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Sazetak

Kvasci su pripadnici carstva gljiva (Fungi) kao 1 plijesni 1 mesnate gljive. Eukariotski su
organizmi koji se Cesto nazivaju jednostani¢nim gljivama, a razmnozavaju se pupanjem.
Saccharomyces cerevisiae neinfektivni je mikrob ¢iji je eukariotski genom bio prvi
sekvencioniran. Svojim fenotipskim svojstvima poput ucinkovitosti parenja ili sporulacije,
doprinio je napretku u istrazivanjima. Cesto koristeni modelni organizam upravo je soj
Saccharomyces cerevisiae W303 koji je usko povezan s prvim potpuno sekvencioniranim
sojem kvasca S288C te se stoga naziva njegovim potomkom. Mitohondriji, kao organeli vecine
eukariotskih organizama razlikuju se izmedu razlicitih vrsta eukariota, po veli€ini, ali i sadrzaju

genoma.

Cilj ovog rada je analizirati proteom mitohondrija kvasca Saccharomyces cerevisae W303.
Stanice kvasca uzgajane su na kvascevoj podlozi do ulaska u ranu stacionarnu fazu. Iz takvih
su stanica izolirani mitohondriji, a iz njih proteini. Ekstrahirani proteini mitohondrija su nakon
pripreme analizirani LC/MS metodom. Nakon identifikacije, dobiveni su proteini

sistematizirani i utvrdena im je uloga i vaznost u funkcioniranju stanice kvasca.

Kljucne rijeci: Saccharomyces cerevisiae W303, mitohondriji, proteom, proteini



Summary

Yeasts are members of the fungi kingdom (Fungi), as well as molds and fleshy mushrooms.
They are eukaryotic organisms often called unicellular fungi, and they reproduce by budding.
Saccharomyces cerevisiae is a non-infectious microbe whose eukaryotic genome was the first
to be sequenced. With their phenotypic properties such as mating efficiency or sporulation, they
have contributed to scientific research progress. A frequently used model organism is the strain
Saccharomyces cerevisiae W303, which is closely related to the first fully sequenced yeast
strain S288C and is therefore called its descendant. Mitochondria, as organelles of most
eukaryotic organisms, differ between different types of eukaryotes in terms of size and genome

content.

The aim of this work was to analyze the mitochondrial proteome of the yeast Saccharomyces
cerevisae W303. Yeast cells were grown on yeast medium until they reached the early
stationary phase. Mitochondria and proteins were isolated from such cells. After preparation,
extracted mitochondrial proteins were analyzed by the LC/MS method. After identification, the
obtained proteins were systematized and their role and importance in the functioning of the

yeast cell was determined.

Key words: Saccharomyces cerevisiae W303, mitochondria, proteome, proteins
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1. Uvod

1.1.  Kvasac kao organizam

Kvasci pripadaju carstvu gljiva (Fungi) poput plijesni 1 mesnatih gljiva. Eukariotski su
organizmi koji se razmnozavaju pupanjem. Nazivaju se joS$ 1 jednostani¢nim gljivama. Kako
gljive ne sadrze klorofil, energiju i CO2 ne mogu stvarati procesom fotosinteze, ve¢ kemijskim
procesima, pa se stoga svrstavaju u kemoheterotrofne organizme (1). Gledajuéi po brojnosti,

¢ine najznacajniju skupinu mikroorganizama (2).

Blastokonidijom, koje mogu biti okruglog, ovalnog ili izduZenog oblika, naziva se stanica
kvasca, a njen promjer varira. On se moze kretati od dva do petnaest mikrometara, no u veéine
kvasaca on iznosi od pet do sedam mikrometara. Blastokonidija je obavijena viSeslojnom
stani¢nom stijenkom, ispod koje je smjeStena citoplazmatska membrana, dok su u citoplazmi
blastokonidije uocljive razne organele (1). Osnovni dijelovi blastokonidije koji su vidljivi pod
elektronskim mikroskopom, osim viSeslojne stani¢ne stijenke i citoplazmatske membrane jesu
periplazmatski prostor, mitohondriji, jezgra, ribosomi, lipidne Cestice, glikogenska zrnca,

Golgijev aparat, endoplazmatski retikulum te peroksisomi i vakuole (3).

Oblik i ¢vrstocu gljivicnoj stanici daje upravo stani¢na stijenka koja ujedno 1 $titi protoplast od

mehanickog oSte¢enja i osmolize stanica (1).

Stani¢na stijenka kvasca je struktura izrazene slozenosti i sastoji se uglavnom od dva strukturno
i funkcionalno razlicita dijela. Unutarnji sloj pretezno je graden od glukana i osigurava
mehaniCku stabilnost stanice, a vanjski se sloj sastoji od manoproteina koji Stite stanicu od
vanjskog djelovanja (4). Takoder, stani¢na stijenka ima vaznu ulogu u transformaciji
blastokonidije u filamentozni oblik, ali i za patogenost kvasca (1). Citoplazmatska membrana
koja kontrolira propusnost tvari u stanicu, izgradena je od dvaju slojeva fosfolipida s
viSestrukim uvrnu¢ima, a u njoj se nalaze razni enzimi koji ucestvuju u sintezi molekula

stani¢ne stijenke (1).

Ergosterol, glavni je sterol u kvascima koji ima vaznu ulogu u reguliranju ¢vrstoce, propusnosti,
ali 1 fluidnosti membrane (3). Prednost kvasaca kao modelnih organizama je to Sto su
jednostavni za uzgoj na definiranim podlogama s kratkim vremenom generiranja i lakom

dostupnoscu (5).



