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in delecijskih sevih BY4741 tum1∆ ter BY4741 uba4∆. 59 

Sl. 27: Vsebnost ERG, TAG in SE, določena z metodo TLC, v divjem tipu BY4741 (WT) 
in delecijskih sevih BY4741 tum1∆ ter BY4741 uba4∆ ob prekomernem izražanju treh 
specifičnih vrst tRNA. 60 

Sl. 28: Predpostavljen mehanizem delovanja proteina Tum1. 68 
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1 UVOD 

Kvasovka Saccharomyces cerevisiae je zaradi dobro ohranjenih mehanizmov, podobnih 
drugim evkariontom, zaradi dostopnosti delecijskih mutant, ki odražajo spremembe v 
metabolnih poteh lipidov, in zaradi relativno enostavnega rokovanja postala zanesljiv 
modelni organizem za raziskave na področju biokemije, molekularne biologije in celične 
biologije lipidov (Winzeler in sod., 1999; Klug in sod., 2014; Daum in sod., 2014). 
Prednosti, ki jih ima kvasovka S. cerevisiae kot modelni organizem, so pripeljale do 
eksperimentov, s katerimi poskušamo z nadomeščanjem kvasnih genov s sesalskimi 
ortologi raziskati njihovo funkcijo. Biosinteza in shranjevanje nepolarnih lipidov, kot so 
triacilgliceroli in sterolni estri, sta zaradi napak v procesih, ki se pri človeku kažejo kot 
bolezni, v zadnjih desetletjih predmet vedno večih raziskav (Koch in sod., 2014). Lipidi 
kvasovke so pomembni tudi z vidika biotehnologije in sicer za produkcijo industrijsko in 
farmacevtsko pomembnih lipidnih molekul (Uemura, 2012). 

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 

Naša raziskovalna skupina se ukvarja z raziskovanjem nepoznanih produktov genov, ki 
sodelujejo pri metabolizmu lipidov. V magistski nalogi smo raziskali kvasni TUM1, gen, 
katerega sesalski homolog TST je bil opisan kot soudeležen pri metabolizmu lipidov 
(Horvat, neobjavljeno). O proteinu Tum1 ne vemo veliko. Njegova do danes edina znana 
biološka vloga, sodelovanje pri tiolaciji ohlapnega uridina molekule tRNA, se ne dotika 
metabolizma lipidov (Noma in sod., 2009; Leidel in sod., 2009). Priprava delecijskih sevov 
in vstavljanje specifičnih genskih zapisov brez lastnih promotorjev pod uravnavo različno 
aktivnih promotorjev, tako v genom kvasovke kot tudi na plazmidne DNA, nam skupaj z 
drugimi molekularnimi tehnikami danes omogoča raziskovanje vpletenosti genov oziroma 
proteinov v metabolizmu lipidov in odkrivanje mehanizmov njihovega delovanja. Slednje 
tehnike smo uporabili za preučitev produkta gena TUM1. 

1.2 NAMEN DELA 

− Ugotoviti, ali ima protein kvasovke Tum1 vpliv na metabolizem lipidov. 
− Primerjati vpliv sinteze rekombinantenga proteina Tst oziroma proteina Tum1 na 

metabolizem lipidov kvasovke. 
− Raziskati povezavo med specifično modifikacijo (tiolacijo) tRNA molekul in 

uravnavanjem lipidnega metabolizma pri evkariontih, na primeru kvasovke in 
proteina Tum1. 

1.3 DELOVNE HIPOTEZE  

I. Protein Tum1 vpliva na vsebnost lipidov kvasovke S. cerevisiae. 
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II. Sesalski TST in TUM1 kvasovke sta homologna gena, katerih produkta imata 
ohranjeno funkcijo. 

III. Protein Tum1 s tiolacijo tRNA vpliva na lipidni metabolizem kvasovke. 
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2 PREGLED OBJAV 

2.1 KVASOVKA Saccharomyces cerevisiae KOT MODELNI ORGANIZEM 

Kvasovko S. cerevisiae uporabljamo pri izdelavi kruha, vina in piva že od antične dobe 
(Botstein in sod., 1997). V zadnjih desetletjih pa je postala pomemben modelni organizem 
za raziskovanje osnovnih celičnih procesov kot so podvajanje DNA, celična delitev, 
zvijanje proteinov, metabolizem in znotrajcelični transport. Ti celični procesi so pri 
kvasovkah evolucijsko relativno dobro ohranjeni in tako podobni pri kvasovkah in pri 
višjih evkariontih, vključno s sesalci (Fields in Johnston, 2005). Zato je lahko znanje o 
ohranjenih celičnih mehanizmih, kot sta uravnavanje celičnega cikla in staranje celice, po 
tem, ko je pojasnjeno na kvasovki, neposredno uporabljeno na nivoju sesalskega sistema. 
Rezultati raziskav kvasovke tako igrajo pomembno vlogo pri razumevanju kompleksnih 
procesov in tudi bolezni človeka (Hartwell, 2002; Nurse, 2002; Blackburn, 2010; Szostak, 
2010). 

Lastnosti, ki kvasovko S. cerevisiae naredijo dober modelni organizem za biološke 
raziskave, so naslednje: 

1. Kvasovka S. cerevisiae je enoceličen mikroorganizem. Gojenje in vzdrževanje 
kvasne kulture je preprosto in hitro. Poteka na trdnih ali v tekočih medijih, ki so 
cenovno ugodni in omogočajo izvajanje kontroliranih eksperimentov pri različnih 
pogojih. Ob optimalnih pogojih traja celični cikel 90 minut. 

2. Kvasovka lahko raste in se deli kot haploid ali diploid. Kvasovka S. cerevisiae se 
tako lahko razmnožuje spolno ali nespolno (brstenje), kar v splošnem olajša 
genetsko spreminjanje in raziskovanje. Preprosto je združiti dva haploidna seva ali 
povzročiti sporulacijo diploidnega seva, s čimer lahko izvedemo klasičen genetskih 
test (Melese in Hieter, 2002). 

3. Dostopna je zbirka enojnih mutant diploidnih in haploidnih kvasnih celic.  
4. Kvasni genom je bil prvi popolnoma sekvenciran evkariontski genom (Goffeau in 

sod., 1996). Sekvenciranje je omogočilo razvoj številnih visoko zmogljivih in vivo 
genomskih tehnik v kvasovkah. Danes je funkcionalno karakteriziranih okoli 5129 
od 6604 odprtih bralnih okvirjev kvasnega genoma (Saccharomyces genome 
database). 

5. Na spletu najdemo kar nekaj prosto dostopnih podatkovnih zbirk o kvasovkah. 
Glavna podatkovna zbirka je Saccharomyces Genome Database (SGD) 
(www.yeastgenome.org). V njej je sistematično shranjeno vse znanje o S. 
cerevisiae. Predstavljeni so tudi podatki o predvidenih ortologih vseh kvasnih 
genov v drugih organizmih. Poleg tega so prosto dostopna tudi orodja za analizo 
podatkov visoko zmogljivih raziskav na nivoju genomov (transkriptomske, 
proteomske in interaktomske študije).  

http://www.yeastgenome.org/
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6. V kvasovki lahko sprožimo izražanje heterolognih genov. Slednji se lahko nahajajo 
na episomalnem plazmidnem vektorju, ali pa so integrirani v kromosom. S 
homologno rekombinacijo je relativno lahko vstaviti, izbrisati ali spreminjati 
(mutirati) katerikoli del kromosoma kvasovke S. cerevisiae. Za razliko od nekaterih 
drugih modelnih organizmov, kjer lahko spreminjanje traja mesece ali leta, pri 
kvasovki traja le nekaj dni (Sherman, 1991). Tako lahko v kvasovki raziskujemo 
izražanje človeških ali drugih evkariontskih genov (Melese in Hieter, 2002). 

7. Veliko število kvasnih genov ima ortologe pri sesalcih. Kvasovka in človek si 
delita nekaj tisoč ortolognih genov, kar predstavlja več kot tretjino kvasnega 
genoma (O'Brien in sod., 2005; Nielsen, 2009; Aashiq, 2015). 

2.1.1 Nadomeščanje kvasnih genov z geni sesalcev 

Prednosti, ki jih ima kvasovka S. cerevisiae kot modelni organizem, so pripeljale do 
eksperimentov, s katerimi poskušamo z nadomeščanjem kvasnih genov s sesalskimi 
ortologi raziskati njihovo funkcijo. 

2.1.1.1 Ortologija in paralogija 

Prvi, ki je vpeljal koncept ortologije in paralogije, je bil Walter Fitch (1970). S tema dvema 
izrazoma je glede na način spreminjanja gena od skupnega prednika dalje opisoval dva 
bistveno različna tipa homolognih odnosov med geni. Ortologi so geni, ki so se razvili s 
speciacijo, medtem, ko so paralogi nastali s podvajanjem oziroma duplikacijo genov v 
istem organizmu. Termina ortolog in paralog sta po vzponu primerjalne genomike v poznih 
devetdesetih letih prodrla v biološke raziskave (Koonin, 2011). Jasna opredelitev ortologije 
med geni je nepogrešljiva za rekonstrukcijo evolucije vrst in njihovih genomov (Baldauf, 
2003). Še več, ker ortologi lahko pripeljejo do skupnega gena predniškega organizma 
primerjanih vrst, je ortologija najbolj natančen način za opisovanje razlik in podobnosti 
med genomi različnih vrst (Sonnhammer in sod., 2002; Koonin in sod., 2005). Sklicevanje 
na ortologijo je najpomembnejše v primeru, ko prenašamo informacije o funkciji iz 
eksperimentalno karakteriziranih genov modelnih organizmov na nekarakterizirane gene 
(Dolinski in sod., 2007). Prenos funkcijske anotacije temelji na povezavi ortologija-
funkcija (ang. »orthology-function conjecture«), iz katere predpostavljamo, da imajo 
ortologni geni različnih vrst podobno ali identično funkcijo. Na drugi strani pa se funkcija 
pri paralogih po duplikaciji ponavadi razlikuje (Koonin in sod., 2005). Povezava je podprta 
s primerjalnimi analizami vzorca izražanja genov, genetskimi interakcijami in 
kemogenomskimi raziskavami (Nehrt in sod., 2011; Chen in Zhang, 2012; Kapitzky in 
sod., 2010; Ryan in sod. 2012; Frost in sod., 2012). Vendar pa so nedavno nazaj Studer in 
sod. (2009) podvomili v povezavo ortologija-funkcija. Predstavili so raziskavo, v kateri so 
bili paralogi v enem organizmu med seboj bolj funkcijsko podobni kot ortologi v različnih 
organizmih na enaki ravni divergence.  
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Četudi imata produkta dveh genov iz različnih organizmov enako funkcijo, ni vedno 
mogoče nadomestiti enega z drugim, posebno v primeru, ko sta organizma evolucijsko 
oddaljena. Razsežnost zamenjav, ko gen iz evolucijsko oddaljenega organizma lahko 
uspešno nadomesti svojega ortologa, ter kako in zakaj je to mogoče med različnimi 
vrstami, je še precej nepoznano (Aashiq in sod., 2015).  

2.1.1.2 Humanizacija kvasnih genov 

Človek in kvasovka S. cerevisiae sta se ločila od skupnega prednika pred približno 1 
milijardo let (Douzery in sod., 2004). Delita si nekaj tisoč ortolognih genov, kar znaša več 
kot tretjino kvasnega genoma (O’Brien in sod., 2005). Podobnost aminokislinskega 
zaporedja med ortologi je med 9 in 92 %, genomska podobnost pa je v povprečju 32 % 
(Aashiq in sod., 2015).  

Do nedavnega smo poznali le posamezne primere, ko so človeški geni uspešno nadomestili 
kvasne ortologe. Meseca maja letos pa so Aashiq in sod. predstavili rezultate obsežne 
raziskave, v kateri so poskusili s človeškimi ortologi nadomestiti 469 esencialnih kvasnih 
genov. Vsak od teh genov je nujno potreben za rast kvasovke pri normalnih laboratorijskih 
pogojih (Tong in sod., 2001; Winzeler in sod., 1999) in ima le enega človeškega ortologa.  

