
je kod sojaS. paradoxtusNRML LPD YUSFX YHOLPLQH RNR N'D RGQ
odnosno-JOXNDQD]QRP HNVWUDNWX NRMX RVWDOL VRMHYL Ql
oko 120 kDa/150 kDa uNaOHf JO XND QD] QR P H N Vpketpbshavitida sé Raptdv R

radi o pomaku proteinske vrpce, uslijed smanjene mase ortologa proteina Pir2 8vasca
cerevisilke =D RYDM SURWHLQ YHU MH L UDQLMH SRND]DQR GD P
L LIPHYX UD]JOLpLWSL sersvitad RY DVIQRDRFPURM X A3LU3 SRQDYO!
unutar sekvencéKovacs isur., 2008) 7/DNRyHU MR& MHGQD XRpOMLYD UD
YHOLPpLQH RNR N'D X KLEULGQRP VRMX NRMD QGLMH MD)
cerevisiad S. paradoksus -glukanaznonekstraktu. S obzirom na vrlo nejasnu dinamiku
JHQRPVNLK UHDUDQ&PDQD X KLEULGQLP VRMHYLPD NYDVDH
ovavrpcabezdaljl K DQDOL]D NRMH EL XNOMXpPpLYDOH VHNYHQFLULIL
PRIJXUH MH L]pVBENLGID NBIMSKSURWHLQVNL SURILOL VWLMHQNH
Saccharomycete su razlike vidljive u proteinskim profilima drugih kvasaca uistinu odraz
HYROXFLMVNLK SURPMHQD X SURWHLQVNRP VDVWDYX VW]
stijenkeSUL UD]OLpLWLP XYMHWLPD X]JRMD QDSUDYOMHQ MH |
NYDVDFD REXKYDUHQLK SUHWKRGQLP DQDOL]DPD D NRM
SURWHLQVNRP VDVWDYX VWLMHQNH X XYMHWLB@&WHPSHUD
30°C, a onda je polovica ukupnog volumena suspenzije stanica tretirana 1h pri 42°C nakon
pHIJD VX VWDQLFH LQNXELUDQH V ELRWLQVNLP UHDJHQVRP
Rezultati ove analize prikazani su 8kci 10, a pokazujud QLMH ELOR J]QDpDMQH S|
HNVSUHVLML SRMHGLQLK SURWHLQD =DELOMHAHQ MH M
nekovalemno vezanojfrakciji proteina 6'6 HNVWUDNW aWwR MH PRJXuD SF
HNVSUHVLMH RYH VNXSLQH WREMH LLGQ XpN.XY D@ B FSYUHRMD IDIHQ D
QHSRYROMQLK RNROLaAQLK XYMHWD
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Slika 9. Proteinski profili stijenki kvasaca rodgaccharomycesobiveni tretmanom SD8m
(A), 30 MM NaOH B) i -1,3-glukanazom(). Proteini su razdvojeni SDS elektroforezom u

12%-tnom poliakrilamidnom gelu.
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Slika 100 3URWHLQVNL SURILOL VWLMHQNL NYDVDFD L]JORAHQL
kontrolne skupine kvasaca uzgajanih pri 30°C, dobiveni tretmanomd&D#\), 30 mM
NaOH @) i -1,3-glukanazom C). Proteini su razdvojeni SDS elektroforezom u 1#86m

poliakrilamidnomgelu 9HOLpLQH VWDQGDUGD L]J]QRVH UHGRP N'D
20.1 kDa i 14.4 kDa.
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5(=8/7%$7, 5$=92-% 6867%$9% =% ,=/$*$1-( 3527(,1$%$ 1% 32954,
STANICE KVASCA K. PHAFFI|

lako Komagataellgphaffi QLM H XYU&aWHQD X SUHWKRGQR RSadwvDQX DQ
ranijeje SR]QDWR GD X VWLMHQFL VDGUAL MDUMR G Y.[Y NRRJUN. R W/H
XVSRVWDYX VXVWDYD ]D L]ODJD Q kKkiasa UsRW291L1Kasnjobn VWD QL
analizom usporedbe proteoma stijeRkgastoris(vrlo srodne vrste K. phaffii)S. cerevisiae
SURQDYHQL VX RUWROR]L abist®/Wrhkth®i Paké mali bkoj ®fafoga GPI

proteina stijenkes. cerevisiateL DNR MH XRpHQD SULVXWQREBRUWRORJ
Tipl /R]D Q$uL,ir021)ProteiniSedl i Tid kvasceS. cerevisiaey HO VX NRULAWHQL N
VXVWDYD ]D L]ODJDQMH S URR pudtori§LDi $uD, 205) UE RQAWNRY DIVIFDH
R E M D ai@nethb@nitn poglavljimay. pastorig K.phaffii)ima potencijalno brojne prednosti

]D LIODJDQMH SURWHL Q DS.@&eddtey ddbki@m da R ad) RRvasc@ia

NRML SRVWRMH UD]JYLMHQL VXVWDYL ]D KHWHURORJQX HN
VXVWDYL |D LIODJDQMH SURWHLQD QD SRYUALQL RYDM NY
novog sustavaizlaganja protei@alj ove grupe eksperimenata bio je isprobati funkcionalnost

sustava prethodno razvijenih za kvaSacerevisiaeX GUXJLP NYDVFLPD &aWR EL PR
nekim boljim karakteristikama heterologno eksprimiranih proteina u odnosu na iste
ekspirimirane 5. ceresiae 8SRWUHED YHU SRVWRMHUOULK VXVWDYD VP
SURQDODVND RGJRYDUDMXUHJ SURWHLQD VWDQLFH GRPDU
SURWHLQD RG LQWHUHVD QD VWDQLpPpQRM SRYUALQL .DR VX
NRML RPRJXUDYDMX LPREL®@djdze ¥KR) @aniembDnaNGPL 6idkd D
SRPRUX VLIQDOQH VHNYHQFH SURWHLQD &FZ LOL YH]DC
NRYDOHQWQH YH]H QHVWDELOQH X OXAQDWRP NRMD VH
fuzioniranog sGRE3koji kodira za ksilozereduktazu. Ova dva sustava za imobilizaciju XR
prethodno su razvijeni za kvas& cerevisilieWH MH SRWYUVYHQR NRYDOHQW
rekombinantnih proteina u stijenku, kao i aktivnost enzi(fssain i sur., 2019)
5HNRPELQDQWQL JHQL NRML NRGLUDMX |]D MHGDQ L GUXJL
integraciju kongrukata u genom te inducibilnu ekspresiju rekombinantnog pratan se

nalazi pod kontrolorpromotoraPDC. Mape konstruiranih plazmida dane suStiai 11.
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Slika 11. Mape plazmida pBSY3Z Ccwl12XRAj i pBSY3Z PirdXRB8 NRML RPRJXuUDYD
heterolognu ekspresiju konstrukata Ccwl12XR i PirdXR u kv&sqhaffii
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Konstrukt Ccwl2XR sastoji se od sekvence koja kodira za sigsa&kvena Ccwl2 koja

usmjerava protein u sekretorni put, potom g&RE3koji kodira za intracelularu ksiloza

reduktazu kvasc8. cerevisia¢éXR) L ]DYUADYD VHNYHQF RerminRIiildlo NRGL UL
&FZ NRML VDGUAL VLJQDO ]D Y H]OvakwHosstiuRtWsHKa@d QD *3
RSLVDQRP R P&mhialmifdbiizaciju XR. Konstrukt PirdXRpgd VDGU AL VHNYHC
cijelog genaPIR4, regiju razmaknicui geGRESWH RYDM NRQV W uetmidinR PRJX UD
imobilizaciju XR. Nakon ubacivanja konstrukata u odabrani vektor, kvadsaghaffii
transformiran je navedenim plazmidimaéeuzgajan pri uvjetimanducije promotoradPDC.

IDNRQ X]JRMD SULVWXSLOR VH LIRODFLML VWLMHQNL ND
UHNRPELQDQWQLK SURWHLQD QD VWLMHQFL 2ED NRQVW
KDHPDJOXWLQLQVNL ELOMHIJI +$% aliXjatippeiRdinaNiRilviéblomiH O DN
NRULaAWHBRMSEPURQWLGD]D NRQMXJDWD 'HWHNFLMD NRQVWL
NaOH ekstraktu, a konstrukta Ccwl2XR u SDS iglukanaznom ekstraktuRezultati su
prikazaninaSlici 12,

Slika 12. Rezultati imunoblot analize SDS iglukanaznog ekstrakta proteina stijenki kvasca