1.2.  Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, takoder poznat kao pekarski ili pivski kvasac, neinfektivni je mikrob
1 model za proucavanje genskih obiljezja (6). Prvi eukariotski genom koji je bio sekvencioniran
bio je upravo genom Saccharomyces cerevisiae (7). Jedinstvenim fenotipskim svojstvima kao
Sto su velika ucinkovitost parenja ili sporulacije doprinio je napretku u istrazivanju (8).
Saccharomyces cerevisiae jednostani¢na je gljiva koja posjeduje nuklearnu genomsku DNA
koja sadrzi 12068 kilobaza i organizirana je u 16 kromosoma. Njegov genom potpuno su
sekvencionirali Goffeau i suradnici 1996. godine 1 utvrdili da priblizno sadrzi 6000 gena, od
kojih se smatralo da njih 5570 kodiraju proteine. Takoder, nizom bioinformatickih analiza
otkriveno je da je niz gena koji kodiraju proteine stranog podrijetla, tj. rezultat lateralnog
prijenosa gena kako je definirao Doolittle 1999. godine (9). Sekvencionirani genom postao je
prekretnica u genomici, po prvi put otvorivsi priliku za globalno proucavanje ekspresije 1
funkcioniranja eukariotskog genoma kao i za mogucnosti daljnje studije komparativne,

evolucijske i funkcionalne genomike (10).

Kao Cesto koristeni modelni organizam koristi se soj Saccharomyces cerevisiae W303. Nastao
je 1970-ih godina krizanjem sojeva kvasca nejasne genealogije (11). Saccharomyces
cerevisiae W303 laboratorijski je soj koji je usko povezan s prvim potpuno sekvencionirnim
sojem kvasca, S288C. W303 naziva se potomkom S288C te je odabran da zadrzi njegove
pozeljne karakteristike, odnosno da dobro sporulira i da se transformira sa visokom
u¢inkovitod¢u. Siroku primjenu ima u genetskim analizama popravka DNK i drugim bioloskim

mehanizmima. (8).

Analize sekvenci genoma W303 impliciraju kako se sojevi W303 1 S288C razlikuju u priblizno
9700 identificiranih pozicija nukleotida, ali su slozenije razlike ostale neokarakterizirane.
Takoder, neki odredeni aleli SWI-SNF globalnog aktivatorskog kompleksa transkripcije
pridonose sporom rastu u pozadini W303, ali su pak smrtonosni u S288C. Upravo je zbog toga
vazno razumijevanje preciznih varijacija na razini nukleotida izmedu sojeva kako bi se mogli

razjasniti temeljni uzroci fenotipskih razlika (8).

1.3.  Mitohondrij kvasca
Mitohondriji, organele vecine eukariotskih organizama, sastoje se od dvije membrane, vanjske
1 unutarnje mitohondrijske membrane koje okruzuju dva odjeljka, a to su intermembranski

prostor i mitohondrijski matriks. Kako su domacini ciklusa limunske kiseline 1 oksidativne



fosforilacije, poznatiji su i kao pogoni eukariotskih stanica posto imaju ulogu u sintezi vecine

stanicnog ATP-a (12).

Genom mitohondrija raznolik je izmedu razli¢itih vrsta eukariota, po veli¢ini, ali 1 sadrzaju.
Cjeloviti mitohondrijski genom kvasca S. cerevisiae prvi je puta sekvencioniran 1998. godine.
Mitohondrijska DNA kvasca u prosjeku ¢ini 15% ukupnog sadrzaja stanicne DNA 1 sastoji se
od linearnih molekula u rasponu duljina od priblizno 75 do 150 kilobaza, a prisutne su i male
koli¢ine kruzne DNK. Kod S. cerevisiae, njegova mitohondrijska DNA kodira osam proteina
od kojih je sedam podjedinica lanca prijenosa elektrona i oksidativne fosforilacije, a jedna je
ribosomski protein male podjedinice. Sastoji se 1 od tri aktivna ishodista replikacije, a to su
ori2, ori3 i ori5, ali i od pet elemenata slicnih ishodistu replikacije. Prema Fouryju i
suradnicima, osim navedenog, mitohondrijska DNA kvasca sadrzi 1 gene za kompletan skup

tRNA potrebnih za mitohondrijsku translaciju te 15S 1 21S rRNA (12).

1.4.  Proteom mitohondrija

Preduvjet za potpuno razumijevanje funkcije organela kao i mehanizama koji leZze u osnovi
mitohondrijske patologije je upravo definiranje mitohondrijskog proteoma. Osnovne funkcije
mitohondrija osim oksidativne fosforilacije su oksidacija masnih kiselina i metabolizam

aminokiselina (13).

Kako bi se unaprijedila analiza mitohondrija vazno je identificirati cjeloviti mitohondrijski
proteom. Napredak u masenim spektroskopskim metodama u posljednjem desetlje¢u omogucio
je poboljsanu karakterizaciju mitohondrijskog proteoma. U bazi podataka genoma roda
Saccharomyces ukupan broj mitohondrijskih gena je 1205, §to je ustanovljeno u rujnu 2017.
godine. Zanimljiva €injenica je da je samo 15% mitohondrijskih proteina uklju¢eno u energetski
metabolizam, dok je oko 20% proteina jo$ uvijek nepoznate funkcije. Mitohondriji posjeduju
kompletan genetski stroj koji je odgovoran za transkripciju i translaciju mitohondrijskog

genoma (12).
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2. Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada bio je analizirati proteom mitohondrija kvasca Saccharomyces cerevisae W303
LC/MS metodom. Kako bi se to postiglo bilo je vazno izolirati Sto ¢iS¢u frakciju mitohondrija
iz stanica kvasca te ekstrahirati §to viSe proteina iz te frakcije. Identificirani proteini

mitohondrija su sistematizirani, utvrdena im je uloga te istrazena vaznost u funkcioniranju

stanice kvasca.
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3. Materijali 1 metode