 

Slika 1: Sistematično nadomeščanje esencialnih kvasnih genov z njihovimi človeškimi homologi. Od 547 
človeških genov, ki imajo homologe v kvasovki S. cerevisiae je bilo 469 človeških odprtih bralnih okvirjev 
(ORF) kloniranih v vektorje. V kvasovki je bila prisotna le ena kopija vektorja, na njem pa ORF pod 
inducibilnim promotorjem GAL ali konstitutivnim promotorjem GPD. Z uporabo treh testov (represibilni 
promotorji, temperaturno občutljivi kvasni aleli in heterozigotni diploidni delecijski sevi) so zabeležili 
skupno 652 primerov, v katerih je bilo nadomeščanje kvasnih genov s humanimi uspešno. Povzeto po Aashiq 
in sod., 2015. 
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Po tem, ko so Aashiq in sod. (2015) potrdili, da delecija kvasnega gena vpliva na rast 
kvasovk, so testirali, ali izražanje ortologa na plazmidu lahko povrne rastni fenotip (hitrost 
rasti) na raven divjega tipa. Odkrili so, da 176 človeških genov (43 %) lahko funkcijsko 
nadomesti kvasne ortologe, 238 človeških genov (57 %) pa tega ne more. Pokazali so, da 
ima večina ohranjenih kvasnih oziroma človeških proteinov enako vlogo v obeh 
organizmih in tako lahko človeška DNA, ki kodira proteine, nadomesti kvasno DNA. 
Zamenjava posameznega gena je specifična in odvisna od vrste poti, kar kaže na to, da bi 
bila izvedljiva tudi zamenjava skupine genov izvedljiva. Slednji rezultat odpira možnost za 
humanizacijo celotnih celičnih procesov v kvasovki. Tako bi lahko spremenjeni sevi 
kvasovke olajšali raziskave na področju preizkušanja zdravil proti človeškim proteinom in 
omogočili lažje raziskovanje človeških genskih polimorfizmov ter odgovorov na zdravila. 
Nenazadnje, potrdili so, da humanizacija kvasnega genoma omogoča raziskovanje funkcije 
posameznih človeških genov. 

2.2 SESALSKA PROTEINA Tum1 (Homo sapiens) IN Tst (Mus musculus)  

Človeški protein Tum1 (tRNA thiouridin modification protein 1«) in mišji protein Tst 
(ang. thiosulfate sulfurtransferase«) sodita v družino proteinov, ki vsebujejo domeno RLD 
(ang. »rhodanese-like domain«) (Bordo in sod., 2002). V družini so encimi, ki katalizirajo 
prenos žveplovega atoma do cianida in služijo kot vsestranski prenašalci žveplovega atoma 
(ang. »thiosulfate sulfurtransferases« (TST) in »3-mercaptopyruvate sulfurtransferases« 
(MPST)) (Gliubich in sod., 1996; Spallarossa in sod., 2004). Značilnost družine je 
cisteinski ostanek, ki je vedno začetek motiva aktivnega mesta domene proteina RLD, 
sestavljenega iz šestih aminokislin, in nujno potreben za prepoznavanje substrata (Bordo in 
sod., 2002). Motiv šestih aminokislin v aktivnem mestu je ohranjen pri vseh proteinih iz 
skupine MPST (ang. »3-mercaptopyruvate sulfurtransferases«) (Bordo in sod., 2002).  

 

Slika 2: Strukturno prileganje proteina Tum1 kvasovke S. cerevisiae in njegovih homologov. Tum1 (rdeča), 
človeški hMPST (zelena), E.coliMPST iz bakterije Escherichia coli (modra)  in LeishMPST iz Leishmania 
major (rumena). Povzeto po Qiu in sod., 2012.  
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V podatkovni zbirki Protein Data Bank najdemo štiri strukture proteinov iz družine MPST 
(Sl. 2, Pril. B) (Qui in sod., 2012). Človeški MPST (hMPST), MPST iz E. coli in kvasni 
MPST (Tum1) imajo dve domeni RLD, medtem, ko ima MPST iz praživali Leishmania 
major tri domene RLD. Štiri vrste proteinov imajo visoko ohranjeno tudi strukturo proteina 
– polkrožno aktivno mesto je prisotno pri vseh štirih vrstah proteinov, le pri E. coli je 
prisotno manjše odstopanje, kar pa kaže na raznolikost evkariontskih in prokariontskih 
proteinov (Sl. 2) (Qiu in sod., 2012).  

2.2.1 Funkcija sesalskih proteinov Tst in Tum1 

Do danes fiziološka vloga proteinov iz družine RLD še ni popolnoma razjasnjena. Znano 
je, da so proteini iz družine RLD povezani z velikim številom bioloških procesov, vključno 
z detoksifikacijo cianida, homeostazo celičnega žvepla v splošnem, prisotnostjo pri 
degradaciji L-cisteina in pri mitohondrijski produkciji vodikovega sulfida (H2S) kot 
signalne molekule pri biosintezi encimskih kofaktorjev, vitaminov in nukleinskih kislin, ki 
vsebujejo žveplo (Shibuya in sod., 2009; Ubuka in sod., 1992; Dahl in sod., 2011; 
Palenchar in sod., 2000; Yadav in sod., 2013). 

Pokazano je bilo, da je mišji protein Tst vpleten v lipidni metabolizem (Horvat, 
neobjavljeno). V magistskem delu nas je zanimalo, ali protein Tum1, potencialni funkcijski 
homolog mišjega proteina Tst, vpliva na lipidni metabolizem kvasovke Saccharomyces 
cerevisiae. 

2.3 GEN TUM1 (YOR251c) IN PROTEIN Tum1 KVASOVKE Saccharomyces cerevisiae 

Odprti bralni okvir YOR251c (TUM1) kvasovke S. cerevisiae je bil odkrit med 
sekvenciranjem 36775 bp dolgega segmenta desne ročice kromosoma 15 (Poirey in sod., 
1997).   

2.3.1 Zgradba proteina Tum1 

Kvasni protein Tum1 sestavljata dve podenoti RLD z enako obliko, ki sta značilni za 
prenašalce žveplovega atoma (ang. »thiosulfate sulfurtransferases« in »3-mercaptopyruvate 
sulfurtransferases«) (Gliubich in sod., 1996; Spallarossa in sod., 2004). Vsaka podenota 
RLD vsebuje centralno β-ploščo, ki je sestavljena iz petih β-verig (AEDBC). Na N-
terminalni domeni je β-plošča obkrožena s petimi α-heliksi (α1-5). Na C-terminalni 
domeni pa je sedem α-heliksov (α6-12) (Qiu in sod., 2012).   

Motiv oziroma zanka aktivnega mesta proteina Tum1 je sestavljena iz zaporedja 
CGTGVS, ki povezuje ploščo β2 ter heliks α11, kar je podobno ohranjenemu motivu 
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CG[S/T]GVT proteinov MPST. Prav zaradi slednje lastnosti protein Tum1 uvrščamo v 
družino MPST (Qiu in sod., 2012). 

 

Slika 3 in slika 4: Tridimenzionalna zgradba kvasnega proteina Tum1. Levo: prikazane so sekundarne 
strukture proteina in molekuli DMSO ter SO4

2+. Desno: model površine proteina Tum1. Ohranjeni cistein 
(Cys259) je označen z rumeno barvo (Qui in sod., 2012).  

Točkovna mutageneza je pokazala, da je v proteinu Tum1 le Cys259 na C-terminalnem 
koncu domene RLD nujno potreben za nastanek persulfida. Na N-terminalni domeni RLD 
pa protein Tum1 nima ohranjenega cisteina, domena je neaktivna (Noma in sod., 2009). 
Model za površinski elektrostatski potencial Tum1, ki so ga izdelali Qiu in sod. (2012) je 
razkril pozicijo ohranjenega cisteina (Cys259), ki se nahaja se na dnu globoke in ozke reže 
aktivnega mesta med dvema domenama RLD, kjer je veliko pozitivno nabitih 
aminokislinskih ostankov in je tako težko dostopen za velike molekule (Sl. 4).  

Blizu zanke aktivnega mesta je očitno, ampak še nepojasnjeno območje elektronske 
gostote, ki je nekoliko večje od aminokisline (Sl. 5). Štiri aminokisline (Cys259, Thr261, 
Val263, Ser264) okoli elektronske gostote tvorijo plitvo udrtino aktivnega mesta. Arg191, 
ki je edina pozitivno nabita aminokislina se nahaja na nasprotni strani, His70 in Glu198 pa 
še dlje stran. Aminokislini Arg191 in His70 proteina Tum1 Spallarossa in sod. (2004) 
primerjajo z aminokislinama Arg102 in His66 proteina MPST iz E. coli, ki sta pomembna 
za sidranje in stabilizacijo substrata.  

Nazadnje so elektronsko gostoto v bližini aktivnega mesta pojasnjevali Qiu in sod. (2012), 
ki so postavili hipotezo, da elektronska gostota predstavlja kofaktorje ali substrate, ki so 
prisotni pri prenosu žvepla med Uba4 in Nfs1 s pomočjo Tum1. Izhajali so iz rezultatov 
raziskovalcev Bordo in sod. (2002), ki so pokazali, da so substrati prenašalcev žveplovega 
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atoma različni v in vivo ter in vitro reakcijah. Prav razkritje neznanega liganda oziroma 
substrata bo v prihodnosti morda omogočilo boljše razumevanje mehanizma prenosa 
žveplovega atoma (Qio in sod., 2012). 

 

Slika 5: Nepojasnjena elektronska gostota v bližini aktivnega mesta proteina Tum1. Aminokisline aktivnega 
centra so izrisane barvno. Povzeto po  Qiu in sod. (2012). 

2.3.2 Funkcija proteina Tum1 

Do danes edina opisana biološka vloga proteina Tum je da skupaj s še štirimi proteini 
sodeluje pri modifikaciji (tiolaciji) ohlapnega uridina na treh molekulah prenašalnih RNA 
(tRNA) (tQUUG, TKUUU in tEUUC), ki imajo na mestu ohlapnega nukleotida 2-tiouridin 
(Huang in sod., 2008; Leidel in sod., 2009; Noma in sod., 2009). 

2.3.2.1 Prenašalna RNA (tRNA) 

Na vseh stopnjah življenja je nujno potreben natančen prenos biološke informacije. V 
celicah se lastnost kaže kot prevajanje genetskega koda iz DNA v proteine. Posredniki 
zadnje stopnje tega procesa so mRNA, tRNA, ribosomi ter mnogi drugi faktorji. 
Informacijo, ki je pomembna za nastanek proteinov, nosi mRNA (Crick, 1966; Agris, 
1991). Univerzalni genski kod je sestavljen iz 64 tripletov nukleotidov (kodonov), od 
katerih je 61 zapisov za različne aminokisline, 3 tripleti pa so signal za zaustavitev 
prevajanja (Nirenberg, 2004). Degeneracija genskega koda pomeni, da za večino 
aminokislin obstaja več kot en kodon. Število različnih tRNA molekul je vedno manjše od 
61, kar kaže na to, da nekatere molekule tRNA prepoznajo več kot en kodon. To je mogoče 
zaradi dejstva, da se prvi nukleotid antikodona oziroma 34. nukleotid molekule tRNA, 
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poimenovan tudi ohlapni nukleotid, lahko poveže z več kot enim nukleotidom na tretji 
poziciji kodona (Crick, 1966).  

Antikodon molekule aminoacil tRNA (aa-tRNA) se bazno pari s kodonom na mRNA. Ta 
interakcija omogoči ribosomu, da zaporedno doda aminokislino na že obstoječ protein. 
Kognatna tRNA je tista tRNA, katere antikodon se s prvima dvema nukleotidoma kodona 
poveže s standardnimi Watson-Crickovimi vezmi, ohlapni nukleotid oziroma zadnji 
nukleotid pa se poveže ali na enak način kot prva dva nukleotida, torej z Watson-
Crickovimi vezmi, ali pa z vezmi, drugačnimi od Watson-Crickovih (Crick, 1966; Agris, 
1991). Molekule tRNA, ki ne ustrezajo opisanim kriterijem, imenujemo nekognatne tRNA. 
Uporaba nekognatnih tRNA povzroči napake v prevajanje oziroma drugačnosmiselne 
mutacije. Te so uvedene v nizkih frekvencah (10-3do 10-4 na kodon) (Kramer in Farabaugh, 
2007).  

2.3.2.2 Tiolacija ohlapnega uridina prenašalne RNA  

Posttranskripcijske modifikacije dajo molekulam RNA pomembne strukturne lastnosti in 
tako igrajo pomembno vlogo pri biogenezi, metabolizmu, strukturni stabilnosti in funkciji 
RNA. Do danes je bilo opisanih več kot 100 vrst modifikacij RNA, od katerih je večina 
modifikacij tRNA (Rozenski in sod., 1999; ).  