K. phaffii transformiranog s pBSY3Z Ccw12XR\)teSDS i NaOH ekstrakta proteina stijenki

istog kvasca transformiranog s pBSY3Z PirdXB).(Imunoblot kvasca transformiransg

S%6< = 3LU ;5 SURYHGHQ MH O R R @ WRJRROZN N RSIDLLAMCHHIAHV X
sojevi kvasc&. phaffi R]QDpHQL QD VOLNDPD V ZW R]QDNRP
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Iz rezultata prikazanih n8lici 12. vidljivo je da u stijenci, u nekovalentnojkovalentnoj

frakciji, prisutan rekombinantni protein Ccwl12XMlika 12A YHOLPLQH RNR N'D
UH]XOWDW SRWYUGD MH GD VH VXVWDY |]D L]ODJDQMH SUR
Ccwl2 kvasa S. cerevisiaedP RaH NRULVWL [t&nd(®AstBQphaHii SUR pHP X
GROD]L GR NRYDOHQWQRJ YH]DQMD UHNRPELQDQWQRJ SU
AHOMHQL UH]XOWDW QLMH GRVWLJQXW NRULAWHQMHP VX)\
proteinu Pir4 kvasc&. cerevisiaeNaime rekombinanti protein PirdXR detektiran je u
QHNRYDOHQWQRM IUDNFLML SURWHLQD VWLMHQNH da8WR SR
I prolazak sekretornog puta, no ne dolazi do kovalentne ugradnje proteina u stijenku.
Eksperiment je ponovllenutE LRORA&NH SDUDOHOH Hid) 2B © WaDHWNL HV X Y
P R J X (RIEKM D a @yakvd@relzDltata, a najvjerojatnije se radi o nepravilom smatanju Pir4
GLMHOD UHNRPELQDQWQRJ SURWHLQD awWwR MH RQHPRJX
kovalentne eze sa stijenkom. Kako bi se provjerila aktivnost ksHozduktaze, provedeno je

mjerenje prema metodi opisanoj u Hossairsur. (2019). Metoda se zasniva na padu
DSVRUEDQFLMH UHDNFLMVNH VPMH V340 MR,M$ijed BkEVdGst 1$'3 +
ksilozareduktaze. Ksilozaeduktaza katalizira reakciju redukcije ksiloze u ksilitol uz
oksidaciju NADPH u NADP. Mjerenje se izvodi tako da se izmjeri apsorbancija reakcijske
VPMHVH X WUHQXWNX |DSRpLQMDQMD UHDNFLMH GRGDWN
rHDNFLMH 3DG DSVRUEDQLFLMH XND]J]XMH QD DNWLYQRVW
GDQLP XYMHWLPD GROD]JL GR VSRQWDQRJ UDVSDGD 1%
netransformirani soj kvasdd. phaffi 1DaDORVW XQDWRp EURMtZWLP PMHU
NRQFHQWUDFLMDPD REDMX VXSVWUDWD @rimjeHrepDitata O M H & H ¢

mjerenjgorikazan je n&lici 13.

Sve razlike apsorbancie]PHYyX YUHPHQD WUDMDQMD UHDNFLMH 7 L 7
VWDWLVWLPpNL XQXWDU LQWHUYDOD NRML VH GRELMH SUDI
VPMHVL NRMD MH VDGU&ADYDOD VWDQLFH GLYOMHJ WLSD
raspamom koncentracija ksiloze od 5 mM do 250 mM, dok je za kv8saerevisiastandardno

mjerena pri koncentraciji ksiloze od 100 MENWLYQRVW QLMH GHWHNWLUDQD
NRQFHQWUDFLMH 1$'3+ X UHDNFLMVNRM VP Mt#ditLkakoH VH VD
NRQFHQWUDFLMH VXSVWUDWD QLVX ELOH RJUDQLpDYDMXUulL
neaktivnosti enzima. MRJXUuH MH GD HQ]JLP X RED NRQVWUXNWD Q
NRQIRUPDFLMX DNWLYQRJ PMHVWLOYDH VWRXJID ® RNXUELWRDN
GRVWXSQRVW VXSVWUDWD VDPRP HQ]JLPX V REJLURP QD JX\
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a koji kodK. phaffiPRAGD QHJDWLYQLMH XWMHpH QD HQJLPVNX DN\

kodS. cerevisiae.

Slika 13. Rezultdi mjerenja aktivnosti ksilozaeduktaze u sojevim& phaffiitransformiranih
s pBSY3Z Pir4Xr, odnosno pBSY3Z Ccwl2XRljerene vijednost dobivereje kao razlika
prosjeka u vremenu TO i vremenu TRktivnost je mjerena bez dodatka ksiloze kao supstrata

te pri 100 mM koncentraciji ksiloze u reakcijskoj smjesi.
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5(=8/7$7, $1%/,=( 9(=$1-$ , 3527(2/,7,y.2* 352&(6,5$1-%
PROTEINA SCW4 | SCW10

S obzirom da postoji stalna potreba za razvojemimawustava za izlaganje proteina na
VWDQLPpQRMBWYHEIQRLMH LVSLWDWL PRIJXUQRVW NRUL&AWHC
novih sustavazlaganja proteinakao potencijafi NDQGLGDW LVWLPpX VH SURWHL
.DR @&WR MH SRND]|D®RUHIGIXKD WORM/ABPDY VWDQLPQH VWLMH
profila stijenki, ortolozi ovih dvaju proteina nalaze se u velikom broju kvasaca, izuzev kvasca

roda Schizosaccharomyces WH SRVWRMH VQDAaQH LQGLFLMH GD VH
G M HO R P Lvplénkhoin Vé20m. lako su ova dva proteina kvaScaerevisiagrvotno
RNDUDNWHUL]LUDQ NDR QHNRYDOHQWQR YH]DQL NDVQLMH
YHIDQRM IUDNFLML SURWHLQD VWLMHQNH NRMmMhadi@MRP XV
S obzirom da su jedini prethodno poznati proteini koji tvore takvu vezu Pir proteini,
SUHWSRVWDYND MH ELOD GD VH 6FZ L 6FZ X VWLMHQNX'Y
SURWHLQD 3LU VNXSLQH V SURWHLQLPD a&RZhoimobEigte QH SUI
RVWDMH SLWDQMH QDpPpLQD QMLKRYRJ YH]IDQMD .DNR EL V
regiji proteina Scw4 koja ostvaruje kovalentnu vezu s stijenkom, provedena je delecijska
DQDOL]D SUL pHPX VX JHQHWL [viNsekelx® deld ISBevizl 18 NLlOték@ M H Q L
NRQVWUXNWL XEDpHQL X SOD]JPLGH WH VWA D¢te@je SRG NR
176Scw4, (R02Scw4, (R31Scw4 i 0 Scw4 provedenesu QD QDpLQ GD VH L]JED
sekvence gena koji kodira za regije od kraja @ QH VHNYHQFH GR NUDMD RGU
EL PRJOD LPDWL SRWHQFLMDOQLK VOLpPQRVWL V 3LU SRQD

odgovorne za njihovo kovalentno vezanje u stijenku

Na Slici 14.(A SULND]DQD MH DPLQRNLVHOLQVND VHNYHQFD 6F
SRpLQMH DPLQRNLVHOLQVND VHNYHQFSCWHRRFAWIVNLK S|
(R31SCW4,r46SCW4Na Slici 14. (B) prikazani su rezultatiimunoblot analize proteinskih
produkataovinJ HQD L]ROLUDQLK L] VWLMHQNH NYDVFD .DR aWR |
ekstraktu vidljive su proteinske vrpce u svim uzorcima, izuzev uzorka proteinskog ekstrakta
VWLMHQNH QHWUDQVIRUPLUDQRJ VRMD NYDViskeEviag§ R MH X
RpPpHNLYDQH PROMWHHNXOWMINH ROVA+ HNVWUDNWX MDVQR MH YL
kvasca transformiranim s plazmidom koji nosi uputu za nativni Scw4. Potencijalno se nazire
VODEL VLIJQDO RVWDOLK X]RU b sebhogladividitiQtre@RpfiRUOMIQ R M M |
analiziranih proteina u tim uzorcima. S obzirom da je u svim analiziranim mutantima deletiran

znatan dio proteinske sekvence, posebice regije s nizom sévitrelkininskh ostatakaa koje
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se pretpostavljada j& HdidnjihO-JOLNR]JLOLUDQ PR&H VH SUHWSRVWDY
]DX]LPDMX SUDYLOQX NRQIRUPDFLMX NRMD EL RPRJXULOD ¢

A

1 2 3 45 6789 12 3 45 6 7 829

Slika 14. (A° 3ULND] DPLQRNLVHOLQVNH VHNYHQFH 6FZ V R]
DPLQRNLVHOLQVNRJ VOLMHGD S | BRWXKRED&/mdertdnd trleDd LK L Q
R]QDpDYD UHJLMX QD M ¥r6jih [p@niaw]anjaVRir NototeideRvor ChXjbh
RIQDpHQR MH PMHVWR S pRiearskex2 DaQéleDot Mjes@ Rrivdesyrahje P
MDSVLQVNLP SURWHD]DPD &UYHQRP ERMRP R]QDpHQD MF
proteina u sekretorniputtejeisthX YD QD X VYLP [BRReauNatiMxuNOMat Brialize

detekcije Scw4 iU D] O L p L W LeksrimMamisegsbmalnih plazmidgeva polovica

slike pokazuje rezultate elektroforeze SDS ekstrakata, a desna polovica élaDrakata.

8]RUFL VX QDQBEHA4IECWAB, BWRAF41, BY4741Scw4l (1), BY4741ScwK

(1), BY4741Scw4K (2), BY4741Scw4l (1), BY4741Scw4L (2), BY4741Scw4M (1) i
BY4741Scw4 0 SUL pHPX L R]IQDpDYDMX GYLMH ELRORAN
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Stoga je RPMHQMHQ SULVWXS SUHWUDALYDQMX PMHVWD YH
VHNYHQFD NRMD EL LPDOD EDUHP GMHORPLPQX VOLPQRVW
SURWHLQD SUHNR NRMH 3LU SURWHLQL XVSRVWDiI@EOMDMX |
SRND]DOD VH VH N Y-dQQJ R4Mb6-dg] @hinpKiselinskog ostatka s tri glutaminska

ostatka na pozicijamag, Qasi Q241(Slika 15.).