3.1. Materijali

3.1.1. Radni mikroorganizam
U ovom istrazivanju koristen je soj W303 kvasca Saccharomyces cerevisiae (auksotrofni
mutant MATa {his3-11,15 leu 2-3, 112 ura3-1 trpl-1, ade2-1}). Kao histidinski autotrofni
mutant jako je osjetljiv na prisutstvo metalnih iona u podlozi — moze rasti na podlogama s
metalnim ionima, ali za svaki metal do odredenih koncentracija i uz odredenu pH-vrijednost.

(14). Stoga je za ovo istrazivanje odreden pH 5.5 kao optimalan.

3.1.2. Uredaji, laboratorijski pribor, kemikalije
Stakleno posude (tikvice od 250 mL, 500 mL, 1000 mL; ¢ase, epruvete)

Automatske pipete razli¢itih volumena, Eppendorf, Njemacka
pH-metar MP 220, Mettler Toledo, EU

Tehnicka vaga PCB 1000-2, Kern-Sohn, Njemacka
Magnetska mijeSalica MR Hei Standard, Heidolph, Njemacka
Autoklav za sterilizaciju, CertoClav, Austrija

Tresilica Unimax 1000, Heidolph, Njemacka

Vorteks, Technokartell TK3S, Australija

Koncentrirana otopina klorovodi¢ne kiseline (HCI), Merck
Glukoza, Biolife, Italija

Pepton, Liofilchem, Italija

Kvascev ekstrakt, Biolife, Italija

LIVE/DEAD Yeast Viability Kit, Thermo-Scientific™, SAD
LUNA-FL™ Dual fluorescence cell counter, Logos Biosystems, Juzna Koreja
Yeast Viability Kit, Logos Biosystems, Juzna Koreja

Opticki ¢ita¢ mikrotitarskih plocica, Tecan EL808, Austrija

12



Kit za odredivanje proteina Pierce™ Rapid Gold BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific™,
SAD

3.2. Metode

3.2.1. Priprema hranjive podloge
Hranjiva podloga za uzgoj kvasca je potpuna podloga (YPD) koja se sastoji se od peptonske
vode (YPD), glukoze (YPD) i kvascevog ekstrakta (YPD). Na 1 1vode doda se 20 g peptonske
vode, 20 g glukoze i 10 g kvaS€evog ekstrakta. Sastojci se izvazu, nakon ¢ega im se doda
odredena koli¢ina destilirane vode, te mijeSa na magnetskoj mijesalici dok otopina ne postane
bistra. Potrebno je namjestiti pH na 5,5 (s koncentriranom HCl) kako bi se pripremila optimalna

podloga za rast kvasca (15).

3.2.2. Uzgoj kvasca
Pomocu sterilne bakterijske uSice prenese se dio biomase kvasce s krute hranjive podloge u
epruvetu s 10 mL YPD hranjive podloge. Nakon laganog mijeSanja, koje sluzi da se biomasa
rasprsi po hranjivom mediju, uzgoj se nastavlja na tresilici (Unimax 1000; 200 rpm) kroz 24 h

na temperaturi od 30 °C. Porast kvasca odaje se zamucenjem podloge.
3.2.3. Odredivanje broja stanica kvasca

3.2.3.1. Odredivanje opticke gustoce stanica kvasca
Odredivanje opticke gustoce kvasca (OD) spektrofotometrijska je metoda kojom se odreduje
priblizan broj stanica u kulturi pri valnoj duljini od 620 nm koriste¢i opticki ¢ita¢ (Tecan).
Optimalno je ocitanje kad je ocCitana vrijednost <1. Da bi ocitanje stanica bilo manje od 1,0

kulture stanica je potrebno razrijediti podlogom ili destiliranom vodom.

3.2.3.2. Brojanje stanica na LUNA-FLTM Dual fluorescence cell counter
LUNA-FL™ fluorescence cell counter aparat je pomo¢u kojeg se prebrojavaju stanice kvasca.
Uredaj za brojanje stanica zasnovan na slikama, sadrzi svijetlo polje 1 dvostruku fluorescentnu

optiku koji automatski prebrojava razlicite vrste stanica (16).

Kako bi se §to to¢nije ocitala vrijednost na optickom Ccitacu, uzorke je najées¢e potrebno
razrijediti. U Eppendorf tubicu se ispipetira 900 pl vode 1 100 pl suspenzije kvasca, kako bi se
uzorak razrijedio 10x. Sadrzaj se promijesa te se iz tubice ispipetira po 13 pl 1 nanosi na

komoricu za ocitanje broja stanica.

13



Dio aparata LUNA-FL™ ¢ini dvostrana komorica, koja ima 2 jaZice i za svako se mjerenje

koristi nova jazica. Preporuca se koristiti 13 pl suspenzije kvasca za svako ocitanje.

Mjeri se svjetlosnom metodom, kvaliteta brojanja provjeri s ,,tagiranjem* tj. provjerom koliko
je stanica aparat prebrojio, odnosno zaokruzio kao prebrojane. Uredaj moze pokazati joS neke
podatke, kao na primjer, prosje¢nu veli¢inu stanica, te kakav je rast tih stanica kvasca (rastu li

samostalno ili u nakupinama).