Ko je Francis Crick objavil hipotezo o ohlapnem nukleotidu, še ni bilo znano, da 
citoplazemske molekule tRNA skoraj nikoli ne vsebujejo nespremenjenega uridina kot 
ohlapnega uridina. Šele dopolnjena Crickova hipoteza o ohlapnem nukleotidu je razložila 
nekatera, do takrat nepojasnjena odkritja, ki se nanašajo na molekule tRNA s 
spremenjenimi ohlapnimi uridini (Yokoyama in sod., 1985; Agris, 1991; Lim, 1994; Takai 
in Yokoyama, 2003).  

Molekule tRNA z modificiranimi ohlapnimi uridini prepoznajo različne kodone in tako 
kodirajo več kot eno aminokislino. Na uridin oziroma njegov peti ogljik je lahko pripeta 
funkcionalna skupina, ali pa je nukleotid spremenjen na tri druge načine (Sl. 6) (Bjork in 
Hagervall, 2005; Bjork in sod., 2007).  

Ohlapni uridini molekul tRNA za aminokisline Gln, Lys in Glu so univerzalno 
spremenjeni v 5-metil-2-tiouridinske derivate (xm5s2U). Bakterijske molekule tRNA imajo 
5-metilaminometil-2-tiouridin in 5-karboksimetil-2-tiouridin, mitohondrijske sesalske 
tRNA imajo 5-taurinometil-2-tiouridin, citoplazemske tRNA evkariontov pa 5-
metoksikarbonilmetil-2-tiouridin (Suzuki, 2005). Žveplov atom se zaradi velikega van der 
Waalsovega radija odbija od hidroksilne skupine na mestu 2'. Tako je derivat na uridinu 
(xm5s2U) nameščen na C3 koncu ob ribozi (Yokoyama in sod., 1985). Zaradi te lastnosti 
ohlapnega uridina se ta preferenčno pari s purini in tako preprečuje zamenjavo s 
kognatnimi kodoni, ki se končujejo s pirimidini (Agris in sod., 1973).  



 
 

Uršič K. Vloga proteina Tum1 v lipidnem metabolizmu kvasovke. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije 2015 

11 
 

 

Slika 6: Spremenjeni ohlapni uridini, prisotni v tRNA kvasovk. Od leve proti desni: molekula tRNA, 5-
metilkarboksimetil-2-tiouridin (mcm5s2U), 5-metilkarboksimetil-uridin (mcm5U) in 5-karbamoilmetil-2'-O-
metiluridin (ncm5Um). Povzeto po: Noma in sod., 2009. 

Žveplov atom na ohlapnem uridinu (mnm5s2U) je pomemben za učinkovito prepoznavanje 
kodonov, kar se dogaja na ribosomu (Ashraf in sod., 1999). Še več, Sylvers in sod. (1993) 
so pokazali, da služi žveplov atom na molekuli tRNA za glutamat (tEUUC) kot prepoznavni 
element, ki ga prepozna glutamatna-tRNA-sintetaza. Odsotnost spremenjenega ohlapnega 
uridina (xm5s2U) na mutirani mitohondrijski molekuli tRNA za lizin (mt-tKUUU) pri 
bolezni mioklonični epilepsiji z natrganimi rdečimi vlakni (MERRF sindrom) se kaže kot 
nezmožnost prevajanja v mitohondrijih (Yasukawa in sod., 2000; Yasukawa in sod., 2001). 
Slednja dva primera kažeta na pomembno vlogo tiolacije ohlapnega uridina tRNA pri 
sintezi proteinov. 

2.3.2.3 Mehanizem tiolacije ohlapnega uridina prenašalne RNA 

Prvi, ki so odkrili, da protein Tum1 sodeluje pri tiolaciji ohlapnega uridina tRNA kvasovke 
S. cerevisiae, so bili Huang in sod. (2008). Med iskanjem sevov, ki so odporni na toksin 
zimocin, ki ga izloča Kluyveromyces lactis, so ugotovili, da večina teh sevov nima 
tioliranega ohlapnega uridina na molekuli tRNA. Zimocin oziroma njegova γ podenota je 
endonukleaza, ki cepi tRNA, ki vsebuje tioliran ohlapni uridin (Lu in sod., 2005). 
Odsotnost skupine mcm5s2U pri treh vrstah tRNA (QUUG, TKUUU in tEUUC) onemogoča 
vezavo toksina na tRNA. Mutante v sintezi 2-tio skupine na ohlapnem uridinu, med katere 
sodi tudi tum1∆, so tako odporne na zimocin. Tiolacija ohlapnega uridina molekule tRNA 
pri sevu tum1∆ ne manjka popolnoma, saj 29 % tRNA molekul ostane tioliranih, hkrati pa 
se za 92 % poveča prisotnost predhodnika skupine mcm5s2U, to je mcm5U (Lu in sod., 
2008; Huang in sod., 2008).  

Rezultate nadaljnjega raziskovanja vloge proteina Tum1 pri tiolaciji ohlapnega uridina 
tRNA sta leta 2009 v razmaku dveh mesecev objavili dve raziskovalni skupini. Noma in 
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sod. (2009) so izvedli s t. i. ribonukleomsko analizo. Pri tej analizi za iskanje genov, 
katerih produkti sodelujejo pri spreminjanju molekul RNA, izolirajo RNA iz delecijskih 
mutant in identificirajo manjkajoče modificirane nukleotide z masno spektrometrijo. Izmed 
4829 delecijskih sevov kvasovke S. cerevisiae so z uporabo podatkovne zbirke CYGD 
(ang. »the Comprehensive Yeast Genome Database«) izbrali 767 sevov: raziskali so gene, 
ki imajo neznano funkcijo, homologa v kvasovki S. pombe ter niso podobni že 
karakteriziranim proteinom v  kvasovki. Zanimali so jih sevi, pri katerih ohlapni uridin 
molekule tRNA ni tioliran oziroma manjka skupina mcm5s2U, medtem, ko je raven 
prekurzorja mcm5U višja, kar kaže na specifično vlogo gena pri tiolaciji tRNA. Delecijski 
sevi, ki so ustrezali kriterijem so uba4∆, ncs2∆, ncs6∆ in tum1∆. Pri slednjem delecijskem 
sevu je manjši delež molekul tEUUC ostal 2-tioliran (mcm5s2U). Biokemijska analiza je 
pokazala, da poteka tvorba evkariontskega 2-tiouridina preko kemijske reakcije, ki je 
povezana z ubikvitinacijo. Prenos žveplovega atoma se pri evkariontih razlikuje od 
sistema, ki je bil opisan pri bakterijah in temelji na persulfidni kemiji. Zaključili so, da 
prisotnost produkta gena TUM1 v tej biokemijski poti ni nujno potrebna, je pa pomembna 
za uspešen nastanek 2-tiouridina. Torej lahko 2-tiolacija ohlapnega uridina delno poteče 
preko poti, v kateri ni prisoten protein Tum1.  

Dva meseca kasneje so Leidel in sod. (2009) objavil rezultate raziskave signalne poti 
tiolacije ohlapnega uridina, posredovane s proteinom Urm1. S poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo z APM, masno spektrometrijo in prenosom northern so potrdili, da v 
delecijskih sevih uba4∆ in urm1∆ manjka frakcija tioliranega uracila ter dokazali, da je 
biokemijska pot URM1 pomembna za tiolacijo ohlapnega uridina. Izvedli so metodo za 
sistematično določanje sintetičnih genetskih interakcij v kvasovki S. cerevisiae (ang. 
»synthetic genetic array (SGA) analysis«). Preko križanja zbirke SKO s preverjanima 
sevoma uba4∆ in urm1∆ ter pregleda sposobnosti rasti dvojnih mutant so identificirali 
interaktorje obeh genov. Genoma je bilo skupnih 24 sintetičnih interakcij. Z uporabo 
genske ontologije (Gene Ontology) so gene v interakciji uvrstili v skupino »nukleinske 
kisline in metabolizem«. V to skupino med drugimi spadajo tudi vse ne-esencialne 
komponente elongatorskega kompleksa. Za preverjana seva pri metodi SGA so zato 
kasneje uporabili tudi delecijska seva elp4∆ in elp6∆. V kombinaciji z recipročnim 
tandemskim afinitetnim čišenjem potencialno interagirajočih proteinov in masno 
spektometrijo ter kvasnim dvohibridnim sistemom so potrdili interakcije proteinov Ncs2, 
Ncs6 in Tum1 s proteinom Urm1. Neobjavljeni rezultati iz laboratorija Charlesa Boonea z 
Univerze v Torontu, v kateri je bil z metodo SGA preverjan delecijski sev tum1∆, kažejo 
na funkcionano povezavo gena TUM1 z geni UMR1, NCS2, NCS6, UBA4 in geni 
kompleksa ELP. Model mehanizma z Urm1 posredovane tiolacije ohlapnega uridina je 
prikazan na Sliki 7. 

Čeprav je modifikacija – tiolacija ohlapnega uridina poznana že dolgo časa, je njena 
biološka vloga še vedno relativno nejasna. Laxman in sod. (2013) so pokazali, da raven 

https://www.google.si/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F15608217&ei=Q2eRVdKLH8T4UvaqgcAC&usg=AFQjCNHs_Lte9mgHlW2aG4i9LHLss9PllA&sig2=eo3QuLSBa-dAS_qxt3LyCw&bvm=bv.96783405,d.d24
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tioliranega ohlapnega uridina v kvasovki S. cerevisiae odraža dostopnost aminokislin, ki 
vsebujejo žveplo. Tako tiolacija uravnava raven translacije in homeostazo aminoksilin in 
predstavlja ključni mehanizem s katerim sta translacija in rast sinhrono regulirani z 
metabolizmom. Tiolacija tRNA je aktivno zmanjšana v primeru, ko v okolju ni dovolj 
aminokislin z žveplom. Slednja odkritja so pomembna za razumevanje mehanizmov za 
celično zaznavanja aminokislin in kažejo kako aminokisline, ki vsebujejo žveplo, služijo 
kot pomembni metaboliti za nadzor rasti celic (Laxman in sod., 2013; Sutter in sod., 2013). 

 

Slika 7: Model mehanizma z Urm1 posredovane tiolacije ohlapnega uridina. Protein Tum1 je označen z 
oznako odprtega bralnega okvirja Yor251cp. Prenos žvepla poteka z urmilacijo, mehanizmom, pri katerem 
Uba4 deluje kot encim E1, ki prenese žveplov atom do proteina Urm1. Po adenilaciji s podenoto NBD 
proteina Uba4 se Urm1 s pomočjo podenote RHD proteina Uba4 pretvori v Urm1-tiokarboksilat. Žveplo je 
nato preneseno na ohlapni uridin molekule tRNA. Prenos žvepla poteka na dva načina – direktno ali s 
pomočjo proteinskega kompleksa Ncs6-Ncs2. Protein Tum1 (Yor251cp) aktivira protein Nfs1 in sprejme 
žveplov atom, ki ga potem predvidoma prenese na podenoto RLD proteina Uba4. Protein Uba4 lahkosprejme 
žveplov atom tudi neposredno od proteina Nfs1, kar pomeni mimo s proteinom Tum1 posredovanega prenosa 
žvepla (Noma in sod., 2009; Leidel in sod., 2009). Povzeto po: Leidel in sod., 2009. 

2.3.2.4 Druge funkcije proteina Tum1 

Rast delecijskega seva tum1∆ na gojišču YPD z dodanim rapamicinom (2 nM) je manjša v 
primerjavi z rastjo divjega tipa. Rast delecijskega seva tum1∆ na gojišču YPD z dodanim 
rapamicinom (2 nM) je manjša tudi v primerjavi z rastjo delecijskega seva na gojišču YPD 
brez dodanega rapamicina. Rapamicin inhibira delovanje kinaz Tor1 in Tor2. Gooehring in 
sod. (2003) so predpostavili, da sev, ki ob prisotnosti rapamicina raste počasneje, sodeluje 
pri ojačanju TOR signaliziranja, ali pa sodeluje pri celičnih procesih, ki jih TOR signalna 
pot uravnava. Prekomerno izražanje specifičnih molekul tRNA (tQUUG, TKUUU in tEUUC) v 
delecijskem sevu tum1∆ ne vrne hitrosti rasti na gojišču YPD z dodanim rapamicinom (2 
nM) na raven divjega tipa. Po drugi strani pa prekomerno izražanje treh specifičnih vrst 
molekul tRNA supresira slabšo rast delecijskih sevov ncs2∆ in ncs6∆ na gojišču YPD z 
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dodanim rapamicinom (2 nM). Rezultati kažejo na nove, do danes še neopisane vloge 
proteina Tum1 v kvasovki S. cerevisiae (Leidel in sod., 2009). Hipotezo podpira tudi 
dejstvo, da v delecijskih sevih uba4∆, urm1∆, ncs6∆ in ncs2∆ ne opazimo tiolirane tRNA, 
v sevu tum1∆ pa manjši delež tRNA kljub deleciji ostane tioliran (Leidel in sod., 2009; 
Noma in sod., 2009).   