Slika 15. 8VSRUHGED VHNYHQFL SRQDYOMDQMD XQXWDU 3LU

ponavljanju

Kako bi seispitalo je li spomenuta sekvenca uistinu i vezna sekvenca Scw4 proteina,
konstruirano je nekoliko sojeva kvasca koji nose plazmide s mutiranim gg@uviekod kojih

je regija koja kodira za spomenutu sekvencu deletirana (BY4741t8Sw4d PXWLUDQD QD Q!
da su aminokiselinski ostaci #BA234T235P236S37238V23d5240Q241  Zamijenjeni s

A233l 234V 235l 236G237A 238l 23d240G241  (BY4741Scw4D; regija VR, ili su pak
aminokiselinski ostaci s Qass i Q41 zamijenjeni s Agz (BY4741ScwA4E), Aoss
(BY4A741ScwA4F) i Azs1 (BY4741ScwA4G). Kao kontrola, napravljen je konstrukt koji ima

mutacije u drugoj sekvenci nalik Pisekvenci a kod kojeg su aminokiseline
D197Quosl10dQ200D201 Zzamjenjene s (g7A198l199l200G201 (BY4741Scw4H; regija VRI).
7TDNRYyHU *BUEDYDFSRND]DOL VX GD SURWHROLWLPNR SURF
SURWHD]DPD |1QDpDMQR XWMHpPpH QD QMHJRYX PRJIJXUQRVW N
glutaminska ostatka koja bi potencijalno mogla ostvarivati kovalentnu vezu sa stijenkom,
napravljena je mutacija ovih dvaju glutaminskih ostataka u alaninske (BY4744pduléga

ovih glutaminskih ostataka u ostvarivanju kovalentne veaestijenkom jedno je od
SRWHQFLMDOQLK REMDaAQMHQMD6FZaWR BHRKN DROQWHPIRRR
Unesene promjene u aminokiselinskom slijedu proteina nastali ekspresijom opisanih
konstrukata prikazani su rddici 16. Svi navedeni sojewizgajani su pripH SUL pHPX MH
smanjena aktivnost japsinskih proteaza kako bi smo smanijili efekt procesiranja ovim

proteazama na smanjenje udjela kovalentno vezane frakcije ovog praeiaa kontrola
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provedenje uzgoj u puferiranom mediju pri pH ADNRYHU NDR GRGDWQD NRC
opisanim konstruktima transformiran je i 991974 koji ima deletiran gen zaoteaziKex2
te su tako konstruirani sojevi Y0193dw4D, Y01974Scw4E, Y01974Scw4F,
Y01974Scw4G, Y01974Scw4H i YO1974Scw4l. Ovi sojevitaNRYyHU VX X]JDMDQL SU
pH 4vrijednostimedijaSUL pHPX VH RpHNXMH PLQLPDOQD DNWLYQRV\

ovih sojeva na pH.7
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Slika 16. Prikaz aminokiselinskog slijeda proteina dobivenih unosom mutacija $SG&w

Na slici(A) SULND]DQ MH DPLQRNLVHOLQVNL VOLMHG QDWLYQF
RIQDpHQD VLIJQDOQD VHNYHQFD SODYRP ERMRP DPLQRNL
proteaza, zelenom bojom aminokiselinski ostaci koje prepoznaju japsinske proteaze; plavim
SUDYRNXWQLNRP RELOMHAHQD MH UHJLMD SURWHLQD XQXV
VPHYLP SUDYRNXWQLNRP 95 UHJL M D(Bprikezénd ulp@ngéne UHJIL M
u aminokiselinskom slijedu (desno) u odnosu na aminokiselinski slijed nativnog Scw4 (lijevo).
&UYHQRP ERMRP R]QDpPpHQH VX LIPMHQMHQL DPLQRNLVHOLQ
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Slika 17. ,PXQREORW DQDOL]D UD]O L pakgpiinkira®ik sVelpiddn@lhog | R U P L
plazmida pri pH 7 i pH 4 u stanicama divljeg tipa (BY474Rdr2mutanta (Y01974)Scw4

AteScw4 % R]QDpPpDYDMX QDWLYQL-EFRAQBPPRWH I6GZGRNGBHPHFL N
regije Scw4D Scw4 s mutacijom u VR2 regjjscw4H Scw4 s mutacijom u VR1 regiji, a

Scw4, R]QDpDYD 6FZ V PXWDFLMRP X UHJLML SURFHVLUDQM

89



Prema rezultatima imunoblot analize vidljivima r&ici 17., vidljivo je da mutacije
glutaminskih ostatak@ss i Qo (S0j BY4741Scwdl) kojioNUXaXMX OL]LLQRoNE RVWDW
SUHSR]QDMX MDSVLQL QH XW M H p Xprpe@indSowa Q Fko\@iBnthdP D Q M H ¢
YHIDQRM IUDNFLML LDNR MH PDOL HIHNW ]JDELOMHA&HQ X V
UH]XOWDWD PRJXUH MH VD VLIJXUQRAUX XVWYUGLWL GD VSF
IRUPLUDQMH NRYDOHQWQH YHHOMBLWRP QLH DRPH VOB L MOHDQN
ponavljanju (soj BY4741Scw&€) kao i njenom mutacijom opisanom u prethodnom tekstu (soj
BY4741Scw4D te Y01974Scwd' SRVWLAH VH SRWSXQL JXELWDN NRYD
proteina Scw4 u stijenci s obzirom da istenjetektiran u NaOH ekstraktu niti divljeg tipa niti
kex2mutanta, niti pri jednoj pH vrijednosti uzgojnog medija. To ukazuje na veliku vjerojatnost

kako je upravovR2 odgovorna |D IRUPLUDQMH NRYDOHQWQH YH]H L]PF
proteina Scw4. Mutat MD NRQWUROQH UHJLMH 95 WDNRVYHU SRND]
protein6FZ V PXWDFLMDPD X 95 UHJLML QLMH SURQDVHQ X 1
stanica divljeg tipa uzgajanog pri pH 4, a kod stakeoé2mutanata tek se jedva nazire. S druge

straQH SURWHLQ MH PRJXUH GHWHNWLUDWL X VWDQLFDPD R
YULMHGQRVW 7TDNRYyHU X VWDQLFDPD X]JDMDQLP SUL S+
koncentraciji u odnosu na nativni Scw4 u kovalentno vezanoj frakciji, jaledekt manje

primjetan u stanicamex2P XWDQWD 3UHWSRVWDYND MH GD MH VPDC
kovalentnoj frakciji zapravo posljedica kombiniranog efekta mutacije spomenute regije i
SURWHROLWLPNRJI SURFHVLUDQMDVRRE]|XKUNRPMEG P B bl DHNIW N b\
do procesiranja zbog nedostapiateazelex2 i vrlo niske aktivnostijapsina. S obzirom da je

YHU REMDYOMHQR NDNR SURWHROLWLPNR SURFHVLUDQMH
YH]IDQMD 6FZ P RJ X UHt KdjHvidid Zkke] thgHefek@ Wddekta promjene
konformacije samog proteina uslijed unesenih mutacija, no ovu hipotezu bilo bi potrebno

dodatno potvrditi.

6 REJLURP GD MH PXWDFLMD NDR L GHOHFLMD 95 UHJLMH (
amindiselinskog ostatka direktno odgovornog za uspostavljanje kovalentne veze sa stijenkom.

6 RE]JLURP GD VX JOXWDPLQVNL RVWDFL NOMXpQL ]D IRUPL"
se mutaciji glutaminskih ostataka{g Qssi Q241 kako bi se provjerd je li jedan od njih
NOMXpDQ ]D XVSRVWDYX NRYDOHQWQH YH]H 5H]XOWDWL L

su naSlici 18. i jasno pokazuju da mutacijafuzrokuje potpuni nestanak kovalentno vezane
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IUDNFLMH SURWHLQD 6FZ aWRIpa®YoRrRaGdmitkse]iDdKiodtadap ND ND
sudjeluje u kovalentnoy HJL VD VWDQLpPpQRP VWLMHQNRP

Slika 18. Imunoblot analiza Scw4 proteina s mutacijamass(BCcwW4E), Quzs(ScW4AF) i Q241
(Scw4G), izoliranih iz kvasaca uzgajanimnepuferiranom medijbcw4 $ R]QDpDYD QDWL Y

Scw4 protein. Svi konstrukti eksprimirani su u stanicama divljeg tipa (BY4741).
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Za protein Scw10 prethodno je poznato da se procesira proteazom(®apgellaro i sur.,

1998) QR QH ]QD VH SRVWRML OL GRGDWQR SURWHROLWLpPNF
WR VOXpDM NRG 6FZ WH QLMH SR]QDWR NDNR SURWHROLV
sposobnosNRYDOHQWQRJ YH]DQMD QD VWLMHQNX .DNR EL VH
6FZ DQDOL]JLUDQD MH SULVXWQRVW advljeylipd BYMKRINRUPL 6F
sojamutantakex2 (Y01974) te sava mutanataypsl, yps2, yps3, ypséyps7 (DKY39).
7TDNRYHU NRQVWUXLUDQ MH PXWDQW NAR:NK2sMAEMKEHRAW R D P L C
ima slijed Vb3l 24G25A26L 271 28G20 (SOjeVi BY4741Scw16B; Y01974Scwl€eB i DKY39Scwl1GB).