Slika 1. LUNA-FLTM Dual fluorescence cell counter.

https://www.vitascientific.com/luna-automated-fluorescence-cell-counter-luna-f1-120001 .html

Bright Field
llumination

o V0
‘

Filter Wheel

!
Dichroic Mirror
@ e
llumination

Two-color fluorescence optics enable advanced cell counting
Slika 2. Shematski prikaz funkcioniranja dvobojne fluorescentne mikroskopske optike koja
doprinosi izvrsnoj tocnosti brojanja stanica.

https://www.vitascientific.com/luna-automated-fluorescence-cell-counter-luna-f1-120001 .html

Uredaj smo koristili za namjestanje pocetne vrijednosti stanica te za kontrolu poraslih stanica.
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3.2.4. Izolacija mitohondrija
Izolacija mitohondrija provodi se po protokolu proizvodaca (Abcam). Ukratko, potrebno je
uzgojiti kvasac, centrifugirati biomasu, skupljeni talog resuspendirati u odgovaraju¢em puferu
te iz takvih stanica pripremiti sferoplaste (stanice bez stani¢ne stijenke). Mitohondriji se

izoliraju upravo iz sferoplasta (17).

Komponente kupovnog kita za izolaciju mitohondrija:

STAVKA KOLICINA
Pufer A 50 ml
Pufer B 50ml
IM DTT 1 ml
Homogenizacijski pufer 50 ml
Mjesavina enzima za lizu 200 pl
Pufer za pohranu 10 ml
Koktel inhibitora proteaza (liofiliziran) 1 bocica

Komplet je potrebno ¢uvati na -20 °C i zastititi ga od svjetlosti te treba izbjegavati ponavljane

cikluse odmrzavanja/zamrzavanja.
Postupak izolacije mitohondrija:

Stanice kvasca uzgajaju se u odgovaraju¢em mediju (YPD) preko no¢i na 30 °C, na tresilici pri
200 rpm. Kada su stanice u kasnoj log fazi odreduje se OD kulture na 600 nm. Dobiveni OD
mnozi se s ukupnim volumenom kulture u mililitrima kako bi se izra¢unao ukupni OD. Koli¢ina
reagensa prilagodava se ukupnom OD-u. Nakon uzgoja kultura kvasca se centrifugira na 3000
rpm tijekom pet minuta i baca se supernatant. Stani¢ni talog se ispire resuspendiranjem u dva
volumena ultraciste vode. Nakon toga, talog se resuspendira u 1 ml pufera A koji sadrzi 10
mM svjezeg DTT-a i inkubira se deset minuta na 30 °C uz lagano muckanje. Onda se
centrifugira na 1500g tijekom pet minuta i baca se supernatant. Dobiveni se talog resuspendira
u 1 ml pufera B koji sadrzi i mjeSavinu enzima za lizu stani¢ne stijenke 1 inkubira oko 1 h na
30 °C. Povremeno se kontrolira stvaranje sferoplasta, pracenjem izbistravanja otopine. Nakon
ucinkovitog formiranja, sferoplasti se centrifugiraju na 1500 g pet minuta i baca se supernatant.
Od ovog koraka pa nadalje, epruvete za centrifugiranje, kao i1 sav pribor, drze se na ledu.

Dobiveni pelet resuspendira se u 1 ml pufera za homogenizaciju s koktelom inhibitora proteaze.
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Suspenzija se prebaci u Dounce-ov homogeniazator te homogenizira 10-15 puta, a zatim se
centrifugira na 600 g pet minuta na 4 °C i sakupi se supernatant koji sadrzi mitohondrije.
Ponovno se centrifugira supernatant na 600 g tijekom pet minuta na 4 °C i sakupi se supernatant.
Postupak se ponovi jos jednom. Skupljeni se supernatant centrifugira na 12000 g deset minuta
na 4 °C te se pazljivo baci supernatant bez dodirivanja peleta. Talog se resuspendira u 50 pl
pufera za pohranu. U toj se otopini odreduje koncentracija proteina i prilagodi na zeljenu

koncentraciju pomoc¢u pufera za pohranu (17).

Uvjeti skladiStenja izoliranih mitohondrija razlikovat ¢e se ovisno o primjeni za koji ¢e se uzorci

koristiti.

Mitohondriji se resuspendiraju u puferu za pohranu i brzo zamrznu u teku¢em dusSiku te se
nakon toga ¢uvaju na -80 °C, a dio se pohranjuje u pufer za lizu s deterdzentom ili SDS page

bojom za neke druge analize (17).

3.2.5. Izolacija proteina iz mitohondrijske frakcije
Na dobiveni talog izoliranog mitohondrija dodaje se 2 mL acetona, kako bi se ekstrahirali
proteini. Ekstrakcija proteina odvija se preko no¢i na hladnom. Nakon toga, uzorak se
centrifugira 3000 o/min, na 0 °C, a dobiveni talog otopi u 25 pL otopine sastavljene od SM uree

u 50 mM amonijevom bikarbonatu. Takav je uzorak spreman za LC/MS analizu.

3.2.6. Mjerenje koncentracije proteina
Koncentracija proteina frakcije mitohondrija odredena je Rapid gold testom, prema protokolu

proizvodaca.