2.3.3 Lokalizacija proteina Tum1 

Noma in sod. (2009) so za lokalizacijo proteina Tum1 v celici uporabili predhodno 
izvedene proteomske analize. Te protein Tum1 umeščajo v citoplazmo in mitohondrij 
(Kumar in sod., 2002; Huh in sod., 2003; Sickann in sod., 2003). Vendar pa po pregledu 
izvornih virov nismo našli jasnega dokaza o lokalizaciji Tum1. 

Citoplazemsko lokalizacijo proteina Tum1 posredno podpirajo naslednja odkritja. Leidel in 
sod. (2009) so dokazali, da je biokemijska pot URM1, v kateri sodelujejo Urm1, Uba4, 
Tum1, Ncs2 in Ncs6, pomembna le za tiolacijo citoplazemske tRNA in ne tudi 
mitohondrijske tRNA. V delcijskih sevih urm1∆ ter uba4∆ tiolacija ohlapnega uridina treh 
vrst mitohondrijske tRNA (mt-tKUUU, mt-tEUUC in mt-tQUUG) ni spremenjena (Leidel in 
sod., 2009). Na drugi strani pa iste tri vrste tRNA v delecijskem sevu slm3∆ niso tiolirane. 
Protein Slm3 je pomemben za 2-tiolacijo ohlapnega uridina mt-tRNA (Umeda in sod., 
2005). Noma in sod. (2009) so raziskali le tioliranost molekule mt-tKUUU. Te vrste mt-
tRNA, izolirane iz delecijskih sevov urm1∆, uba4∆, tum1∆, ncs2∆ in ncs6∆, so normalno 
tiolirane, kar kaže na to, da so geni URM1, UBA4, TUM1, NCS2 in NCS6 specifični za 2-
tiolacijo tRNA v citosolu (Noma in sod., 2009). Zanimivo je, da v kvasovki S. cerevisiae 
citosolna tKCUU prehaja iz citosola v mitohondrij, medtem ko tKUUU ostaja v citosolu. V 
mitohondriju pa najdemo zapis za molekule mtKUUU (Martin in sod., 1979). 

2.4 LIPIDNI METABOLIZEM KVASOVKE Saccharomyces cerevisiae 

Lipidi so definirani kot organske substance, topne v nepolarnih organskih topilih, ne pa v 
vodi. So dokaj majhne biomolekule, ki po značilnostih variirajo od močno hidrofobnih do 
amfifilnih. Lipidi so nujno potrebni gradniki vsake žive celice. Kvasovka S. cerevisiae je 
zaradi dobro ohranjenih mehanizmov, podobnih drugim evkariontom, zaradi dostopnosti 
delecijskih mutant, ki odražajo spremembe v metabolnih poteh lipidov in zaradi relativno 
enostavnega rokovanja postala zanesljiv modelni organizem za raziskave na področju 
biokemije, molekularne biologije in celične biologije lipidov – raziskave sinteze, 
shranjevanja in razgradnje lipidov (Winzeler in sod., 1999; Klug in sod., 2014; Daum in 
sod., 2014). Lipidi predstavljajo okoli 6 % suhe mase kvasnih celic, gojenih v bogatem 
gojišču YPD. Polovico predstavljajo fosfolipidi, drugo polovico pa steroli in založne 
maščobe (Henry, 1982; Daum in sod., 1998). Glede na kemijske in biokemijske lastnosti 
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lipide razdelimo v osem skupin – to so maščobne kisline (MK), glicerolipidi, 
glicerofosfolipidi, steroli in sterolni derivati, sfingolipidi (SL), prenolni lipidi, glikolipidi in 
poliketidi (Fahy in sod., 2011). Lipidi gradijo biološke membrane, ali pa so shranjeni v 
različnih organelih in služijo kot energijske zaloge, strukturni elementi, signalne molekule 
in kot mediatorji membranske fuzije in apoptoze (Daum in sod., 1998; Souza in Pichler, 
2007; Escriba in sod., 2014; Rego in sod., 2014).  

V metabolizmu lipidov je udeleženih več celičnih kompartmentov (Natter in sod., 2005). 
Glavna organela, v/na katerih poteka sinteza lipidov, sta endoplazemski retikel in Golgijev 
aparat. Vendar pa lipide sintentizirajo tudi mitohondriji in najdemo jih tudi v peroksisomih 
ter seveda lipidnih kapljah, kjer se skladiščijo. Iz lipidnih kapelj so lipidi mobilizirani za 
produkcijo energije ali sintezo kompleksnih lipidov (Czabany in sod., 2007; Rajakumari in 
sod. 2008). Čeprav večina lipidov (fosfatifdilholin, fosfatidilserin, fosfatidilinozitol, steroli, 
SL) pride v mitohondrij od drugod, v njem še vedno poteka sinteza MK in nekaterih 
fosfolipidov (fosfatidna kislina, kardiolipin, fosfatidiletanolamin) (Tehlivets in sod., 2007; 
Kuchler in sod., 1986; Henry in sod., 2012). Peroksisomi kvasovke S. cerevisiae vsebujejo 
50 % fosfatidilholina, 23 % fosfatidiletanolamina, 16 % fosfatidilinozitola in 7 % 
kardiolipina (Zinser in sod., 1991). Kvasni peroksisomi, poleg tega, da so udeleženi v 
detoksifikacijskih procesih, sodelujejo tudi pri razgradnji MK. Z β-oksidacijo, ki pri 
kvasovkah poteka izključno v peroksisomih, MK postanejo dostopne kot energijski vir 
(Poirier in sod., 2006). 

V magistrski nalogi nas zanimajo predvsem koncentracije sterolnih estrov (SE), 
triacilglicerolov (TAG) in ergosterola (ERG) v kvasovki S. cerevisiae. V nadaljevanju 
bodo zato natančneje opisani. Druge vrste lipidov bodo predstavljene v obsegu, ki je 
pomemben za poznavanje celotnega lipidnega metabolizma. 

2.4.1 Maščobne kisline 

Maščobne kisline (MK), katerih verige so pri kvasovki dolge večinoma 16 ali 18 
ogljikovih atomov (C16 in C18), so osnovni hidrofobni gradniki kompleksnih lipidov 
(Daum in sod., 1998). Sestavljajo FL in SL ali služijo kot energijska zaloga – TAG in SE v 
lipidnih kapljah, lahko pa so tudi proste. Delujejo kot transkcipcijski regulatorji in signalne 
molekule ter lahko sodelujejo pri post-translacijskih modifikacijah proteinov (Tehlivets in 
sod., 2007; Nadolski in Linder, 2007). Kvasovka S. cerevisiae pridobi MK na tri načine – 
(1) z de novo sintezo v citosolu in mitohondrijih, (2) s hidrolizo kompleksnih lipidov ali (3) 
s privzemom iz zunanjih virov (Tehlivets in sod., 2007). Substrata za maščobno-kislinsko 
sintezo sta acetil koencim A (acetil-CoA) in njegov 2-karboksiliran produkt malonil 
koencim A (malonil-CoA) (Fraenkel, 2011). Blokirano de novo sintezo MK reši privzem 
MK v celico preko specifičnih transporterjev ali z difuzijo iz okolja (Black in Di Russo, 
2007). V splošnem je povišana vsebnost prostih MK škodljiva za kvasne celice. Zato se 
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internalizirane in aktivirane MK hitro metabolizirajo – porabijo za sintezo kompleksinh 
lipidov, se shranijo v lipidnih kapljah, ali pa so preko transporterjev translocirane v 
peroksisome, kjer se katabolizirajo z β–oksidacijo (Veenhuis in sod., 1987; Van Roermund 
in sod., 2012). 

2.4.2 Membranski lipidi 

Membranske lipide delimo na tri skupine – fosfolipide, sterole in sfingolipide.  

2.4.2.1 Fosfolipidi 

Fosfolipidi (FL) so zgrajeni iz diaciglicerola kot hidrofobnega repa in različne hidrofilne 
polarne glave, glede na katero so tudi klasificirani. Glavna molekula pri de novo sintezi FL 
in hkrati pomembna signalna molekula ter regulator lipidnega metabolizma je fosfatidna 
kislina (Athenstaedt in Daum, 1997). Vloge FL so različne. Kot strukturni elementi gradijo 
membrane, udeleženi pa so tudi pri mnogih bioloških procesih. So prekurzorji za sintezo 
membrane, delujejo kot rezervoarji sekundarnih sporočevalcev, vodijo lipidacijo proteinov 
za nastanek membran in delujejo kot molekulski šaperoni (Carman in Han, 2011; van Meer 
in sod., 2008).  

V kvasovki S. cerevisiae izmed FL prevladujejo fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin, 
fosfatidilinozitol in fosfatidilserin. Razporeditev slednjih vrst FL se med organeli razlikuje 
(Zinser in sod, 1991; Horvath in sod., 2011). Nanjo vpliva tudi vir ogljika, ki je kvasovkam 
na razpolago (Tuller in sod., 1999). 

2.4.2.2 Sfingolipidi 

Sfingolipidi (SL) so zgrajeni iz sfingozina, na katerega je preko amidne vezi vezana 
nasičena MK in se tako tvori ceramid in inozitol fosfat (Schneiter, 1999).  Pri kvasovkah 
jih najdemo predvsem v plazemski membrani, kjer so v interakciji s steroli. Steroli in SL 
skupaj tvorijo lipidne rafte, membranske domene, ki so odporne na detergente in 
predstavljajo sidrišče za nekatere proteine (Bagnat in sod., 2000; Guan in sod., 2009; 
Simons in Sampaio, 2011; Dickson in sod., 2006). Sinteza SL de novo, ki se začne s 
kondenzacijo serina in palmitoil-CoA, poteka v endoplazemskem retiklu (Nagiec in sod., 
1994). Čeprav imajo SL veliko pomembnih fizioloških vlog, vemo le malo o uravnavanju 
njihove koncentracije v celici (Dickson in sod., 2006). 

2.4.2.3 Metabolizem sterolov 

Tako kot MK, tudi steroli nastanejo iz acetil-CoA. Njihova sinteza poteka večinoma v 
endoplazemskem retiklu preko nastanka necikličnega pentaizoprenoidnega dela skvalena 
in njegove pretvorbe preko veliko različnih sterolov do ergosterola (Parks in Casey, 1995; 
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Lees in sod., 1999). Ergosterol je glavni sterol v kvasovki. Njegova biosinteza je ena 
najbolj kompleksnih biokemijskih poti, ki vključuje preko trideset biokemijskih reakcij 
(Kristan in Rižner, 2012).  

Steroli so pomembni gradniki evkariontskih celic. Še več, Daum in sod. (1998) so 
pokazali, da kvasna celica brez njih ni viabilna. Njihova vloga je tako strukturna kot tudi 
signalna. Zaradi svoje rigidne strukture vplivajo na fluidnost in permeabilnost membrane 
(Nes in sod., 1993). Koncentracija sterolov je najnižja na mestu njihove biosinteze in v 
endoplazemskem retiklu, najvišja pa na membrani (Zinser in sod., 1993). Razporejanje 
sterolov med membranami je močno reguliran proces, ki omogoča vzdrževanje lastnosti 
membran kot sta fluidnost in debelina. Poteka vezikularno ali nevezikularno s pomočjo 
šaperonov in je odvisen od ATP (Jacquier in Schneiter, 2012). Ker kvasovke pod 
aerobnimi pogoji večinoma sintetizirajo preveč sterolov in jih niso sposobne razgraditi, so 
za preprečitev škodljivih učinkov sterolov na membrane potrebni mehanizmi za 
detoksifikacijo. Kvasovka vzdržuje sterolno homeostazo na tri načine – (1) proste MK 
zaestri s fosfatidno kislino ali jih shrani v lipidne kaplje, (2) zmanjša biosintezo sterolov, 
(3) acetilira sterole in s tem omogoči njihovo izločanje v okolico (Yang in sod., 1996; Yu 
in sod., 1996; Zweytick in sod., 2000; Tiwari in sod., 2007). Acetilacija sterolov je bila 
opisana tudi kot mehanizem za kontrolo kvalitete lipidov, in sicer, steroli, ki zaobidejo 
kontolo kakovosti, so acetilirani in izločeni (Choudhary in Schneiter, 2009, 2012). 