Slijed RHKHEKR paradigmatsko je mjesto procesiranja proteazom Kex2.
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Slika 19. Imunoblot analiza Scw1QScwl1GA) i Scwl0 s mutacijom u mjestu procesiranja
(Scw10B), eksprimiranih s episomalnih plazmidd&Nativi i mutirani gen SCW10
ekspirimirani su u stanicamadivljih tipova (BY4741 i CRY1) te sojevima s deletiranim genom
KEX2 (Y01974) ili genima koji kodiraju za japsinske proteaze (DKY39)
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Na Slici 19. prikazani su rezultati imunoblotoyaoteina Scw10 i proteina Scwl1l0K koji ima
izmjenjenu sekvencu koju prepoznaje proteinaza Kex2. Vidljivo je daSDS ekstraktaop
Y01974Scwl10A , koji ima deletiran gediKEX2, uzgajanom pri pH 4prisutne tri vrpce od

NRMLK QDMYLA&AD L P DOPR stedifa®WNIX [P R \DAROALGvAkav rezultat
XND]XMH QD PRIXUQRVW SRVWRMDQMD GYDMX PMHVWD SU|I
proteaze koje nisu Kex2, s obzirom da ista nije prisutha u ovom soju. PogledaorkeSDS
ekstrakatalobivenh iz dva soja divljeg tipa transformirana s plazmidom koji nosi uputu za

sintezu Scwl10 (BY4741ScwiA i CRY1Scw10A), vidljivo je da su u tim uzorcima prisutne

VDPR GYLMH SURWHLQVNH YUSFH $tbmopinh®IXis@ bzGrke\pV DM H Q
pH 7,primjetnoMH GD MH QDMQLAaD YUSFD NRMD RGJRYDUD SURW
SDS ekstraktu BY4741ScwiA soja, dok se ne vidi u uzorcima Y01974ScwAOQi
CRY1Scwl10A, a vrpca koja odgovara proteinu mase 102 kDa, vidljiva je ponovno samo u

SDS ekstraktu soja Y01974ScwP0 1HGRVWDWDN QDMQLAH YUSFH X VS
dobivenima pri pH 7 t@jenaprisutnostna pH VQDAQR LQGLFLUDMX GD EL QH
koja procesira Scw10 mogala biti upravo iz skupine japsinskih proteaza s obzirom na njihovu
nisku aktivnost pri neutralnim pH vrijednostimpERJ QHPRJIJXUQRVWL QMLKRY}
7TYUGQMX MH PRJXIipitcp@diathnB ré&zRtateN ibhunoblot analize SDS
ekstrakata DKY39Scw1® koji ima deletiranih svih 5 gena koji kodiraju za japsinske
SURWHD]H D X NRMHP MH SULVXWQD VDPR MHGQD SURWHL
uzgoja.Sve navedeno ukazujadi srednja vrpca (96 kDa) mogla biti rezultat procesiranja

6FZ SURWHD]RP .H[ OHYyXWLP S KEX2KMIENOR sQD YkezBj¢1 QH Y U
da bi na istom mjestu mogle procesirati i japsinske proteaze. Ova tvrdnja mogla#di se

V L J X U QoRvéditiXek konstruiranjem soja koji ima deletirane gene za svih 5 japsinskih
proteazatéex2, PHYyXWLP SUHWKRGQL SRNXaDML NRQVWUXNFLMH |

stanicamgneobjavljeni rezultati)

2VWDMH MRa QHSR]QDQLFD Narjsidpovietuivpjot@ézami b MBibuS UR F |
QD SUHWKRGQR RSLVDQL QDpPLQ NRQVWUXLU Djépjedobh JHQ NR
sekvencom za koju se pretpostavlja da ju prepoznaje i procesira proteazeSKegdjevi
transformirani plazmidom koji nosipwtu za sintezu takvog izijenjenog gena, izuzev soja
DKY39Scwl1GA pokazuju prisustvo dviju proteinskih vrpci u SDS ekstraktu, a koje
RGIJRYDUDMX SURWHLQLP D doiHj©Uu $0S@kstraktil s6ja DKY39Edw10

$ YLGOMLYD VDPR YUSFD YHOLpPLQH N'D 5H]XOWDW MH ]D
QH RGJRYDUDMX QLWL MHGQRM YUSFL GRELYHQRM DQDO|
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ukazivati da navedenom mutacijomMiH REXKYDUHQR PMHVWR QL]JYRGQR
SUHSR]QDMH .H[ D NRMH EL PRJOH SUHSR]QDi¥kbmégu MD SV L C
SURFHVLUDWL GRELYHQL SURWHLQ 8 Sphtew®Rja KjiRfaX JRYRL
deletiranegene kojike LUDMX |D MDSVLQVNH SURWHD]H OHYXWLP L'
upravo u ekstraktu soja DKY39Scwl® ELWL SULVXWQD SURWHLQVND YUS
NRMD RGJRYDUD QDMY L &R Mex2liaBsFdrmBahlm\s et apnrkaji KediPDzaV D Q W X
natvQL 6FZ V REJLURP GD VH PXWLUDQL REOLN 6FZ X VSF
biti procesiran niti s Kex2 niti s japsinskim proteazamd R YHOLpPpLQD YUSFH NRM
SRWSXQR QHSURFHVLUDQRM IRUPL QLMH GRELWFdtQGD &aWR
PRIXUQRVW GD MH SULOLNRP SURPMHQH VSRPHQXWH VHNY
NRMH PRJX XWMHFDWL QD SURPMHQH SRVWUDQ#ODFLMV
JOLNRJLOLUDQRVWL SURWHLQD aWR EL S baNaurigheGBS5L UD OR
HOHNWURIRUH]H =D GRND]JLYDQMH VSRPHQXWLK SUHWSR
ispitivanja koja bih zahtjevala analizu razi@aglikozilacije nativnog i prorjenjenog proteina
6FZ 2YRP DQDOL]JRP QLMH XWY W§ bhalRirapé sEdverchkojd Wi R QLY
PRJOH SUHSR]QDYDWL SURWHD]H L] MDSVLQVNH VNXSLQH
sekvenciScwl0 QLMH SULVXWQD E D floJoh® bl haCaBidiiatskd @ rinj@six
procesiranja proteazom Kex2, nakon kojedURFHVLUDQMH UH]XOWLUDOR YU S
Postoji samo histidinski ostatak na 7 .poziciji, osam aminokiselinskih ostataka nizvodno
od prethodno analizirane sekvence, koji bi potencijalno mogao biti mjesto procesiranja
japsinskim proteazama, noth SRVWRMH OLWHUDWXUQL SRGDWFL NRML
MDSVLQL SUHSR]DMX L SURFHVLUDMX L]D KLVWLGLQVNRJ D
u obzir i naboj histidinskog ostatka pri analiziranim pH vrijednostima, s obzirom na relativno
nisku pK vrijednostmidazolneJUXSH X SRERp®RPVRLUGD@MWN XD NRMD VH PR
GR RYLVQR R SRORADMX KLVW L(Bdn&eb Kap 204U SURW
Ukoliko je Hisszy uistinu mjesto procesiranja japsinskim proteazama, smanjena pristunost
SRWSXQR SURFHVLUDQH IRUPH PRJOD EL ELWL UH]XOWDW
IRUPRP SRERPQRJ RIJUDQND KLVWLGLQD NRML SRWRP QHUOH
8 GDOMQMHP LVWUD ALY Ljepikhistidinskhaniihbks éhekiddtaia@Rgdm P

aminokiselinom kako bi prethodne pretpostavke mogle biti provjerene.
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$QDOL]JRP 1D2+ HNVWUDNDWD VYLK NRULaAWHQLK VRMHYD
XWMHpH ]1QDpDMQR QD VSRVREQRVW NRYDO HaRNekBA) YH]DQ
6FZ SULPMHUHQR GD SRWSXQR SURFHVLUDQMH MDSVLQ
PRIXUQRVW QMHJIRYH NRYDOH@®@Waad iXsit), D2G1Q)dndlizotn VW LMH
imunoblota NaOH ekstrakata sojeva uzgojenih pri pH 4 vidljiv je podjednak intenzitet svih

prisutnih vrpci u uzorku. Pri uzgejpri pH 7, potpuno procesirana forma proteina relativno je

VODER SULVXWQD X 6'6 HNVWUDNWX SD VWRJD QH pXGL QN
9DOMD LPDWL QD XPX GD MH UD]JOLND X NROLpLQDPD X]JRUN

Y H U D Nd®H5ekstrakata, kako bi se posigSULEOLAaQR MHGQDND NROLpPLQD
kod SDS ekstrakata.
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5. RASPRAVA

6WDQLpQD VWLMHQND NYDVDFD NRMX pLQL XQXWDUQML
uglavnom od glikoproteina, kompleksna je strukburX pLMRM L]JUDGQML L UHJXOD
EURM JHQD ,]JOR&HQD MH NRQVWDQWQLP YDQMVNLP XWMHI
u nepovoljnim uvjetima. Zbog potrebe za prilagodbom promjenama u okolini, kao i uslijed

promjena stanice sukladnoBQLPpQRP FLNOXVX VWDQLpQD VWLMHQND P
NRMX SUXabD VWDQLFL SRVMHGRYDWL L ]QDpDMQX GR]X IC
stijenke u kojma VXGMHOXMX SULPDUQR HQ]JLPL ORFLUDQL X VW
stijenkezaSUHALYOMHQMH VWDQLFH SRVWRMH MR& XYLMHN EU
VH X QMRM RGYLMDMX NDR L ]D XORJH SURWHLQD NRML
ELRWHKQRORANL SRWHQFLMDO VWLMHQNH NR Mdtijankée RVWYD
NDR VWDQLpQ imhoBiRzacyujptotgida pbB interesa, potrebno je generirati dovoljnu

NROLpLQX 1QDQMD R VWLMHQFL NRMD EL SDN RPRJXULO
karakteristika. Izlaganjé kovalentna ugradnjaSURWHLQDQ& D SBRYWALPQL RPRJ>
njihovu stabilizaciju, relativno jednostavno obnavljanje biokatalizatora potrebnih za