To je kolorimetrijska metoda koja se temelji na promjeni boje Bradfordovog reagensa (zapravo
Commuassie Brilliant Blue G-250 boje) koja u kiselim uvjetima veze proteine te mijenja boju iz
smede u plavu. Prije svakog odredivanja koncentracije proteina, potrebno je pripremiti
bazdarnu krivulju pomocu serije razrjedenja standarda proteina (najceSce je to BSA (engl.
bovine serum albumin). Serija razrjedenja standarda proteina priprema se u rasponu
koncentracija od 50 do 1000 pg/mL. Nakon mjerenja, koriStenjem Excell programa izradena

je bazdarna krivulja i izracunata koncentracija proteina u uzorcima.
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A ¢ (ng/ml) BSA
Spectroflex
0 0
0,039 50 13% y = 2237,7x” + 1436,9x - 0,6886
’ 300 R?=0,9957 23
0,0567 100 200 o
600
0,121 200 o /M/
0,216 400 :gg 5
0,2412 500 200 =
100
0,3262 700 0 .
0,3705 800 AN 01 0.2 0,3 0,4
03782 200 ¢ Skupl Poli. (Skup1)

Slika 3. Bazdarna krivulja izradena na temelju serije razrjedenja standarda, koriStena za izratun

koncentracije proteina.

3.2.7. Analiza 1 identifikacija proteina mitohondrija LC/MS metodom
Uzorci su analizirani na Institutu ,,Ruder Boskovi¢* u Zagrebu na spektrometru masa visoke
rezolucije ESI-Q-TOF Synapt G2-Si (Waters, Milford, MA, SAD) koji je vezan s tekuc¢inskim
kromatografom nanoACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, SAD). Instrumentalni parametri
podeseni su koriStenjem software-a MassLynx verzije 4.1. SCN902 (Waters, Milford, MA,
SAD). Peptidi su radvojeni na analitickoj koloni nanoAcquity UPLC 1,7 um BEH130 C18, 100
pm x 100 mm (Waters, Milford, MA, SAD) uz koriStenje pretkolone UPLC 2G-V/M Trap 5
pm Symmetry C18, 180 um x 20 mm (Waters, Milford, MA, SAD). Injektirano je 1 pL uzorka.
Ispiranje primijenjeno za optimalno razdvajanje triptickih peptida kromatografijom obrnutih
faza bilo je gradijentno. Ionizacija elektrorasprSenjem (ESI) je bila pozitivna, pri ¢emu je napon
kapilare iznosio 4,3 kV, a elektrode u obliku stoSca u koju ulazi ionizirani uzorak 40 V.
Temperatura izvora bila je 80 °C. Tlak dusSika iznosio je 1,4 bara. Spektri peptidnih uzoraka su
prikupljani pri niskoj i visokoj energiji MSE pristupom. U uvjetima niske energije, podaci su
prikupljani kod konstantne kolizijske energije od 4 eV, dok je u uvjetima visoke energije
kolizijska energija linearno podizana od 20 do 45 eV. Podaci su prikupljani svake sekunde u
podru¢ju masa 50 — 3200 Da. Tijekom analize uzoraka koriSten je stalni protok leucin-
enkefalina (1 ng/uL, protok 0,4 pL/min, [M+H]+ = 556,2771 Da) s ciljem korigiranja to¢nosti

masa.
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3.2.8. Utvrdivanje interakcija medu proteinima pomocu baze String
Kako bi se utvrdila povezanost te medudjelovanje identificiranih proteina koriStena je mrezna
bioloska baza podataka String (engl. Search Tool for the Retrieval of Interacting

Genes/Proteins).

Znacajna odrednica za sistemsko razumijevanje stani¢nih procesa je upravo poznavanje i
shvacanje interakcija medu proteinima. Ova baza daje podatke o strukturnim, funkcionalnim i
evolucijskim svojstvima proteina. Povezanost Stringa sa brojnim bazama podataka ima svoje
prednosti, a sinergije medu proteinima uocljive su na nivou dokaznosti, pouzdanosti i

molekulskog medudjelovanja.

LC-MS metodom identificiraju se proteini. Pomocu Stringa, svaki od njih se sistematizira na
temelju obavljanja odredene funkcije u organizmu. Kada se pristupi ovoj bazi podataka, u
trazilici se odabere da se ubaci vise proteina, odnosno npr. proteini metabolizma u organizmu
Saccharomyces cerevisiae te se pretrazuje. String tada izbaci jednu shemu gdje se prikazuje
povezanost tih proteina, opis pojedinog, dok boja linije izmedu proteina oznacuje nacin kako
proteini djeluju jedan na drugoga, bilo da je u pitanju aktivacija, inhibicija ili pak kataliza.
Izmedu ostalog, String pruza odabir modelnog organizma ¢ija se proteinska sinergija analizira

¢ime pridonosi suvislosti 1 vjerodostojnosti dobivenih podataka.
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4. Rezultati

4.1.0dredivanje broja stanica

Stanice kvasca:

Pocetak uzgoja:

Kraj uzgoja:

Ukupna koncentracija 1,09 x 10° stanica/mL 1,24 x 107 stanica/mL
Prosjecna velicina 11,5 um 7,0 um

Ukupan broj 507 5747

Pojedinaéne 96,5% 91,4%

Dvostruke 3,0% 5,5%

Trostruke 0,2% 2,3%

Cetverostruke 0,2% 0,7%

Peterostruke / 0,2%

Slika 4. Stanice kvasca vidljive na aparatu LUNA na pocetku uzgoja.
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Slika 5. Stanice kvasca na kraju uzgoja uocljive na aparatu LUNA.

0% (2, 0,0%
tool 2000 Bool 4col Gool Goel Teool T-cel

Slika 6. Zastupljenost stanica kvasca koje rastu pojedinacno, kao dvostruke trostruke te kao

Cetverostruke stanice na pocetku uzgoja.
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Slika 7. Zastupljenost stanica kvasca koje rastu pojedinacno, kao dvostruke, trostruke,

Cetverostruke, te peterostruke.