2.4.3 Nepolarni lipidi 

Nepolarni lipidi, kot so SE in TAG, so shranjeni v okoli 400 nm velikih okroglih organelih, 
poimenovanih lipidne kaplje. Lipidne kaplje so zgrajene iz hidrofobne sredice, ki jo 
večinoma sestavljajo TAG in okoliški SE, katere pokriva monosloj FL z nekaj vsidranimi 
proteini oziroma encimi, ki so pomembni za lipidni metabolizem (Athenstaedt in sod., 
1999; Czabany in sod., 2008; Grillitsch in sod., 2012). S skladiščenjem lipidov se 
kvasovke izognejo morebitnim toksičnim efektom, ki jih povzročajo proste MK in steroli. 
Steroli se tako zaestrijo v SE, proste MK pa se povežejo tudi z glicerolom in tvorijo 
triacilglicerole (TAG) (Zweytick in sod., 2000). Nastanek lipidnih kapelj opisujeta dva 
modela (ang. »lensing model«, »bicelle formation model«). Prvi model predpostavlja 
nastanek ovojnice lipidnih kapelj z brstenjem iz endoplazemskega retikla takrat, ko se med 
membranama akomulirajo TAG in presežejo kritično velikost (Guo in sod., 2009). Drugi 
model predpostavlja, da nastane ovojnica lipidne kaplje iz obeh membran 
endoplazemskega retikla (Ploegh, 2007). Predpostavljena je bila tudi tretja možnost za 
nastanek lipidnih kapelj (ang. »secretory vesicle model«), in sicer nastanek iz sekretornih 
veziklov, napolnjenih s TAG, vendar rezultati zadnjih raziskav bolj podpirajo prva dva 
modela (Guo in sod., 2009; Kohlwein in sod., 2013).  
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Kvasovke seva dga1∆lro1∆are1∆are2∆ (opis delovanja genov v poglavju 2.4.4.1 in 
2.4.4.2) niso zmožne sinteze nepolarnih lipidov in tako tvorbe lipidnih kapelj, vendar je ta 
sev viabilen in kaže le manjši odklon v rasti pri standardnih pogojih glede na izogeni sev 
(Sandager in sod., 2002). Rast istega mutiranega seva na oleatnem gojišču pa vodi do 
lipotoksičnosti in vodi do zmanjšanja hitrosti rasti in sprememb v sestavi lipidov 
membrane glede na izhodni sev. Morfološke spremembe zaradi lipotoksičnega stresa so 
opazili z elektronskim in fluorescentnim mikroskopom. Presežek nenasičenih MK je 
preusmerjen v sintezo FL, kar se kaže v povečani proliferaciji in večanju membran 
endoplazemskega retikla (Petschnigg in sod., 2009; Connerth in sod., 2010).  

 

Slika 8: Metabolizem nepolarnih lipidov v kvasovki Saccharomyces cerevisiae. Povzeto po Ploier in sod. 
2014. Vir slike: Wolinski, 2015. 

V primeru, ko kvasovke potrebujejo sterole, MK ali diacilglicerol za sintezo membranskih 
lipidov ali produkcijo energije, iz lipidnih kapelj mobilizirajo TAG in SE (Athenstaedt in 
Daum, 2003, 2005). Več o metabolizmu in razgradnji posameznih vrst lipidov je opisano v 
naslednjih dveh poglavjih. Lipidne kaplje so poleg skladiščenja lipidov udeležene še pri 
mnogih drugih procesih, eden od teh je posredna vloga lipidnih kapelj pri vzdrževanju 
fluidnosti membrane ob prisotnosti zunanjih MK (Kohlwein in sod., 2012; Connerth in 
sod., 2010).  

Lipidne kaplje sodelujejo tudi v procesih, ki niso povezani z lipidnim metabolizmom. 
Njihova predpostavljena vloga je začasno shranjevanje agregatov proteinov ali nepravilno 
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zvitih proteinov (Fei in sod., 2009). Zadnje študije zaradi interakcije z endoplazemskim 
retiklom, peroksisomi, in mitohonriji lipidne kaplje opisujejo kot dinamične organele. 
Opisani so bili tudi novi faktorji, ki vplivajo na nastanek in dinamiko lipidnih kapelj 
(Adeyo in sod., 2011). 

2.4.3.1 Metabolizem sterolnih estrov 

SE nastanejo z aktivacijo MK, večinoma palmitoil-CoA in oleil-CoA, s hidroksilno 
skupino na poziciji C3 sterolne molekule. Reakcijo katalizirata dva encima Are1 in Are2. 
Oba encima za substrat uporabljata ergosterol, vendar Are1 preferenčno esterificira 
sterolne intermediate kot je lanosterol (Yang in sod., 1996; Zweytick in sod., 2000). Ob 
standardnih pogojih gojenja kvasnih celic deluje Are2 kot glavni encim za sintezo SE. V 
anaerobnih pogojih, ko je biosinteza ergosterola blokirana, pa je povečano delovanje Are1 
in s tem zaestritev prekurzorjev ergosterola (Valachovic in sod., 2001). V dvojni delecijski 
mutanti are1∆are2∆, ki raste normalno, je sinteza SE popolnoma zavrta, kar kaže na to, da 
sta Are1 in Are2 edina proteina, ki sodelujeta pri biosintezi SE pri kvasovki. V takšnih 
sevih je sterolna biosinteza zmanjšana, vendar je povišan nivo prostih sterolov (Zweytick 
in sod., 2000). Do zdaj opisano kaže na to, da sta sterolna biosinteza in nastanek SE 
povezana preko regulatornega mehanizma. Slednje podpira tudi ugotovitev, da je v dvojni 
mutanti are1∆are2∆ izražanje proteina Erg3, encima pomembnega za sintezo sterolov, 
zmanjšano in da je skvalenska epoksidaza Erg1 destabilizirana, kar vodi v zaustavitev 
sinteze sterolov (Arthington-Skaggs in sod.,1996; Sorger in sod., 2004). Tudi Arv1, protein 
za znotrajcelični in eksogeni transport sterolov, je nujno potreben v odsotnosti sterolne 
esterifikacije – delecija ARV1 v dvojni mutanti are1∆are2∆ je letalna (Tinkelenberg in 
sod., 2000). 

Cepitev SE na sterole in proste MK poteka s hidrolazami Tgl1, Yeh1 in Yeh2 (Koffel in 
sod., 2005; Mullner in sod., 2005). Protein Tgl1 in Yeh1 se nahajata v lipidnih kapljah, 
Yeh2 pa je pri standardnih pogojih na obrobju celice, najverjetneje na celični membrani. 
Mutanta tgl1∆yeh1∆yeh2∆ popolnoma izgubi zmožnost za razgradnjo SE, kar kaže na to, 
da so geni TGL1, YEH1 in YEH2 edini, ki v kvasovki kodirajo hidrolaze SE (Koffel in 
sod., 2005). V anaerobnih pogojih poteka razgradnja SE samo s pomočjo encima Yeh1. 
Drugi dve hidrolazi pa sta neaktivni (Koffel in Schneiter, 2006). Cikel esterifikacije prostih 
sterolov in hidroliza SE sta pomembni za ravnovesje prostega ergosterola (Wagner in sod., 
2009). 

2.4.3.2 Metabolizem triacilglicerolov  

TAG nastanejo s pomočjo aciltransferaz Dga1 in Lro1. Neposredni prekurzor za nastanek 
TAG je diacilglicerol (DAG), ki izhaja iz različni virov. Lahko nastane (1) z 
defosforilacijo de novo sintetizirane fosfatidne kisline, (2) z razgradnjo FL s fosfolipazami 
ali z (3) deacetilacijo TAG (Sl. 8) (Henry in sod., 2012). Nedavno so Kohlwein in sod. 
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(2010) prvotno opisani vlogi TAG kot založnih lipidov dodali še druge vloge. Opisali so 
vpletenost TAG pri metabolizmu železa, FL in SL, pri lipotoksičnosti in celičnem ciklu.  

Razgradnja TAG poteče z lipazami Tgl3, Tgl4 in Tgl5, ki se nahajajo v lipidnih kapljah 
oziroma so shranjene v endoplazemskem retiklu, če lipidnih kapelj ni (Athenstaedt in 
Daum, 2003, 2005; Schmidt in sod, 2013). Tudi Ayr1 deluje kot lipaza TAG (Ploier in 
sod., 2013). 

2.5 POMEN POZNAVANJA LIPIDNEGA METABOLIZMA KVASOVKE 
Saccharomyces cerevisiae 

Biosinteza in shranjevanje nepolarnih lipidov, kot so TAG in SE, sta zaradi napak v 
procesih, ki se pri človeku kažejo kot bolezni, v zadnjih desetletjih predmet vedno večih 
raziskav, med drugim tudi na modelnem organizmu S. cerevisiae (Koch in sod., 2014). 
Lipidi kvasovke so pomembni tudi z vidika biotehnologije. Zaradi dobro ohranjenih 
mehanizmov lipidnega mezabolizma med evkarionti so kvasovke pomeben sistem za 
biotehnološko produkcijo industrijsko in farmacevtsko pomembnih lipidnih molekul 
(Uemura, 2012). 

2.5.1 Lipidi in zdravje 

Lipidom v zadnjih desetletjih zaradi pomena za zdravje oziroma bolezen raziskovalci 
posvečajo vedno več pozornosti (Klug in Daum, 2014). Naraščanje deleža ljudi s 
prekomerno telesno težo in hkrati podaljševanje življenjske dobe postaja eden glavnih 
dejavnikov tveganja za razvoj z lipidi povezanih bolezni in tako velik zdravstveni problem 
današnjega časa. Metabolni sindrom, sladkorna bolezen in kardiovaskularne bolezni so 
postale problem tako za posameznika, kot tudi za družbo (Garbarino in Sturley., 2009). 
Prav zaradi tega je interes za poznavanje mehanizmov, ki neposredno povzročajo 
patologijo ali do nje posredno privedejo, velik. Drugačno delovanje celic ali/in organov 
zaradi motenj v homeostazi lipidov in lipidnem metabolizmu se prav tako kot pri bolezni, 
pogosto konča s celično smrtjo. Povezava med lipidi in celično smrtjo je kompleksna in 
najverjetneje zajema različne mehanizme, ki jih šele začenjamo razumevati. Lipotoksičnost 
se v splošnem nanaša na toksične posledice, ki jih povzroča nalaganje lipidov, pogosto je 
to nalaganje prostih MK v neadipoznih tkivih kot so trebušna slinavka, srce, ledvica, jetra 
in stene žil. (Unger in Orci, 2002; Schaffer, 2003; Brookheart in sod., 2009). 

Shranjevanje prostih MK v nevtralnih lipidih je učinkovita obramba pred lipotoksičnostjo 
(Listenberger in sod., 2003; Garbarino in Sturley, 2009). Presežne proste maščobne kisline 
pa naj bi povzročale celične disfunkcije, ki vodijo do indukcije apoptoze, poimenovane 
lipoapoptoza, ali pa do drugih tipov celične smrti kot je tudi nekroza (Navina in sod., 2011; 
Khan in sod., 2012). Celična smrt, sprožena s prostimi maščobnimi kislinami, naj bi bila 
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odgovorna za propad beta celic trebušne slinavke pri diabetesu tipa II. Polega tega pa 
proste MK vplivajo tudi na propadanje hepatocit, srčnih mišic in ledvičnih parenhimskih 
celic in tako vplivajo tudi na druga patološka stanja (Brookheart in sod., 2009). 