SURYRYHQMH ELRWHKQRR@REMNBD SUVRBDNQR WEYDMDQMH RG
SURGXNWD UHDNFLMH 2VLP X ELRWHKQRORANLP SURFHVL
LPXQRORANLP VWXGLMDPD HNVSUHVLMRP DQWLWLMHOD L
studijama karakteristika pojedinih gesna i proteirSURWHLQ LQWHUDNFLMD L]O
NQMLAQLFD JHQHULUDQLK SU R \CHdrfQ Dod@ran, 201 5Kdspi@de P SRY U
LVWLpX NDR YUOR GREUL VXVWDYL |D L]IODJDQMH SURWHLQ
PURYRYHQMH SRVWWUDQVODFLMVNLK PRGLILNDFLMD QD VC
GUXJLP VORAHQLMLP HXNDULRWVNLP RUJDQL]JPLPD NDR 3
GRGDWQR RPRJXUDYD SURPDWUDQMH XWMHFDteim2tRYLK SU
VPDQMXMH PRJXUQRVW ]DX]LPDQMD QHSUDYLOQH NRQIRU
ILILRORANH XORJH XV O L MmbGifikachay W B YYANWDWRS RWROMM YK G UH
QH SURYRGH VYL NYDVFL SRVWVLQWHW¥WNHR F/RIGE RIVNHIEFLR R
kod procesN\-JOLNR]JLODFLMH SUL pHPX SRVWRMH J]QDpDMQH UL
ugljikohidratnih lanaca. Stogaj¥ DaRRRJIJXULWL NRULAWHQMH ALUHJ VSHN
G R P D U Ls@sEavgDzlaganja homolognihiHURORJQLK SURWHLQD 1R GD
SRWUHEQR MH SR]QDYDWL RGUHYHQH NDUDNWHULVWLNH
NYDOLWHWQL VXVWDYL L]ODJDQMD SURWHLQD SULPMHQML"®
SURWHLQD NFRREL ¥DNAUDP®PMH SURWHLQD RG LQWHUHVD X VW
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VWLMHQNX L QXaQR RVLIJXUDYDQMH SURODVND pLWDYRJ UH
VYUKX SULNXSOMDQMD aWR YL&H LQIRUPDFLMD RMVWLMHQ
SURWHLQVNRP VDVWDYX X VNORSX RYH VWXGLMH SURYHG
kvascaS. cerevisiaeVD SURWHRPLPD UD]J]OLpLWLK YUVWD NYDVD
Coronado i sur. (200P/NRML VX RGDEUDOL JHQD NRML VX QD QHNI
SURYHOL XVSRUHGQX DQDOL]X JHQRPD YUVWD IXQJD RG |
S. cerevisiagdok su W WDOL HYROXFLMVNL XGDOMHQLML D VWXGLN
kao i U D] O \rpte plljesni. Njihova analiza pokazala je strogu povezanost evolucijske
NRQJHUYLUDQRVWL JHQD V IXQNFLMRP NRMX QMLKRYL S|
konzervranostX R p HapBne koji sudjeluju u procesimasinteze stijenkii njenih prekursora.
Rezultati dobiveni unutar ovdje prezentirane studije podupiru rezultate i hipoteze iznesene u
studiji koju su proveli Coronado i sur., s obzirom da je usporedna analieatifikacija
KRPRORJD JHQD NRML pLQH SUR ¥ idereishadv B (W H UNDVD IDM @1 M
EURMHP LGHQWLILFLUDQLK KRPRORJD P-#H$yukand) hitna. RGJRYF
$QDOL]D JHQD XNOM X p HXBigkikzha$S 41 B-§llk&nd | Wilin@ pokdidla je

visoku konzerviranost gotovo svih gena u svim analiziranim kvasdiatai¢a 13), uz rijetke
LIQLPNH NRMH XNOMXpXMX SRVY &MOs@EHLYhBER XS B U BXHREIDV ¥
homolozi jednog od paralogX GUXJLP DQDOL]JLUDQLP NYDVFLPD 7R SI
konzerviranosti procesa u kojima ti geni sudjeluju. Jedina stvarna izpempkaiein Yea4 koji

LJUD YDAaQX XORJX X VL WddreiiskeV pQR LNRBPRORYIELYV X SU
evoluciski udaljenijim kvascimaOHy XWLP QDJODVDN RYH DQDOL]JH VWDY
se nalaze u samoj stjenciMRMH GLMHOLPR V REJLURP QD QDpLQ QMLK
VNXSLQH 3UYX VNXSLQX pLQH SURWHL QinifiRtétdkcyjaaX VW LM
Ova VNXSLQD SURWHLQD WDNRYHU SRND]JXMH ]QDpDMDQ
analiziranim vrstama kvasacéablical4. 2YDM UH]XOWDW QLMH WROLNR Q
YHULQD QHNRYDOHQWQR YH]DQLK SURWHLQD VWLMHQNH
UHDUDQAPDQRP JOXNDQD L KLWLQD WH J]DSUDYR RPRJXUD®
NRMRM MH ELOR JRYRIR QDY ®RPMH WD XYRIYeaRjhovelddr@légel. OL ED U
detektirani su ortologni geni u drugim vrstama kvasaca, uz iznBR{Likoji je prisutan samo

u kvascimarod&accharomyces$ obzirom da njegova uloga nije poznata, ne zna se postoji li
proteinkoM L Pfih&dibnalndkompenzirati nedostatak Srll1 u stanicama drugih vrsta kvasaca
7TDNRYyHU VWXGLMD MH SRND]J]DOD NDNR QDMPDQMX VOLpPC
cerevisiaepokazuju kvasci iz rodé&chizosaccharomyceSsRML QH VDGUak RUWRO

potencijalnih glukanaza kvas@ cerevisiagkao ni ortologe endohitinaza te Knhl i Kre9
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XNOMXpHQ L K1)%gMka@aWsHdb¢zirom da su kvasci iz ro8ahizosaccharomyces
ILJLMVNL NYDVFL ]D YMHURYDWL MH GD SRIMHGXMXX QG UXDI
VXGMHOXMX X UHDUDQAaPDQX VWLMHQNH 7DNRYHU RYDM L
bLML RUWRORI]L QLVX SURQDYHQL X SURFHYjebse¥noNR Y H]L
YDaQR MHU |]D GLR WLK SURWMND XD RMLRRMB \&\R YOOLMD IR JRH
XND]DWL QD QHNH RG SRWHQFLMDOQLK IXQNFLMD NRML VH
JHQHWLPpNLP LRagleWd anBilrMdndibom, provedena je naliza proteinski

profila stijenke dobiveh K VSHFLILpQLP RELOMHADYDQMHP SURWRHLC
VHOHNWLYQRP LIRODFLMRP SURWHLQD NRMD LVNRUL&A&WDY
stijenkom Nekovalentno vezani proteini stijenke izoliraju se tretmanor§-8m, a rezultati
analizeRYRJ HNVWUDNWD XND]XMX QD SULVXVWYR ]QDpDMQLM
svim analiziranim kvascimé&{ika6. 3UHPD SRORA&ADMX SURWHLQVNLK YU:¢
S. cerevisiafeSRND]XMX MR& NYDVFL HYROXFLMYVidtaYzUWdd¥ EOLV NL
Sacchromycee Kluyveromyces GRN VH YHU NRG LGXuUHJ NYDVFD SUHPD
SURILOL |1QDpDMQR UD]JOLNXMX 6 RE]JLURP QD YHUL EURM S
]IDNOMXpNH R SRWHQFLMDO QR P aBdlARraMik kv@s¢adik pokazDi/ WD Y X
]QDpDMQX HYROXFLMVNX IOHNVLEDODRRVW BRYHPDNKSWQR 8
PRIJXUH MH IDNOMXpLWL NDNR VH UD]JLQD HNVSUHVLMH RYH

analiziranih vrsta.