4.2. Mjerenje opticke gustoce stanica

Na Tecan aparatu izmerena je ODe2o za kulturu kvasca nakon zavrSenog rasta. Dobiveni
podatak potrebno je pomoziti s ukupnom koli¢inom uzgojenog kvasca, u ovom slucaju 10 (jer

je ukupni volumen iznosio 10 mL).

UZORAK1 UZORAK?2

ODs20 ‘ 1,050 1,059

ODs20 X10 ‘ 10,50 10,59

4.3. Odredivanje koncentracije proteina u izolatu mitohondrija

uzorak 1 uzorak 2
A 0,178 0,184
¢ (ng/nL) 1,299 1,358
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4.4. Identifikacija 1 karakterizacija proteina mitohondrija

U ovom istrazivanju LC/MS metodom identificirano je 71 proteina. U tablicama su isti

prikazani te grupirani prema funkcijama koje imaju u organizmu.

Tablica 1. Identificirani proteini koji sudjeluju u procesima biogeneze i prometa proteina.

BIOGENEZA 1 PROMET PROTEINA

Proteini;

Naziv:

HSP26_YEAST

Mali protein toplinskog Soka

HSP60_YEAST

Protein toplinskog Soka 60

HSP77_YEAST

Protein toplinskog Soka

CH10_YEAST

10 kDa protein toplinskog Soka

PDI_YEAST

Protein disulfid izomeraza

HSC82_YEAST

ATP-ovisan molekularni Saperon

Tablica 2. Identificirani proteini koji sudjeluju u procesima ekspresije mitohondrijskih gena

(DNA, mRNA te tRNA vezani procesi).

EKSPRESIJA MITOHONDRIJSKIH GENA
Proteini: Naziv:
PIL1_YEAST Sfingolipid dugolancani protein
EF1A_YEAST Faktor translacijske elongacije EF-1 alfa
MMF1_YEAST Mitohondrijski protein
RS2 _YEAST Proteinska komponenta male (40S)
podjedinice

RIM1_YEAST ssDNA-vezujuéi protein
RS31_YEAST Fuzijski protein
HSP26_YEAST Mali protein toplinskog Soka
ILV3 YEAST Dihidroksi-kisela dehidrataza
EFTU_YEAST Mitohondrijski faktor elongacije translacije
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MRM2_YEAST

Mitohonondrijska 2" O-riboza-

metiltransferaza

POR1_YEAST

Mitohondrijski porin

ATP14_YEAST

Podjedinica h 50 sektora mitohondrijske
F1FO ATP sintaze

PMA1_YEAST Plazma membrana P2-tip H+-ATPaze

FHP_YEAST Flavoprotein; dusSikov oksid-
oksidoreduktaza

ILVS_YEAST Keto-kisela reduktoizomeraza

Tablica 3. Identificirani proteini koji imaju odredene funkcije u respiratornome lancu.

PROTEINI RESPIRATORNOG LANCA

Proteini:

Naziv:

COX12_YEAST

Podjedinica VIb citokrom c-oksidaze

CY1_YEAST Ubikinol-citokrom-c-reduktaza kataliticka
podjedinica cytl

NDI1_YEAST NADH- ubikinon oksidoreduktaza
neosjetljiva na rotenon

SDHA YEAST Flavoproteinska podjedinica sukcinat-

dehidrogenaze

Tablica 4. Identificirani proteini koji sudjeluju u procesima metabolizma, kao na primjer,

metabolizmu, lipida, aminokiselina, nukleotida.

METABOLIZAM
Proteini: Naziv:
PDC1_YEAST Piruvat-dekarboksilaza izoenzim 1
PGK_YEAST 3-fosfoglicerat-kinaza
ENO2_YEAST Enolaza 2, fosfopiruvat-hidrataza
ENO1_YEAST Enolaza 1, fosfopiruvat-hidrataza
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G3P2_YEAST

Gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza

izoenzim 2

ALDH4_YEAST

Mitohondrijska aldehid-dehidrogenaza

G3P3_YEAST Gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza
izoenzim 3

PMG1_YEAST Tetramerna fosfoglicerat-mutaza

G3P1_YEAST Gliceraldehid-3-fosfat-dehidrogenaza
izoenzim 1

ALF_YEAST Fruktoza 1,6-bisfosfat-aldolaza

ADH1_YEAST Alkohol-dehidrogenaza

ILVB_YEAST Acetolaktat sintaza kataliticka podjedinica

TPIS _YEAST Triozafosfat-izomeraza

SCS2_YEAST Integralni ER membranski protein

CYC1_YEAST Citokrom c, izoforma 1

QCR7_YEAST Podjedinica 7 ubikinol citokrom-c-reduktaze

COX4 YEAST Podjedinica IV citokrom c-oksidaze

HSP60 YEAST Protein toplinskog Soka 60

CYB2_YEAST Citokrom b2

QCR2_YEAST Podjedinica 2 ubikinol citokrom-c-reduktaze

SDHA_YEAST Flavoproteinska podjedinica sukcinat-

dehidrogenaze

HSP12_YEAST

12 kDa protein toplinskog Soka

ATPB_YEAST

Beta podjedinica F1 sektora mitohondrijske

F1FO ATP-sintaze

ATP14_YEAST

Podjedinica h FO sektora mitohondrijske
F1F0 ATP-sintaze

ODPA_YEAST E1 alfa podjedinica kompleksa piruvat-
dehidrogenaze
IDH1_YEAST Podjedinica mitohondrijske NAD(+) ovisne

izocitrat-dehidrogenaze

MAOM_YEAST

Malat-dehidrogenaza

HXKA_YEAST

Heksokinaza izoenzim 1

ACON_YEAST

Aconitat-hidrataza
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QCR1_YEAST Citokrom b-c1 kompleksna podjedinica 1