Garbarino in Sturley (2009) sta pokazala, da lipotoksičnosti ne povzročajo le proste MK, 
temveč tudi druge vrste lipidov. Celično smrt lahko v različnih celičnih kulturah povzroči 
prost holesterol ali oksidirani lipoproteini. Vedno več je dokazov, da pri boleznih, 
povezanih z lipidi, tudi SL, FL in kardiolipin vodijo do stresa in celične smrti (Schaffer, 
2003; Brookheart in sod., 2009; Garbarino in sod., 2009). Lipidni metabolizem, vključno z 
lipolizo in oksidacijo MK, mogoče prispeva k mehanizmom, ki so nepogrešljivi za 
preživetje celice. To so potreba po energiji, oskrba z metaboliti in njihovo nadomeščanje 
ter nenazadnje signaliziranje z lipidi (Zechner in sod., 2012). 
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3 METODE IN MATERIALI 

3.1 MATERIALI 

3.1.1 Laboratorijska oprema in potrošni material 

Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema in potrošni material ter proizvajalec materiala. 

Laboratorijska oprema Proizvajalec 
aluminijasta folija Magrit 
analitska tehtnica A&D Instruments 
aparatura za fotografiranje agaroznih gelov UVItec 
avtoklav Varioklav HP Medizintechnik 
avtoklavirni trak Steriking 
avtomatska pipeta (do 1000 µl, 200 µl, 20 µl, 1 µl) Gilson 
brezprašna komora MC 9-1, digestorij Iskra 
brizga (5 ml, 10 ml)  Dickinson and Company 
centrifuga 5415R, namizna centrifuga, multikanalna avtomatska pipeta Eppendorf 
centrifuga Rotina 380R Hettich Zentrifugen 
falkonke (do 15 ml, do 50 ml) TPP, Greiner Bio One 
filter Minisart z velikostjo por 0,2 µm, steklene kroglice Sigma-Aldrich 
filtrirni papir  
gorilnik s plinsko kartušo Campingaz 
hladilnik (4 °C) Gorenje 
inkubator za bakterije (37 °C) Binder 
izvor napetosti za agarozno gelsko elektroforezo  Consort 
kivete  Ratiolab 
konfokalni mikroskop Cell observer Zeiss 
ledomat Scotsman 
magnetno mešalo Variomag 
magnetno mešalo Rotamix S-10, tehtnica Tehtnica 
merilni valji (do 50 ml, 100 ml, 500 ml, 1 l), plastične posodice za tehtanje Isolab 
mikrovalovna pečica Daewoo 
naprava za verižno reakcijo s polimerazo PCR System 2720 Applied Biosystems 
nastavki za avtomatsko pipeto, mikrocentrifugirke 1,5 ml Biohit, Sarstedt 
nitrocelulozna membrana Serva 
papirnate brisače Premium 
parafilm Bemis 
pH meter Mettler 
pinceta Allgaier 
plastična folija Paclan 
rezervoar za dH2O Millipore 
rezervoar za MQ Progard 
rokavice Kimtech 
skalpel Medicon 
optični bralnik Epson 
spektrofotometer Pharmacia Biotech 
spektrofotometer NanoDrop s programsko opremo, kadička za elektroforezo 
na agaroznem gelu (velika/majhna) 

Thermo Scientific 
 

 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 1. Uporabljena laboratorijska oprema in potrošni material ter proizvajalec 
materiala. 

Laboratorijska oprema Proizvajalec 
spektrofotometer Sunrise, spektrofotometer Infinite M1000 Tecan 
stekelci (širina 0,75 mm) za AGE gel, glavniček za žepke v gelu, stojalo za 
strjevanje gela, kadička za AGE in WB, izvor napetosti za PAGE 
elektroforezo in WB, klešče za WB, gobice, aparatura za zajemanje signalov  
iz nitrocelulozne membrane pri WB 

BIO-RAD 

steklene pipete (do 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml), čaše (100 ml, 250 ml, 500 ml, 
1 l), stojalo za mikrocentrifugirke in falkonke, PCR mikrocentrifugirke, 
objektno stekelce, krovno stekelce, avtomatska pipeta accu-jetpro, 
mikrotitrska ploščica s 96 vdolbinicami (prozorna/črna) 

Brand 

steklovina: steklen triangel (spatula po Drigalskem), steklena epruveta s 
pokrovčkom, steklene petrijevke, steklenice s pokrovčkom, steklene 
erlenmajerice (100 ml, 200 ml, 2 l) 

Simax, Boral, IJS 

plastična kadička za kemikalije  
sterilne plastične petrijevke Golias 
stresalnik za kvasovke (30 °C) New Brunswick Scientific 
stresalnik za kvasovke (ST), orbitalni stresalnik CERTOMAT, stresalnik za 
bakterije (37 °C)  

B. Braun 

stresalnik/inkubator za kvasovke (30 °C) Memmert 
škatlica za nitrocelulozno membrano pri WB Perfect Western GenHunter 
termoblok CH-100 Bioer 
Transiluminator Visi-Blue UVP 
vibracijski mešalnik, centrifuga Combi-spin  Biosan 
zamrzovalnik (-20 °C) Liebherr 
zamrzovalnik (-80 °C) Heto 
žamet  
žličke za tehtanje Bochem 

3.1.2 Kemikalije 

Preglednica 2: Uporabljene kemikalije in proizvajalec kemikalij. 

Kemikalija Proizvajalec 
40 % poliakrilamid, D-(+) glukoza monohidrat, bromfenol modro, inozitol, fenol Fluka 
absolutni etanol Carlo Erba 
agar, Tween 20, β-merkaptoetanol, pepton, kvasni ekstrakt, agaroza, DMSO, MES, 
litijev acetat, kalijev acetat, kloroform, LiCl, MgCl2, amonijev persulfat, Nile Red,  

Sigma 

aminokisline: adenin, alanin, asparagin, aspartat, cistein, glutamin, glutamat, glicin, 
inozitol, izolevcin, levcin, metionin, fenilalanin, prolin, serin, treonin, triptofan, 
tirozin, uracil, valin, histidin 

 

Coomassie modro, natrijev acetat Kemika 
CSM mešanica aminokislin (brez Ura ali brez Leu), YNB brez aminokislin in z 
amonijevim sulfatom 

Formedium 

D-(+)-galaktoza, izopropanol, MgSO4, natrijev klorid, ksilen modro, formamid, ss-
DNA (2mg/ml) 

Sigma-Aldrich 

dH2O, MQ IJS 
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), RNaseZap® Thermo Scientific 
EDTA, glicin, Tris, SDS, TEMED, PEG 3350 Serva 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 2. Uporabljene kemikalije navedene skupaj s proizvajalcem. 

Kemikalija Proizvajalec 
glicerol, NaOH AppliChem 
metanol, trikloro-ocetna kislina, urea, oleinska kislina Merck 
nanašalni pufer SYBRSafe DNA gel strain Invitrogen 
ocetna kislina, klorovodikova kislina J. T. Baker 
posneto mleko v prahu Pomurske mlekarne 
reakcijski pufer Q5, ligacijski pufer T4 Bio Labs 
reakcijski pufer Taq, restrikcijski pufer Fast Digest, 6x nanašalni pufer  Fermentas 
substrat za WB Lumi-LightPLUS Roche 
tekoči dušik Messer 
varikina Šampionka 

3.1.3 Raztopine in pufri 

Preglednica 3: Raztopine in pufri uporabljeni v magistrskem delu. 

Raztopina/pufer Sestavine 
1 % agarozni gel 1 g agaroza, do 100 ml 1x TAE pufer, 10 µl SYBR Safe  
10x SDS 30,3 g Tris, 144 g glicin, 10 g SDS 
10x TBS 60,6 g Tris, 87,66 g NaCl, dH2O do 1 l (pH 7,6) 
10x Towbin Western 30,3 g Tris, 144 g glicin, 100 ml 10 % SDS, dH2O do 1 l 

(pH 7,6) 
12 % ločevalni gel za urea-PAGE 12,6 g urea (7 M), 9 ml 40 % poliakrilamid, 3 ml 5x pufer 

TBE in MQ do 30 ml, pred ulitjem smo dodali še 10 % 
APS (75 µl) in TEMED (7,5 µl) 

12 % ločevalni gel za urea-PAGE-APM 12,6 g urea (7 M), 9 ml 40 % poliakrilamida, 3 ml 5x pufra 
TBE in MQ do 30 ml, tik pred ulitjem smo dodali še 10 % 
APS (75 µl) in TEMED (7,5 µl), APM 10 µg/ml 

12,5 % ločevalni gel za NaDS-PAGE za 15 ml: 4,688 ml 40 % poliakrilamid, 6,338 ml MQ, 3,75 
ml 1,5 M Tris (pH 8,8) in 150 µl 10 % SDS, pred ulitjem 
smo dodali še 10 % APS (75 µl) in TEMED (7,5 µl) 

1x pufer Towbin Western 100 ml 10x Towbin Western, 200 ml metanol, dH2O do 1 l 
1x TAE 2 M Tris, 17,5 mM CH3COOH, 5 mM EDTA, dH2O 
1x TBS 100 ml 10x TBS, 900 ml dH2O 
1x TBST 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20 
2x nanašalni pufer za urea-PAGE-APM  0,01 % SDS, 0,01 % bromfenol modro, 0,005 % ksilen 

modro, 0,05 mM EDTA, 47,5 % formamid 
4 % nanašalni gel za NaDS-PAGE za 5 ml: 500 µl 40 % poliakrilamid, 3,175 ml MQ, 1,250 

ml 0,5 M Tris (pH 6,8) in 50 µl10 % SDS, tik pred ulitjem 
smo dodali še 10 % APS (25 µl) in TEMED (5 µl) 

4 % nanašalni gel za urea-PAGE-APM 6,3 g urea, 1,5 ml 40 % poliakrilamid, 1,5 ml 5x pufer TBE 
in MQ do 15 ml, tik pred razlitjem smo dodali 10 % APS 
(75 µl) in TEMED (7,5 µl) 

4x redukcijski nanašalni pufer za NaDS-
PAGE 

1,25 ml 0,5 M Tris (pH 6,8), 0,25 ml MQ, 2 ml glicerol, 1 
ml 10 % SDS, 0,5 ml DTT (0,1543 g/0,5 ml), bromfenol 
modro  

50x TAE pufer za  AGE 
 
Coomassie modro 

242 g Tris, 17,5 mM CH3COOH, 5 mM EDTA, dH2O do 
1000 ml (pH 8,0) 
raztopljene tablete Coomassie modro in 20 % ocetna 
kislina v razmerju 1:1 

 Se nadajuje 
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Nadaljevanje preglednice 3. Raztopine in pufri uporabljeni v magistrskem delu. 

Raztopina/pufer Sestavine 
elektroforezni pufer 1x SDS 100 ml 10x SDS, 900 ml dH2O 
nanašalni pufer za NaDS-PAGE 1ml 1x SDS pufra (60 mM Tris (pH 6,8), 3 % SDS, 10 % 

glicerol, 0,05 % Bromfenol modro), 50 µl β-
merkaptoetanol, 100 µl 1M Tris (pH 8) 

pufer AEMgCl2  50 mM natrijev acetat, 10 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA 
pufer AEMgCl2 (solni) 50 mM natrijev acetat, 10 mM MgCl2, 0,1 mM EDTA, 150 

mM NaCl 
pufer za blokiranje (WB) 5 % posneto mleko v prahu v TBST 
pufer za izolacije genomske DNA iz kvasovk 1 % SDS, 0,2 M litijev acetat 
pufer za razbijanje kvasnih  celic  0,2 M NaOH, 0,2 % β-merkaptoetanol 
raztopina s primarnimi protitelesi (WB) 2 % posneto mleko v prahu v TBST, primarna protitelesa 

(redčitev 1:1000) 
raztopina s sekundarnimi protitelesi (WB) 
 

5 % posneto mleko v prahu v TBST, sekundarna 
protitelesa (redčitev: 1:10000) 

raztopina za razbarvanje gela (NaDS-PAGE) 30 % etanol, 10 % ocetna kislina 
zmes dNTP za reakcijo PCR 10 mM dATP, 10 mM dGTP, 10 mM dCTP, 10 mM dTTP 

3.1.4 Komercialni kompleti reagentov 

Preglednica 4: Uporabljeni komercialno dostopni kompleti reagentov in njihov proizvajalec. 