Drugu skupinu pRWHLQD VWLMHQNH pLQH SURWHLQL NRML VX X V
VWDQLFH WUR&H ]1QDWQH NROLPLQH HQH &d\vihnprdteéindndV X UV D
VDPX VWDQLPpQX VWLMHQNX |JDpXGR RYD VNXSLZZWD SURWH
evolucijske konzerviranostEvolucijski konzerviranisuVDPR ULMHWNL SURWHLQL
organizaciju-1,3JOXNDQD WH SDUDOR]L (FP L 3VW pLMD XORJD (
uzrokuje smanjenu stabilnost stijenke i aktivaciju signalnogd D R G U & fiabingstl H
VWLMHQNH .RQJHUYLUDQH VX L SURWHD]H L] VNXSLQH MDS
SURWHD]D QLMH SR]QDWD WHAaANR MH JRYRULWL R RpXYDQR
proteina stijenke. Zanimljivaje. HYROXFLMVND RpXYDQRVW IQRINXOLQD
nespolnom procesu agregiranja stanica kvasca, a za koje analiza pokazuje prisutnost velikog
EURMD RUWRORJD X SRMHGLQLP YUVWDPD NYDVDFD SD WI
Hanseniaspora osmophila Yarrowia lipolytica 1R XQDWRp WEREeR MH QAHRIXOH
]DNOMXpLWL NDNR VX SURWHLQL L] RYH VNXSLQH HYROXFLI
WRPX XJURN -HGDQ RG PRJIJXULK UD]JORJD MHu$rmagodiQ FL M D O (
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ALYRWD SRMHGLQH YUVWH NYIDR/ADSHRADERNDLPRRNADALEA QRF
Evolucijski pritisak okoline na prisustvo i funkciju ovih proteina mogao bi biti uzrokom
QMLKRYH YHOLNH UD]OLpLWRYXWA H]XyXRY Y U W IMAHD GN\WHDE B IE Dp
RSVHAQRP VWXGLMRP ‘GndifdJdbiadyRicbardi YRiWe: 2007)a koja
XND]XMH QD XORJX *3, SURWHLQD X SURFHVLPD NRML RPR
NYDVFD X RUJDQL]JPX GRPDULQX XNOM X pgstinaioksi8dtiwiFHV H D (
VWUHV LOL SDN |DAWLWX RG QHIJDWLYQRJ GMHQRFDRNMR LF
MH L GD RYD VNXSLQD SURWHLQD VWLMHQNH QDMYLAaH SUL
VWDQLFH WH QD WDM Q D (skapst@ RPGsib)d ieRpostalké e GPI@mte@iM H Q D
VWLMHQNH GRSULQRVH KLGURIREQRVWL PHPEUDReH NDR L
Grootisur.,,2005) aAWR MH WDNRYHU REOLN RGJRYRUD QD RNROLAC
SURWHLQLPD VPDWUD VH GD LPDMX L 3LU SURWHLQL RGQR
VWLMHQNX NRYDOHQWQRP YH]RP ma.HaWsP Elbga @R BRkopin® XaQ DV
SURWHLQD QH ]QD SR]QDWR MH GD MH 3LU +VS SRMDpD
a R KHDsso i sur., 19931n njegova heterologna ekspresija u plijgamsarium oxysporum
UH]XOWLUDOD MH VPDQMHQMHP SRUR]JQRVWL VWDQLFD WH
NRML VWDQLFH EL O Mbatbhpni®XrigéNaaSiRhibigEswy. | 20085 teda je
]D SUHWSRVWDYLWL GD MH L RYD VNXSLQD SURWHLQD XN
RGIJRYRUX QD RNROL&AQH SURPMHQH L VW SHMRWS® +RPRO
SURQDYHQL VX X YHULQL DQDOL]JLUDQLK NYDVDFD L]JX]HY
XNOMXpXMH NSctizdsatetharornyBe&Rastobotrys adeninivorandDebaryomyces
hanseni 3ULVXVWYR 3LU SURWHLQD X VW Lohip@QthifsKiDprdfile DV DFD
dobivenihizolacijom proteina stijenlpostizanjem alkalnih uvjeta dodatkom 30 mM NaOH pri
pHPX GROD]L GR SXFDQMD NRYDOHQWQH YHarmhiwkX RYL S
SULPMHWLWL NDNR L NYDYV FisuthbstNifoMd4 Ry Ipidtkink D Btijend) HA H Q L
SRVMHGXMX SURWHLQVNH YUSFH X 1D2+ HNVWUDNWX 8
SUHWSRVWDYLWL GD EDUHP MHGQD RG SURQDYHQLK YUSFL
odnosno njegovom paralogu Scw10. Naime, dva proteina prvotno su okarakterizirana kao
QHNRYDOHQWQR YHIDQD QR NDVQLMH MH SRWYUYHQD QML
proteina stijenké&. cerevisiae 7HS D U L U L .VaKdJnjihova enzimatska aktivnost nikad
nije dokazana, Scw4 i Scwl0 smatraju se potencijalnim glukanazama s obzirom na homologiju
s glukanazom Bgl2 te nekim glukanazaBd OMQRJ SRULMHNOD 8QDWRpPp QHSF
VWXGLMD SRND]XMH QMLKRY YLVRN VWXSDQM HYROXFLMVN

proteina bili prisutni u svim kvascima izuzev vrsta rd8ehizosaccharomyce8nalizom
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proteinskih profila dbivenih u NaOH ekstraktiglika7. YLGOMLYR MH GD YHULQD
SURWHLQVNX YUSFWDKMOLDLIWRRRBIJRYDUD YHOLPS. QL 6FZ
cerevisiae N'D SD EL ODNR ELOR PRJXUH GD VH NRS&i VYLK W
ortologa Scw4, no za potvrdu ove hipoteze bilo bi potrebno provesti sekvenditanje
proteinskih vrpciU ekstraktima proteina stijenki kvasazaodaKluyveromycese kvascay.

lipolytica detektirani su ortolozi i Pir proteina i proteina Scw4/10,ymeW LP X SURWHLQV
profilu NaOH ekstrakta vidljiva je samo jedna proteinska vrpca. Ukoliko pretpostavimo da ova
SURWHLQVND YUSFD SULSDGD RUWRORJX 6FZ WR EL SR
HNVSUHVLMH RUWRORJD 3LU SiydRmaHHKv@doiDV balageniX BV SHFLIL |
adeninivoransiemaju detektirane ortologe Pir proteina, no imaju ortolog proteina Scw4/10, a

u NaOH ekstraktwidimo jednu proteinsku vrpcu, koja bi i prem@lekulskojmasi mogla

odgovarati ortologu Scw4/10. Zanimljiv recOWDW ]J]DELOMHAHQ MH NRG N
Metschnikowi&od kojh MH |DELOMHAHQ ]QDpDMQR YHUL EURM SURWE
MH GHWHNWLUDQR RUWRORJD 6FZ L 3LU SURWHLQD 3R
pojavljujui drugi proteinikojisePRJX YH]|DWL LVWLP WLSRP YH]JH 60OLpPQR
zakvasce iz rod&chizosaccharomyc&sji nemaju detektirane ortologe niti Scw4/10 niti Pir

proteina, ali posjeduju proteinske vrpce u NaOH ekstrdlityorilog postojanju i drugih
proteinakojiVH QD VWLMHQNX PRJX YH]IDWL YH]RP QHVWDELORP
X HNVWUDNWX GRELYHQRP WUHWPDQRP EOD ¢8&is@eXaLQRP
detektirani protein Tos@Yinisur. 2005) pLMD XORJD QLMH SR]QDWD D NRM
prezentiranom usporedbom proteoma. Kao ni Scw4 ili Scwl0, niti Tosl ne posjeduje
NDUDNWHULVWLPpQX A3LU VHNYHQFX3® RGQRVQR XQXWDU(
odgovorQ X |D QMLKRYX NRYDOHQWQX >RérilbaG htlize eksivakbid Q L p Q X
proteina dobivenih tretmanom stijenki enzimoml,3 JOXNDQD]RP SRWYUyXMX
dobivene NaOH ekstrakcijom, s obzirom da se ovom vrstom ekstrakcije uklanjaju sviiprotein
NRYDOHQWQR YH]DQL QD VWLMHQNX a8WR XNOMXpXMH L SUF
GPI proteine. GPI proteini zapravo su tek vidljivi u gornjoj polovici imunoblotova
JOXNDQD]QRJ HNVWUDNWD YHOLpPLQH L]QDIRUP INUD MXG YIHHG |
SRGUXpM BBlikal8) @ w&kbMH QDMYMHURMDWQLMH SRVOMHGLFD Y
glikoziliranih aWR PRAH WYRULWL YLAH UD]J]OLPLWLK SURWHLQVNL
REJLURP QD QHSRVWRMDQMH MDVQLK YUSFL WHANR MH JR®
pristutnih u stijenkamdJ D ] hkjascvihesamo na temelju ove analize
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$QDOL]D SODVWLPpQRVWL VWLMHQNH RGQRVQR SURPMHQ
W HP SHUDW RlU&g1BR)Jpdk&zBl®je zapravo relativno nisku razinu promjena u stijenci.
1IDM]QDpDMQLMH SURPMHQH YLGOMLYH VXSxksrdikkwgiie QVNLP
VH YLGL SRMDpDQD NROLPLQD VYLK QHNRYDOHQWQR YH]L
ORJXUH MH GD VH UDGL R VSHFLILPQRP RGIJRYRUX MWDQLFD
toplinskim tretmanom. Gotovo nikakve promjene nisuzebHaHQH X UD]JLQL HNVSUH)
NRMH MH PRJXUH G HWHikawaindrD &kdiraktulOvd fe tanimljivo s obzirom

GD QD JHQRPVNRM UD]LQL GROD]L GCRIRRII$IDQEMDPIZYDILQH |
PHYyXWLP WR QLMH ]JDELOMHAHQR X SUHIHQWLUDQRM DQDOL
WUDMDQMX WHP S8 D pNI@QIRMot@IimKImD profilima vidljive su kod dva
analizirmasojakvascay. lipolytcaSUL pHPX MHGDQ RG VYRMHYD SUHIHUF
SXSDMXuHJ NYDVFD GRN GUXJL UDVWH X SVHXGRKLIDOQR
proteinskih profila da naslikama 6., 7.i8. YLGOMLYH VX ]QDpDMQH UD]OL
SURWHLQVNLK YUSFL @&WR EL PRJOR XND]JLYDWL QD HNVSUH
SDN QD SURPMHQH X JOLNR]JLODFLMVNLP REUDVR$t®#® D WDNF
kvasaca. Usporedba proteinskih profila triju sojeva kv&ceerevisiaeSUL pHPX VH UDGL
MHGQRP ODERUDWRULMVNRP VRMX WH GYDPD GLYOMLP VR
razlika Slika 9.). Na istoj slici vidljivi su i rezultati analizerpteinskih profila dodatnih

kvasaca iz rod&accharomyceS. paradoxus, S. kudriavzetgihibridni sojS. cerevisiae x S.
kudriavzevi NDNR EL VH XWYUGLR VWXSDQM UD]JOLpLWRVWL SUI
vrsta. Ova analiza pokazalajeiziP Q X VOLPpQRVW SURWHLQVNLK SURILOD
vidljive u proteinskoj vrpci kvasc8&. paradoxskoja najvjerojatnije odgovara proteinu Rir
9DULMDFLMH X YHOLpPLQL RYRJ SURWHLQD REMDYOMHQH VX
sojevi kvascaS. cerevisilteNRML WYRUH ELRILOP LPDMX PDQML EURN
detektirane proteinske vrpce manje molekulske mase u odnosuarattaijski soj(Kovacs i

sur., 2008) 7ULSORLGQL KLEXLRBYRMVBRODORJYLAWHRRYHU QLMH L
SURWHLQVNLP SURILORP L]JX]J]HY SURWHLQVNH YUSFH YHO
SDUHQWDOQLP VRMHYLPD RYRJ KLEULGD B8QDWRpPp EURMQ
odvijaju u ovakvim hibridnim sojek PD WH YLAHVWUXNRP SORLGLWHWX V
VWLMHQNH SRND]XMX VH UHODWLYQR VWDELOQDadQRR®/]LV

stijenke i njene konzerviranosti.
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8]HYAL VYH UH]XOW D Wwikijexti Rabkj/adasS. R&évisiaV Wlo srodni kvasci
SRND]XMX SULVXVWYR X SUDYLOX QHaAWR YLaH SURWHLQV
kvasaca, posebiceu NaOH-iJOXNDQD]QRP HNVWUDNWX OHYXWLP LVWI
kako sve analizirane vrste kvasca posjeduju svadiga veza koju proteins. cerevisiae
ostvaruud VWLMHQNRP aWR MH LQIRUPDWLYQR X VYMHWOX L
QRYLP VWDQLFDPD GRPDULQLPD 9UVWH V PDQMLP EURM
SRWHQFLMDOQR GREUL RBDEBELNGOWLD YDLPOERMBUL Qe WLPH F
delecijom manjeg broja gerkoji kodiraju za kovalentno vezane proteine stijenke, konstruiraju
VRMHYL NRML EL PRJOL LPDWL YHUL NDSDFLWHW ]D YH]DQI
KluyveromyceseTorulaspora delbrueckiSDN WDNRYyHU PRJX ELWL GREUL ND(
VOLPQRVWL QMLKRYLK SURWHLQVNLK SURIBOcEreVisi&U RW H L
7TDNYD VOLPQRVW PRJOD EL XND]JLYDWL QD PRJIJXUQRVW SUL
na SRYUALQB. texeltiside® RYLP NYDVFLPD pLPH Vktpgdupk@ M XMH G

konstrukcije novih sustava.