SUCA_YEAST Sukcinat-CoA-ligaza

QCRS8_YEAST Podjedinica 8 ubikinol citokrom-c reduktaze

FUMH_YEAST Fumarat-hidrataza

ODPB_YEAST Podjedinica beta komponente piruvat-
dehidrogenaze E1

MPCP_YEAST Mitohondrijski fosfatni transporter

MDHM_YEAST Mitohondrijska malat-dehidrogenaza

ATPA_YEAST Alfa podjedinica F1 sektora mitohondrijske
F1F0 ATP-sintaze

ACH1_YEAST Acetil-CoA hidrolaza

COX6_YEAST Podjedinica VI citokrom c-oksidaze

ODO1_YEAST 2-oksoglutarat-dehidrogenaza

PRX1_YEAST Mitohondrijski peroksiredoksin s aktivno$éu
tioredoksin-peroksidaze

BCA1 _YEAST Mitohondrijska aminotransferaza
razgranatog lanca

MCR1_YEAST Mitohondrijska NADH-citokrom b5

reduktaza

CISY1_YEAST

Citrat-sintaza

KPYK1_YEAST

Piruvat-kinaza

ADT2_YEAST

Mitohondrijski adenin nukleotid translokator

Tablica 5. Proteini koji nisu svrstani i sudjeluju u nekim drugim procesima.

OSTALI PROCESI
Proteini: Naziv:
SOD2 YEAST Mitohondrijska mangan superoksid-
dismutaza
LSP1_YEAST Sfingolipid dugolancani protein
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Tablica 6. Identificirani proteini ¢ije je funkcija nepoznata.

PROTEINI NEPOZNATE FUNKCIJE

OM45_YEAST Protein mitohondrijske vanjske membrane

BROJ PROTEINA:

m BIOGENEZA I PROMET PROTEINA

= EKSPRESIJA MITOHONDRIJSKIH
GENA

= RESPIRATORNI LANAC

“METABOLIZAM

E OSTALI PROCESI

uNEPOZNATO

Slika 8. Udio identificiranih proteina prema skupinama (proteini koji sudjeluju u procesima
biogeneze i1 prometa proteina, ekspresiji mitohondrijskih gena, respiratornome lancu,

metabolizmu, u nekim drugim procesima i proteini nepoznate funkcije).
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PODIJELA PROTEINA U METABOLIZMU

E |. GLIKOLIZA I
GLUKONEOGENEZA

m2. KREBSOV CIKLUS

= 3. TRANSPORTNI LANAC
ELEKTRONA

= 4. OSTALI:

[ -

Slika 9. Podjela proteina prema ulozi u metabolizmu (u procesima glikolize i glukoneogeneze,

Krebsovom ciklusu te transportnom lancu elektrona).

Slika 10. Proteini koji sudjeluju u procesima glikolize i glukoneogeneze, te njihova povezanost

(18).
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Slika 12. Proteini koji sudjeluju u transportnom lancu elektrona te njihova povezanost (18).
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5. Rasprava

Na pocetku uzgoja kvasca ukupna koncentracija stanica iznosila je 1,09 x 10° stanica/mL, dok
se je na kraju uzgoja poveéala i iznosi 1,24 x 107 stanica/mL, §to zna¢i da se ukupan broj stanica
povecao vise od 11 puta. S druge strane, prosjecna veli¢ina stanice je u pocetku iznosila 11,5
mikrometara, a na kraju 7,0 mikrometara, $to je manje u odnosu na pocetak. To se pripisuje
ubrzanoj diobi stanica u povoljnim uvjetima za rast. U radu Canadi Juresié i sur. (20) pokazali
su da se koncentracija stanica tog istog kvasca u optimalnim uvjetima povecava nekoliko
desetaka puta. Rast je bitno smanjen ukoliko se u podlogu u prekomjernoj koli¢ini dodaju
primjerice ioni metala (Fe**, Pb*") §to rezultira manjom koncentracijom stanica na kraju rasta
(20). Na mikroskopskim slikama prikazanima slikama 6. 1 7. moze se vidjeti da stanice tokom
rasta, osim veli¢ine mijenjaju 1 nacin svog rasta. Na pocetku rasta 96,5% stanica kvasca rastu
pojedinacno, dok ih je nakon zavrSenog uzgoja 91,4%. S povecanjem broja stanica u podlozi,
stanice imaju tendenciju stvaranja nakupina, $to se vidi 1 iz dobivenih rezultata: ima 5,5% onih
koje rastu kao dvostruke, 2,3% rastu kao trostruke, 0,7% kao Cetverostruke pa ¢ak i peterostruke

(oko 0,2%).

Brzim (Rapid Gold BCA) testom odredena je koli¢ina proteina u izolatu mitohondrija. Iznosila

je 1,3 pg/uL, sto je bilo dovoljno za planiranu LC/MS analizu.
U ovome istrazivanju LC/MS metodom identificirano je 71 proteina.