Ime kompleta Uporaba Proizvajalec 
Pierce 660nm Protein Assay Kit Določanje koncentracije proteinov. Thermo Scientific 
QIAprep Spin Miniprep Kit Izolacija plazmida iz bakterij in kvasovk. QIAGEN 
QIAquick Gel Extraction Kit Izolacija DNA iz agaroznega gela. QIAGEN 
QIAquick PCR purification Kit Čiščenje produkta restrikcije. QIAGEN 

3.1.5 Plazmidni vektorji 

Preglednica 5: Uporabljeni plazmidni vektorji. 

Plazmid Opombe in vir 
pABY1653 Izhaja iz pRS425. Vključek: tEUUC-tKUUU-tQUUG. LEU2 avksotrofni označevalec za 

selekcijo. Vir: Univerza Umea, Švedska 
pABY525 Izhaja iz pRS425. Prazen vektor za kontrolo. LEU2 avksotrofni označevalec za 

selekcijo. Vir: Univerza Umea, Švedska 
pAG25 Vsebuje rezistenčno kaseto natMX (gen NAT1 iz Streptomyces noursei, ki kodira 

nourseotricin N-acetil-transferazo) za odpornost proti antibiotiku nourseotricinu 
(clonNAT). Vir: IJS. 

pAG25-GAL1pr-TST 
 

Izhaja iz pAG25 in ima v restrikcijsko mesto SalI vstavljeno kaseto GAL1pr-TST. 
Vir: konstruirali sami. 

pCAU Izhaja iz pCAUG in ima inaktiviran zapis za izražanje GFP med dvema SphI 
restrikcijskima mestoma. URA3 avksotrofni označevalec za selekcijo. Vir: IJS 

pCAU-TST Izhaja iz plazmida pCAU. Med mesti EcoRI in HindIII ima vstavljen zapis za TST. 
Plazmid smo konstruirali s homologno rekombinacijo. URA3 avksotrofni 
označevalec za selekcijo. Vir: konstruirali sami. 

 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 5. Uporabljeni plazmidni vektorji. 

Plazmid Opombe in vir 
pCAU-TUM1 Izhaja iz plazmida pCAU. Med mesti EcoRI in HindIII oziroma pred ADH1 

promotor ima vstavljen zapis za TUM1. Plazmid je konstruiran s homologno 
rekombinacijo. URA3 avksotrofni označevalec za selekcijo. Vir: IJS 

pRD53 Izhaja iz plazmida pRS316 in ima med mesti SpeI in BamHI vstavljen inducibilni 
promotor gena GAL1. URA3 avksotrofni označevalec za selekcijo. Vir: IJS. 

pRD53-TST Izhaja iz pRD53 in ima v BamHI restrikcijsko mesto vstavljen TST. Vir: konstruirali 
sami. 

pSH47 Vsebuje zapis za Cre rekombinazo, ki se nahaja za inducibilnim GAL1 
promotorjem. URA3 avksotrofni označevalec za selekcijo. Vir: IJS. 

3.1.6 Genski zapisi 

Preglednica 6: Uporabljeni genski zapisi. 

Ime Opis in vir 
TST cDNA mišjega gena TST (Gene ID: 22117) Vir: prof. dr. Simon Horvat, Kemijski 

inštitut, Ljubljana. 
KanMX Zapis za odpornost proti antibiotiku G418. Zapis KanMX, ki vsebuje tudi lox 

restrikcijski mesti, izhaja iz plazmida pYGFPgN. Vir: IJS. 

3.1.7 Encimi 

Preglednica 7: Uporabljeni encimi. 

Encim Proizvajalec 
Ligaza T4 Thermo Scientific 
Q5 Hot Start High-fidelity DNA polimeraza Bio Labs 
Taq DNA polimeraza Thermo Scientific 
SalI FastDigest Fermentas 
SfiI Fermentas 
HindIII FastDigest Fermentas 
XbaI FastDigest Fermentas 
XhoI Fast Digest Fermentas 

3.1.8 Začetni oligonukleotidi 

Pri magistrskem delu smo uporabili naslednje začetne oligonukleotide: TST_A_F, 
TST_A_R, UP_KanMX_F, DN_KanMX_R, TST_B_F, TUM1_del_rev, 
Nov_TUM1_k_R, j_KanMX_F, Nov_TUM1_k_F, j_KanMX_R, Nov_TUM1_k_R, 
01_mTst.F, 01_mTst.R, 02_mTst.F, 02_mTst.R, TST_pRD53_F, TST_pRD53_R, 
GALpr_TST_F, GALpr_TST_R, I_GAL_R, I_GAL_UNI_L, K_GAL_L, K_GAL_R, 
PR_I_ZA_L, PR_I_ZA_R, PR_I_PRED_L, PR_I_PRE_R. 

Oligonukleotidi so natančneje opisani v Prilogah (Pregl. A). 
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3.1.9 Organizmi 

3.1.9.1 Sevi kvasovk 

Preglednica 8: Uporabljeni sevi kvasovk. 

Sev Genotip Vir 
Sev divjega tipa BY4741  MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆ ura3∆0 Euroscarf 
BY4741 [pCAU]  Konstruirali sami 
BY4741 [pCAU-TUM1]  IJS 
BY4741 [pCAU-TST]  Konstruirali sami 
BY4741 [pABY525]  Konstruirali sami 
BY4741 [pABY1653]  Konstruirali sami 
BY4741 tum1∆ MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆ ura3∆0 tum1∆ IJS 
BY4741 tum1Δ::TST MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆ ura3∆0 TST Konstruirali sami 
BY4741 tum1Δ mfa1Δ 
::GAL1pr-TST-NatMX 

MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆ ura3∆0 tum1∆ mfa1Δ Konstruirali sami 

BY4741 tum1∆ [pCAU]  Konstruirali sami 
BY4741 tum1∆ [pCAU-TUM1]  Konstruirali sami 
BY4741 tum1∆ [pCAU-TST]  Konstruirali sami 
BY4741 tum1Δ [pABY525]  Konstruirali sami 
BY4741 tum1Δ [pABY1653]  Konstruirali sami 
BY4741 uba4Δ BY4741 MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ 

uba4∆::KanR CAN1 LYP1 
Euroscarf-ova 
zbirka SKO 

BY4741 ncs2∆ BY4741 MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ 
ncs2∆::KanR CAN1 LYP1 

Euroscarf-ova 
zbirka SKO 

BY4741 ncs6∆ BY4741 MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ 
ncs6∆::KanR CAN1 LYP1 

Euroscarf-ova 
zbirka SKO 

BY4741 uba4Δ [pABY525]  Konstruirali sami 
BY4741 uba4Δ [pABY1653]  Konstruirali sami 
BY4741 urm1∆ BY4741 MATa his3Δ leu2Δ ura3Δ met15Δ 

urm1∆::KanR CAN1 LYP1 
Euroscarf-ova 
zbirka SKO 

BY4743 MATa/α his3Δ1/his3Δ1 leu2Δ0/leu2Δ0 LYS2/lys2Δ0 
met15Δ0/MET15 ura3Δ0/ura3Δ0 

Euroscarf 

BY4743 [pCAU]  Konstruirali sami 
BY4743 [pCAU-TUM1]  Konstruirali sami 
BY4743 [pCAU-TST]  Konstruirali sami 
BY4743 [pABY525]  Konstruirali sami 
BY4743  [pABY1653]  Konstruirali sami 
Y22507 BY4743 MAT a/α his3∆1/his3∆1 leu2∆0/leu2∆0 

lys2∆0/LYS2 MET15/met15∆0 ura3∆0/ura3∆0 
YOR251c:: kanMX4/YOR251c 

Euroscarf 
 

Y22507 [pCAU]  Konstruirali sami 
Y22507 [pCAU-TUM1]  Konstruirali sami 
Y22507 [pCAU-TST]  Konstruirali sami 
Y22507 [pABY525]  Konstruirali sami 
Y22507 [pABY1653]  Konstruirali sami 
Y32507  BY4743 MAT a/α his3∆1/his3∆1 leu2∆0/leu2∆0 

lys2∆0/LYS2 MET15/met15∆0 ura3∆0/ura3∆0 
YOR251c::kanMX4/YOR251c::kanMX4 

Euroscarf 

  Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 8. Uporabljeni kvasni sevi. 

Sev Genotip Vir 
Y32507 [pCAU]  Konstruirali sami 
Y32507 [pCAU-TUM1]  Konstruirali sami 
Y32507[pCAU-TST]  Konstruirali sami 
Y32507 [pABY525]  Konstruirali sami 
Y32507 [pABY1653]  Konstruirali sami 
 

3.1.9.2 Bakterijski sevi 

Preglednica 9: Uporabljeni bakterijski sevi. 

Sev Genotip Vir 
DH5α F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 

Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK
- mK

+), λ– 
IJS 

One Shot Top 10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG 
recA1araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ- 

Invitrogen 

3.1.10 Elektroforezni standardi 

Preglednica 10: Uporabljeni elektroforezni standardi. 

Elektroforezni standard Proizvajalec 
DNA standard Gene Ruler 1 kbp DNA Ladder Fermentas 
PageRuler Unstained Protein Ladder Fermentas 
PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa Thermo Scientific 

3.1.11 Gojišča 

3.1.11.1 Gojišča za kvasovke 

Preglednica 11: Uporabljena gojišča za rast kvasovk. 

Ime gojišča Sestava 
Trdno YPD gojišče Kvasni ekstrakt (10 g/l), pepton (20 g/l), agar (20 g/l), glukoza (20 g/l), 

dH2O do 1 l.  
Tekoče YPD gojišče Tekoče YPD gojišče ne vsebuje agarja. Vse druge sestavine so enake kot 

pri trdnem YPD.  
Tekoče YP-Gal 2x YPD (brez glukoze), 2 % galaktoza, dH2O. 
Trdno YNB-ura gojišče YNB brez AK in z AS (6,7 g/l), CSM brez Ura (0,67 g/l), glukoza (20 g/l), 

agar (20 g/l), MQ do 1 l. 
Tekoče YNB-ura gojišče Tekoče YNB-ura gojišče ne vsebuje agarja. Vse druge sestavine so enake 

kot pri trdnem YNB-ura. 
Trdno oleatno gojišče  YNB brez AK in brez AS (6,7 g/l), 100 ml CSM (0,67 g/l), dopolnimo z 

MQ do 1 l. Po avtoklaviranju 200 ml osnove dodamo 200 µl sterilne 
oleinske kisline, 4 ml detergenta in 4 ml MES. 

Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 11. Uporabljena gojišča za rast kvasovk. 

Ime gojišča Sestava 
Tekoče YNB-leu gojišče Tekoče YNB-leu gojišče ne vsebuje agarja. Vse druge sestavine so enake 

kot pri trdnem YNB-leu. 
Trdno YNB-leu gojišče YNB brez AK in z AS (6,7 g/l), CSM brez Leu (0,67 g/l), glukoza (20 g/l), 

agar (20 g/l), MQ do 1 l. 
Tekoče gojišče-G418 Gojišču pred uporabo dodamo 0,6 mg/ml antibiotika G418.  
Trdno gojišče-G418 Tik pred ulitjem plošč gojišču dodamo 0,6 mg/ml antibiotika G418 
Tekoče gojišče-clonNAT Gojišču pred uporabo dodamo 0,1 mg/ml antibiotika clonNAT. 
Trdno gojišče-clonNAT Tik pred ulitjem plošč gojišču dodamo 0,1 mg/ml antibiotika clonNAT. 
Minimalni medij NR Glukoza (20 g/l), YNB brez AK in z AS (6,7 g/l), CSM brez Ura (0,67 g/l), 

mešanica AK (2 g/l), inozitol (8 mg/l) in MES (20 mM). Opomba: končna 
koncentracija inozitola je 10 mg/l, ker sta 2 mg že v YNB.   

 

3.1.11.2 Gojišča za bakterije 

Preglednica 12: Uporabljena gojišča za rast bakterij. 

Ime gojišča Sestava 
Trdno LB gojišče Tripton (10 g/l), kvasni ekstrakt (5 g/l), NaCl (10 g/l), agar (15 g/l), dH2O do 1 l 
Tekoče LB gojišče Tekoče LB gojišče ne vsebuje agarja. Vse druge sestavine so enake kot pri 

trdnem LB. 
Tekoče LBA gojišče Gojišču pred uporabo dodamo 0,2 mg/ml antibiotika ampicilina. 
Trdno LBA gojišče Tik pred ulitjem plošč (50 °C) gojišču dodamo 0,2 mg/ml antibiotika ampicilina. 

3.1.12 Protitelesa 

Preglednica 13: Uporabljena protitelesa. 