lako susustavzaizlaganja proteinarazvijeni & cerevisiaeY H 0 N R Udrd@gishiv@dcima,

X RYRM VWXGLML NRULAWHQL VX VXVWDYL L]ODJDQMD SUF
SUHWKRGQR QLVX NRULAWHQL ]D L]ODJDQMH SURWHLQD X C
gen GRE3koji kodira za intracelularnu ksilozieeduktazu (XR) kvasc&. cerevisiaeOvaj

RGDELU QDSUDYOMHQ MH NDNR EL VH PRJOL sistaSRWHGL WL
kvascuS. cerevisias upotrebom istihsustavd GUXJRP NYDVFX GRPDULQX 8 V
proveli Hossain i sur. (2019), t& LMHQL VX VXVWDYL RG f&Rrvhalku SUYL R
imobilizaciju XR genetskom fuzijonRE3sPIR4 1D RYDM QDpPLQ QDVWDMH L
protein koji je preko svog Nerminalnog kraja vezan na stijenku vezom nestabilnom u
OXAaQDWRP G RtermBnovhKRjB irka funkcionalan XR enzim. Drugi konstrukt
osigurava EWHUPLQDOQX LPRELOL]DFLMX ;5 QD QDpLQ GD MH J
CCW1I2NRML NRGLUD ]D GLR SURWHLQD &FZ NRML VOXaL NDR
na GPI sidro. U naveQ RM VWXGLML XVWYUVYyHQR MH NDNR VX RED N
vezana u stijenku te je u oba konstrukta detektirana aktivhostO¥R. dva konstrukta
LVNRULAWHQD VX ]D L]O DJ DkQrivhtagpllaybafB iR phafiloqabray jeD V F D
kao kvadD F GRPDULQ X RYRM VWXGLML V REJLURP QD SUHW
KRPRORJQLK L KHWHURORJQLK SURWHLQD QD QMHJRYRM SF
YHOLNRM UD]JLQL VHNUHFLMH SURWHLQD WH SddgrdvdgdeMH UD]L
(Jacobs i sur., 2008; Khasa i sur., 2011; Ahmad i sur., 2014; Li i sur., 2@&3brani
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konstrukti stavljeni su pod kontrolpromotoraPDC te je indukcija provedena dodatkom
PHWDQROD X X]JJRMQL PHGLM 'RELYHQL UH]XOWDWL SRN
rekombinantnog proteina kroz sekretorni put i lokalizaciju u stijenci, no kotra@en
LPRELOL]DFLMD QLMH SRVWLJG@KAR. V REIP NR S U & @ HNQRDP NNRRL
sustavazaNWHUPLQDOQX LPRELOL]DFLMX QLMH GR&OR GR XVSF
X OXAaQDWRP 8]JURND WRPX PRaH BéWilseQadiNoRpevolimn D SUH )\
NRQIRUPDFLMVNLP SURPMHQDPD SURWHLQD 3LU NRML MH (
je analiza proteinskih profila pokazaBlika 7.), K. phaffiiu svojoj stijencivDGUaL SURWHLQF
VH X QMX PRJX XJUDGLWL RYLP WLSRP YH]H D VWXGLMD .K
proteinak. phaffi]D L]ODJDQMH KHWHURORJQLK SURWHLQD QD QM
da se rekombindni protein nije mogao ugr@ LWL JERJ SRWHQFLMDOQRJ QHG
PHKDQL]DPD NRML EL RPRJXULOL XJUDGQMX 3LU SURWHLQ
XVSMHAaAQX XJUDGQMX RYRS. dérevzipP B d NaltdjeNb R Ees Nnvabaviji D

ili postsintetskin modifikacijau K. phaffi X]JURN QHPRJXUQRVWL XJUDGQMH
proteinau stijenkuovogsolpOL VH SDN 3LU |J]QDpDMQR UDKONXMH RG F
XVLMHG pHJD QH GROD]L GR .RdvatedtRaYirdobilizacpa@rékd GPDsidvaw L M H Q
uspjHaQR MH SURYHGHQD -HGDQ RG SRVWDYOMHQLK FLOMH
ekspirmirane XR K. phaffiV DNWLYQRAalUX ;5 FdeN\Bdihbddjawen@u-studiji
+RVVDLQ L VXU 7LPH EL VH VW BNDPRD X NR® X \WHR O R[&IHQ)
X VWLMHQNX UHODWLYQR JD¢tebsMe [ D 2Ot @égiRihife Id NYDVD
PRIJXUH SURYHVWL MH K. ighaffiLrije Hidlakis/anURrbdirboQu Kiti rezultat
konformacijskih promjena obziromd VX WLMHNRP DQDOL]JH RJUDQLpPDYI
reakcijie NDR @WR VX QHGRYROMQD NRQFHQWUDFLMD SRMHG
temperaturniuvjetiLVNOMXpHQL NDR UD]J]ORJ QHGRVWDWND DNWLYC

6 REJLURP GD VX RYDNYLhVOKXPOMB¥LMIHXQOEMHEQLWND | X
SURWHLQD SULOLNRP QMHJRYRJ L]ODJDQMD QD SRYUaLQX
sustave.. DR PRJXUL NDQGLGDWL ]D UD]JYRM QHNH YHU]JLMH X
proteina koji bi se mogao koristit X YHOLNRP EURMX UD]JOLPLWLK NYDVDF
6FZ .DR @&4WR MH YLGOMLYR X SUHWKRGQLP UH]XOWDWLPD
EURMX YUVWD NYDVDFD =D UD]JOLNX RG 3LU SURWHLQD SL
cerevisiaea za razliku od GPI protein§ RWUHEDQ MH PDQML XWUR&ADN UHV.
VLQWH]X pLPH VH SRWHQFLMDOQR PRAH SRVWLUL YHUL N
proteina vezanih na stjenkuOHYyXWLP NDNR EL VH RYitzSud&anedLQL PR.
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rekombinantnih proteina, potrebno je razjasniti njihov mehanikamalentnogvezanjana

stijenku.

$QDOL]JRP VHNYHQFH SURWHLQD 6FZ SURQDYHQD MH UHJ
SRQDYOMDMXURM VHNYHQFL WH MRa MHGQD UHJLMD V QHa
pronalasku mjesta na Scw4 proteinu odgovornom za njegovu kovalentnu ugratjgaku s
QDSUDYOMHQD MH GHOHFLMVND DQDOL]D SUL pHPX MH V
WHUPLQDOQRJ NUDMD GR SRpHWND UHJLMD ]D NRMH VH SUI
(Slika14B VX PHYXWLP SRND]DOL GD QH aleniny\riahe frakbipDM QD |
niti jednog od konstukata Scw4 u stijenci te se stoga pristupilo ciljanim delecijama. Izuzev
prethodno opisanih regija od interesa, zanimljiva je bila i sekvenca za koju je prethodno
SRND]DQR GD MH PMHVWR SSoviRYsp4$iRsRin i dtdaiXaR@risaRiBit.Y L U D Q M
2017) V RE]JLURP GD VH OL]JLQ QDNRQ NRMHJ GROD]L GR S
glutaminskim ostacima. R MH |DQLPOMLYR L] GYD UD]JORJD SUYL X
glutaminski ostaci odgovorni za kreiranje kovalentne veze kod Pir proteinappetgestavija

da i kod Scw4 iste aminokiseline sudjeluju u formiranju veze s obzirom na istu prirodu ovih
YH]ID D GUXJL XNOMXpXMH pLQMHQLFX GD MH X SUHWKRG
SURFHVLUDQMD V MDSVLQVNLP SUR\WhkpaRMNdGgR&dnjd GR ]
ovog proteina u stijenku. Ukoliko je glutaminski ostatak koji prethodi lizinu odgovoran za
NRYDOHQWQR YHIDQMH 6FZ SURFHVLUDQMHP EL GR&AOR GF
se nevezani, procesirani dio proteina otpust medij ili ostao vezan nekovalentnim
LQWHUDNFLMDPD WH EL WR SRWHQFLMDOQR REMDVQLOR SL
uvedene su mutacije u regije VR1 i VR2 te su mutirani glutaminski ostaci na mjestu
procesiranja japsinskim proteazarteko su maniji efekti na sposobnost kovalentnog vezanja