Morgenstern 1 sur. (2017.) razvili su integrativni eksperimentalni pristup za definiranje
proteoma mitohondrija kvasca i klasificirali viSe od 3300 proteina mitohondrija i frakcija
povezanih s mitohondrijima te su definirali 901 mitohondrijski protein visoke pouzdanosti.
(19). U svojoj su analizi proteoma mitohondrija imali najviSe proteina koji pripadaju procesima
metabolizma, a zatim onih koji sudjeluju u procesima ekspresije mitohondrijskih gena. Nakon
njih slijede oni nepoznate funkcije, a onda 1 proteini koji imaju svoju ulogu u respiratornome

lancu i1 naposljetku, proteini koji svoju ulogu obavljaju u biogenezi i prometu proteina (19).

lako je rad Morgensterna 1 sur. opS$irniji 1 detaljniji, 1 rezultati ovog rada pokazali su da su
najzastupljeniji proteini koji sudjeluju u procesima metabolizma 1 na njih otpada 61%, a zatim,
20% otpada na proteine procesa ekspresije mitohondrijskih gena (Slika 8). 8% otpada na
proteine koji sudjeluju u procesima biogeneze i prometa proteina, 3% proteina ima nepoznatu
ulogu, dok je svega 5% onih koji pripadaju respiratornome lancu, $to se razlikuje od
Morgensternove podjele. Samo je 3% proteina koji imaju funkcije u nekim drugima procesima.

Razlika medu rezultatima je ocekivana, posto je u ovom istrazivanju identificirano 71 proteina,
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dok je u radu Morgensterna 1 sur. identificirano sveukupno 901 proteina §to je puno vise, pa je

stoga razumljivo da rezultati odskacu.

Na slici 9 prikazana je podjela identificiranih proteina prema njihovoj ukljuc¢enosti u razlicite
metabolicke procese. Prema Malina i sur. (12), mitohondriji se smatraju stani¢nim elektranama
zbog njihove najvaznije uloge u procesu stvaranja energije u obliku ATP-a, putem ciklusa
limunske kiseline 1 oksidativne fosforilacije. No, oni su ukljueni i u metabolizam
aminokiselina 1 lipida, sintezu Zeljezo-sumpor proteina i hema te odrzavanje stani¢nog redoks
statusa. U ovom je radu utvrdeno da 28% identificiranih proteina pripada procesima glikolize 1
glukoneogeneze, 17% otpada na proteine transportnog lanca elektrona, a 18% sudjeluju i1
obavljaju svoju ulogu u ciklusu limunske kiseline, dok veéina, (37%) pripada ostalim procesima

u metabolizmu.

U Morgensternovoj podjeli po metabolizmu takoder su najzastupljeniji oni proteini koji

sudjeluju u energetskom metabolizmu (19).

Najbrojniji proteini energetskog metabolizma su oni koji obavljaju svoje funkcije u procesima
glikolize 1 glukoneogeneze. Slika 10 prikazuje proteine ovih procesa te njihovu medusobnu
povezanost. Mreznih ¢vorova, odnosno predstavnika proteina, identificirano je 12. Svaki ¢vor
predstavlja sve proteine koje proizvodi jedan lokus gena koji kodira protein. Interakcije protein-
protein predocene su linijama, a njih je 66, $to znaci da ti proteini doprinose zajednickoj
funkciji, no to ne znaci nuzno da su fizicki vezani. Nadalje, na slici 11 prikazani su proteini
koji sudjeluju u ciklusu limunske kiseline. Prikazano je 7 ¢vorova, to jest proteinai 21 povezna
linijja. Slika 12 opisuje prikaz proteina transportnoga lanca elektrona. Identificirano je 8

¢vorova, znaci 8 razlicitih proteina i 28 rubova.

Identificirani proteini vezani uz procese glikolize/glukoneogeneze smatraju se citosolnim
proteinima (prikazani slikom 10), dok su svi ostali proteini identificirani u mitohondrijskoj
frakciji - proteini transportnog lanca elektrona i Krebsovog ciklusa (prikazani slikama 111 12)
1 vecina proteina razvrstanih pod ostalo, ustvari mitohondrijski proteini. Ostali proteini, koji
¢ine > 37% identificiranih proteina dio su metabolizma reaktivnih kisikovih vrsta (SOD2) ili
mitohondrija lipida (LSP1), ili su pak gradivni mitohondrijski lipidi (poput porina, podjedinica
Fo ili F1 1 sli¢no). Prisustvo glikolitickih/glukoneogenetskih proteina u mitohondrijskoj frakeiji
nije neoc¢ekivano. Prema Malina i sur. mitohondriji su ukljuceni u brojne i razli¢ite metabolicke
procese koji zahtjevaju konstantnu ,,razmjenu® metabolita izmedu mitohondrijskog matriksa 1

citosola (12).
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6. Zakljucak

Na kraju ovog rada moze se zakljuciti:

1.

Sukladno povecanju koncentracije stanica kvasca na kraju uzgoja, dogodila se promjena
u veli¢ini, obliku i na¢inu rasta stanica kvasca.

Iz uzgojenih stanica izolirani su mitohondriji, a iz njih proteini u dovoljnoj koli¢ini za
LC/MS analizu.

Analiza proteoma mitohondrija dokazala je da su vecina identificiranih proteina
metabolicki proteini. Osim njih, identificirani su proteini uklju¢eni u ekspresiju
mitohondrijskih gena, proteini koji sudjeluju u biogenezi i prometu proteina i
naposljetku proteina koji svoju funkciju obavljaju u respiratornome lancu.

Kada se sagleda podjela proteina unutar metabolizma, uz proteine koji pripadaju
procesima glikolize i glukoneogeneze, identificirani su i proteini transportnog lanca

elektrona te Krebsovog ciklusa.
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