6FZ XRpHQL XYRYHQMHP PXWDFLMD X PMHVWR SURFHVLUDC(
SRWSXQL JXELWDN VSRVREQRVWL NRYDOHQWQRJ YH]IDQMD
kojajeipokazalan® YHUX VOLPQRVW V 3LU SBIROY MMEHEXURIP VHNY H
regiji rezultirale su smanjenim udjelom kovalentno vezane frakcije Scw4 u stijenkama kvasaca
(sojevi BY4741Scw4H i Y01974Scw4 + D HIHNW MH LJUDAHQLML X GL)
(BY4741)nego u soju s delecijokex2(Y01974) te pri uzgoju pri pH 4 u odnosu na uzgoj pri
pH7.7R XND]XMH QD YMHURMDWQX SRYH]DQRVW NXPXODWLY
SRMDPpDQR SULVXWQR X %< VRMX L SUL S+ enMDSVLQVN
VDP SURWHLQ &aWR QDMYMHURMDWQLMH UH]XOWLUD WDN
VPDQMXMH PRIJXUQRVW QMHJRYD NRYDOHQWQRJ YH]DQMD
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RGUHYHQLP XYMHWLPD LSDN GROD]L PRAaNRY kegiati@DWLY QF
regija preko koje dolazi do ostvarivanja kovalentne veze Scw4 sa stijenkom. Da bi takvaregija
mogla biti upravo VR2 regija, potvrdio je i eksperiment u kojem je cijela regija u potpunosti
GHOHWLUDQD WH MH UH]XQOW PWQ B IXRPIXGNHIPAL MDD R RDR WU HIW
GRA40OR GR GHWHNFLMH NRYDOHQW Q®. Kdd pbdatRulp&&dl te VRM %
provjeru koji od glutaminskih ostataka ostvaruje kovalentno vezanje sa stijenkom, provedena

MH SRMHGLQDpQD PixXyuidminddosvarkd N3] rBgBi i rezultati pokazuju

kako mutacijom @i LIRVWDMH PRIJXUQRVW GHWHNFLMH(SHiIkeZz SURW
18). Time je nedvojbeno pokazano kako regija 08.28) do 246.0g amirokiselinskog ostatka

u Scw4 sudjeluye UQMHJRYRP NRYDOHQWQRP YH]DQMX QD VWLM
Q D M ] Q D ppavhi@dkiddlingki ostatak.

6 REJLURP GD SUHWKRGQR QLMH X SRWSXQRVWL UD]MDa
proteina niti njegov utjecaj na vezanje ovog proteina, prigtaplje analizi istog. Protein

Scw10 te mutirani oblik proteina (Scw10K) koji ima mutacije u regiji za koju se pretpostavija

da ju prepoznaje Kex2 proteinaza eksprimirani su u sojevima divljegtipa (BY4741, CRY1) te

u sojevima koji imaju deletirane geKEX2 (Y01974) ili svih 5 gena koji kodiraju za japsinske
proteinaze (DKY39). Rezultati analize pokazuju da se potpuno neprocesirana forma proteina
YHOLPpLQH N'D SRVWLAH VDPR HNVWjSkyassalsMdreleij@pex®V LY QR J
(Slika19). 7LPH MH SRWYUYyHQR GD GROD]JL GR SURFHVLUDQMD
pHPX QDMYMHURMDWQLMH QDVWDMH IRUPD SURWHLQD YHO
u kex2 mutantu, za pretpostaviti je da na istonjestu koje prepoznaje Kex2, progagu i

QHNH GUXJH SURWHLQD]H 6 RE]JLURP GD MH SULVXWQRVW
VRMD SUL S+ PR&H VH SUH WigfaNjspsinske\prateazB, SobzikvrRra P M H V
njihovu slabiju aktivnost pri neutralnim pH vrijednostimeDINRYHU SRVWRML L WUHUI
SURWHLQD YHOLPLQH RNR N'D NRMD QDVWDMH SURFHVL
da ova forma nedostaje kod ekspresije Scwl10 u soju s deletiranim genima koji kodiraju za
MDSVLQH rel&iarte isbkoM siguQ RaiX SUHWSRVWDYLWL GD VX XSU
]D SRWSXQR SURFHVLUDQMH 6FZ OHYyXWLP JEXQMXMH
SURFHVLUDQMD SURWHLQD]RP .HJ[ QH SRVWRML RpPpLWR PN
-HGLQD ED]LpQD D RuefcRrdkow Koj lbQdbocksiMakjem mogla nastati forma
YHOLPLQH N'D MH KLVWRIMG SRYINHLRMVWOQR/ BR YDGD QLMH S
mogu prepoznavati histidin kao mjesto procesiranja pa se ova teza mora dodatno potvrditi.

Analizom rezulata dobivenih ekspresijom mutiranog Scw10K proteina, dobiveni su zanimljivi
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SRGDWFL V REJLURP GD VX GHWHNWLUDQH GYLMH SURWHLQ
YUSFD QLMH YLGOMLYD X VRMX V GHOHWLUD @d¢ovardjd QLPD ]C
YHOLPLQDPD SURWHLQVNLK YUSFL GRE[¥R® Lk IDN WISHU MAH.A
govoriti jesu li navedene vrpce rezultat procesiranja mutiranog proteina ili ne, te ukoliko jesu,

gdje i koje protaze ga procesiraju. Ovakvi rezultati mogli ii posljedica u promjeni

putovanja mutiranog proteina u odnosu na nativni, kroz sam gel prilikom elektroforeze,
najvjerojatnije zbog promjena u strukturi i/ili glikozilaciji proteind. daljnjim koracima
ispitivanjapotrebno bi bilo provesti mutacije pofeLQDPpQLK DPLQRNLVHOLQD X

promatrati njihov utjecaj na pojavu proteinskih vrpci u pojedinom soju.

Iz rezultata analize NaOH ekstrakata spomenutih soj8liga(19 PRJXUH MH SDN L]Y
]JDNOMXpDN NDNR SURWHROLWL b NRn& spBsblshast koa@Mridg QH X V
YHIDQMD 6FZ X VWLMHQNX NDR aWR MH WR VOXpDM V 6FZ
ovog proteina kao i mutirani protein Scwl0K detektirani u NaOH ekstrieki, forma koja
se dominantno detektira u ovom ekstrakttH SURWHLQ YHOLpPLQH 6FZ
6FZ . N'D a4WR PRAH XND]JLYDWL GD RYDNR SURFHVLUDQL
CH ]DX]LPD NRQIRUPDFL M XovaldtddvezRrip RuJ XtijeDRuDte je
najzastupljenija od triju, odnosno dviju detieanih formi. Ostaje za provjeriti koja regija u
SURWHLQX 6FZ RPRJXUXMH QMHJRYX NRYDOHQWQX XJUDG!
kako Scwl0 posjeduje glutaminski ostatak na 2BIM SR]JLFL ED& NDR L 6FZ (
sekvence koji se kod Scwwbkazao odgovornim za vezanje gotovo u potpunosti se razlikuje s
obzirom da nedostaju prethodna dva glutaminska ostatka, te ostaje za vidjeti je li samo
VSRPHQXWL JOXWDPLQVNL RVWDWDN GRYROMDQ ]D IRUPLU!
| dijelova gijenke.
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1. * HQL XNOMXpHQL X VLQWH]X L UHJXODFLdukanall QtwveH]H NRP
RVWDOL VX HYROXFLMVNL RpXYDQL pDN L NRG NYDVDFD ]C

cerevisiae

2. Proteini koji se nalaze nekdeatno vezani na stijenku i spadaju u skupine enzima koiji
sudjeluju u remodeliraBfVWLMHQNH SRND]XMX YHUX HYROXFLMVNX Rp
NRYDOHQWQR XJUDYHQH X VWLMHQNX

6XVWDYH J]D L]IODJDQMH S8 BeVéVsiagIR OO0 B RWHU &lIRQILL W WD WH.DX
I kod kvasc&. phaffii, iako sustav koji se zasniva naviebentnom vezanju Pir4 proteina na
VWLMHQNX QLMH XVSMH&AQR NRYDOHQWhaefR [2agdipem QD VV
rekombinantnognzima ksilozareduktaze izS. cerevisia@ kvascuK. phaffi GRa d o M H

gubitka aktivnosti ovog enzima.

4. ProteinScw4 L 6FZ NRYDOHQWQR VH YHaX X VWDQLpPpQX VWLN
ostvaruje preko sekvence o823 do 246. aminokiselinskog ostatkte SUL pHP X MH NOM X

glutaminski ostatak na 24bj poziciji.

5. Protein Scw10 procesira se Kex2 proteazom te najegrje japsinskim proteazama na
mjestu nizvodnom od mjesta procesiranja proteazom K&k RFHVLUDQMH 6FZ QH
]QDpDMQR QD QMHIJRYX VSRVREQRVW NRYDOHQWQRJ YH]DQ
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ODWHMD /R]DQpLU URYHQD MH Godihe\2008uBisuj@ preddiploiiski DJ U H E )
studij Biotehnologije na Prehnrambe®®LRWHKQROR&ANRP IDNXOWHWX 6YHXp
JRGLQH 6WXGLM ]DYU&ADYD X] REUDQX [DYUAQRJ UDGD
genetiku mikroorganizama pod mentorstvom prof ¥ ,YDQD .UHALPLUD 6YHWHF
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3R ]DYUWWWGEXKMD ]DSRAOMDYD VH NDR VWUXpQL VXUDGQLI
YMHaEWDHGWMD ]D IRUHQ]LPQD LVSLWLYDQMD IW\SMOpLD ALY D QI
]JDSRVOHQMD SUROD]L NUR] R EXdtlga] S REOLIREHRG W B X WQILH B WDLN

*RGLQH ]DSRaAaOMDYD VH N DWRzaDhibkemijuHRpeManxbedd® E R U D W
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