Protitelo Proizvajalec 
Primarna protitelesa Anti-TST [EPR1164G(B)] RabMAb 
Sekundarna protitelesa Goat Anti-rabbit pod [111-035-003] Jackson Immunoresearch 

3.1.13 Homogenati 

Preglednica 14: Uporabljeni homogenati. 

Homogenat Vir 
mišja jetra prof. dr. Simon Horvat, Kemijski inštitut, Ljubljana 
mišje maščevje prof. dr. Simon Horvat, Kemijski inštitut, Ljubljana 

3.1.14 Antibiotiki 

Preglednica 15: Uporabljeni antibiotiki 

Antibiotik Proizvajalec 
Ampicilin Sigma 
 Se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 15. Uporabljeni antibiotiki. 

Antibiotik Proizvajalec 
geneticin G418 disulfat (KanMX) Formedium 
nourseotricin-clonNAT (NatMX) Werner 

3.1.15 Računalniški programi 

Preglednica 16: Uporabljeni računalniški programi. 

Ime programa Namen uporabe 
ApE Sestavljanje genskih zapisov in plazmidov in situ, izdelava 

restriskcijskih map. 
Excel Urejanje in statistična obdelava podatkov. 
Word Pisanje magistrskega dela. 
UVIPhoto Programska oprema za slikanje gelov. 
ChemiDoc MP Imaging System Programska oprema za slikanje nitroceluloznih membran. 
Tecan Infinite M Programska oprema za določanje koncentracije proteinov. 

3.2 METODE 

3.2.1 Sterilizacija steklovine, gojišč in raztopin 

Material za sterilno delo (nastavki za avtomatske pipete, mikrocentrifugirke, merilni valji 
in druga oprema) in vsa gojišča smo sterilizirali v avtoklavu z vlažno toploto (121 °C, 20 
min). Prav tako smo v avtoklavu z vlažno toploto sterilizirali odpadke (134 °C, 15 min).  

Opremo za izolacijo tRNA smo suho sterilizirali (3 h pri 180 °C). 

Temperaturno občutljive snovi smo sterilizirali s pomočjo filtra s premerom por 0,2 µm 
(Sigma-Aldrich). 

3.2.2 Priprava gojišč 

3.2.2.1 Gojišča za rast bakterij 

Različna tekoča in trdna gojišča za rast bakterij smo pripravili iz sestavin, ki so opisane v 
Preglednici 12. Pred uporabo smo gojišča sterilizirali v avtoklavu z vlažno toploto (20 
minut, 121 °C, 1,2 bar), potem pa smo jih do uporabe hranili na sobni temperaturi. Tekoče 
ali trdno gojišče LBA smo pripravili tako, da smo gojišču LB po avtoklaviranju in 
ohladitvi na 50 °C dodali antibiotik ampicilin (končna koncentracija v gojišču je 0,1 
mg/ml).  
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3.2.2.2 Gojišča za rast kvasovk 

Različna tekoča in trdna gojišča za rast kvasovk smo pripravili iz sestavin, ki so opisane v 
Preglednici 11. Sterilizirali smo jih v avtoklavu z vlažno toploto (20 minut, 121 °C, 1,2 
bar). Po avtoklaviranju smo s pomočjo mešanja z magnetnim mešalom gojišča ohladili do 
50 °C, jim po potrebi dodali ustrezne antibiotike (G418 v končni koncentraciji 0,4 mg/ml, 
clonNAT v končni koncentraciji 0,1 mg/ml) in razlili v plošče. Tekoča gojišča smo do 
uporabe hranili na sobni temperaturi. 

Osnovo za posebno mimimalno gojišče za metodo Nile red smo pripravili iz glukoze (20 
g/l), YNB brez AK in z AS (6,7 g/l), CSM brez Ura (0,67 g/l) in mešanice AK (2 g/l). Po 
avtoklaviranju smo osnovi dodali še dve sterilni komponenti: inozitol (končna 
koncentracija 8 mg/l) in MES (končna koncentracija 20 mM). Ker YNB že vsebuje 
inozitol, je bila končna koncentracija inozitola v gojišču 10 mg/l.   

3.2.3 Delo z bakterijami 

3.2.3.1 Gojenje in vzdrževanje bakterijskih celic 

Bakterijske celice smo gojili na trdnem gojišču LB v inkubatorju pri 37 °C ali v tekočem 
gojišču LB v stresalniku pri 37 °C in 250 rpm. Za selekcijo bakterijskih sevov smo gojišču 
LB dodali antibiotik ampicilin. 

Za kratek čas smo plošče z bakterijskimi kulturami shranjevali pri 4 °C. Trajno smo 
bakterijske kulture, tako kot kvasovke, shranjevali v 25 % glicerolu pri -80 °C. 

3.2.4 Delo s kvasovkami 

3.2.4.1 Gojenje in vzdrževanje kvasne kulture 

Kvasovke smo namnožili v tekočem ali na trdnem gojišču YPD, v minimalnem gojišču z 
dodanimi ustreznimi aminokislinami in glukozo kot glavnim virom ogljika ali v drugem 
selekcijskem gojišču z dodanimi antibiotiki pri 30 °C.  

Prekonočno kulturo smo pripravili tako, da smo s pomočjo sterilnega nastavka za 
avtomatsko pipeto nacepili kvasovke iz trdnega gojišča v tekoče gojišče YPD ali v drugo 
selekcijsko gojišče. Inkubirali smo jo v stresalniku (250 rpm) preko noči pri 30 °C. 

Kvasovke smo za kratek čas shranjevali na trdnih gojiščih pri 4 °C in jih ohranjali s 
precepljanjem na sveže plošče. Trajno smo seve hranili pri -80 °C. Seve za trajno hranjenje 
smo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirki sterilno zmešali 650 µl 50 % glicerola in 
350 µl prekonočne kulture seva kvasovke. Ko smo želeli uporabiti seve, zamrznjene pri -
80 °C, smo jih najprej s pomočjo sterilnega nastavka za avtomatsko pipeto prenesli na 
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sveže trdno gojišče in tako preverili viabilnost kvasnih celic, potem pa jih namnožili v 
tekočem gojišču.  

Vzorec za pošiljanje po pošti smo pripravili v mikrocentrifugirki iz 10 µl prekonočne 
kulture kvasovk in 100 µl svežega ustreznega gojišča. Mikrocentrifugirko smo ovili s 
parafilmom. 

3.2.4.2 Merjenje optične gostote kvasne kulture 

V kiveti smo pripravili 1 ml vzorca kvasne kulture. Za posamezne vzorce smo pred 
meritvami naredili kalibracijo. Po potrebi smo vzorec redčili in pri meritvah upoštevali 
faktor redčenja. Optično gostoto (OD) smo merili pri 600 nm. 

3.2.4.3 Meritev hitrosti rasti kvasnih celic ali izdelava rastnih krivulj  

Na mikrotitrni plošči smo pripravili prekonočne kulture sevov, ki so nas zanimali. To smo 
naredili tako, da smo v 200 µl gojišča v posameznem jamici na plošči, nacepili posamezen 
sev in inkubirali na 30 °C preko noči. Drugi dan smo v novo sterilno mikrotitrno ploščo 
dali 198 µl svežega gojišča in 2 µl prekonočne kulture posameznega seva. Po obeh korakih 
smo ploščo prekrili z membrano. Membrana dopušča izmenjavo plinov, hkrati pa vzdržuje 
sterilno okolje v mikrotitrni ploščici. 

Za izdelavo rastnih krivulj smo uporabili spektrofotometer s pripadajočo programsko 
opremo in program Excel. Meritve smo izvajali pri 30 °C, skrajni temperaturi za rast sta 
bili 29 °C in 31 °C. Število ciklov merjenja se je razlikovalo, spreminjali smo ga glede na 
pričakovano hitrost rasti sevov. Časovni interval za meritve je bil 121 s. Absorbanco smo 
merili pri 595 nm.  

3.2.4.4 Preverjanje uspešnosti rasti sevov kvasovk na trdnem gojišču z oleatom 

Najprej smo naredili prekonočne kulture preverjanih sevov v gojišču YPD. Naslednji dan 
smo vse kulture redčili do OD600=0,01. Tako razredčene kulture v končnem volumnu 10 
ml (YPD gojišča in prekonočna kultura) smo v erlenmajericah stresali 14 h pri 30 °C in 
250 rpm. Po inkubaciji smo kulture kvasnih celic centrifugirali za 5 min pri 4400 rpm na 
sobni temperaturi, odstranili gojišče in nato še dvakrat sprali s sterilno vodo. Celice smo s 
sterilno vodo razredčili na OD600=1 (končni volumen 10 ml). Naredili smo štiri redčitve: 
10-1, 10-2, 10-3, 10-4. Na trdno gojišče smo nanesli 3 µl za vsako od štirih redčitev  
posameznega seva. Ustrezne redčitve kvasnih celic smo hkrati nanesli na gojišče YPD 
(kontrola) in oleatno gojišče. Priprava in sestava oleatnega gojišča je opisana v poglavju 
3.2.1. Rezultate smo zabeležili s fotoaparatom. 
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3.2.5 Osnovne metode molekulskega kloniranja 

V nadaljevanju so natančno opisane metode molekulskega kloniranja, s katerimi smo 
pripravili genske konstrukte, uporabljene v magistrskem delu. 

3.2.5.1 Izolacija genomske DNA iz kvasovk 

Genomsko DNA smo iz kvasovk izolirali po prilagojenem protokolu Looke in sod. (2011). 
Kvasno kolonijo smo ob sterilnih pogojih prenesli v mikrocentrifugirko s 200 µl pufra (1 
% SDS in 0,2 M litijev acetat), jo resuspendirali ter nato za 5 min inkubirali pri 70 °C. 
Dodali smo 300 µl ohlajenega absolutnega etanola in vsebino v mikrocentrifugirki 
premešali s pomočjo vibracijskega mešalnika. Sledilo je 3-minutno centrifugiranje v 
namizni centrifugi pri 1420 rpm. Odstranili smo supernatant in pelet sprali s 500 µl 70 % 
etanola. Spran pelet smo raztopili v 100 µl MQ in centrifugirali za 15 s. Iz zgornjega dela 
supernatanta smo previdno odpipetirali 40 µl. Slednje je predstavljal naš vzorec genomske 
DNA iz kvasovke, ki smo ga uporabili kot matrično DNA za verižno reakcijo s 
polimerazo. 

3.2.5.2 Izolacija plazmidne DNA iz kvasovk  

Za izolacijo smo uporabili komercialni komplet reagentov QIAquick® Spin MiniPrep Kit 
(QIAGEN). Navodila proizvajalca smo prilagodili za izolacijo plazmidne DNA iz kvasovk. 

5 ml prekonočne kulture seva kvasovke smo prelili v falkonko in centrifugirali (4 °C, 4400 
rpm, 10 min), nato smo odlili supernatant in celice resuspendirali v 1 ml sterilne MQ ter 
vse prenesli v mikrocentrifugirko. Celice v mikrocentifugirki smo še enkrat centrifugirali 
(1420 rpm, 5 min) in resuspendirali v 250 µl pufra P1 in nato prenesli v vialo s 
pokrovčkom na navoj. Pomembno je bilo, da smo vsebino v vialah dobro resuspendirali, da 
ni bilo videti delcev. Dodali smo 300 µl s HCl spranih steklenih kroglic in 10 minut mešali 
na vibracijskem mešalniku pri maksimalni moči na sobni temperaturi. Dodali smo 250 µl 
pufra P2, ponovno mešali na vibracijskem mešalniku na sobni temperaturi za 2 minuti pri 
maksimalni moči in nato inkubirali 5 minut na ledu. Nadaljevali smo po navodilih 
proizvajalca od točke 3 do točke 10. DNA smo eluirali v 80 µl MQ, predhodno segrete na 
60° C, inkubirali 3 min na sobni temperaturi in centrifugirali (1420 rpm, 1 min). DNA smo 
oborili z absolutnim etanolom tako, da je bila končna koncentracija etanola 70 %.  DNA 
smo inkubirali preko noči na -20 °C, naslednji dan pa centrifugirali (1420 rpm, 4 °C, 5 
min) in odstranili etanol. Po sušenju mikrocentrifugirke ob ognju smo DNA raztopili v 
minimalnem volumnu MQ. 

3.2.5.3 Izolacija plazmidne DNA iz bakterij 

Za izolacijo smo uporabili komercialni komplet reagentov QIAquick® Spin MiniPrep Kit 
(QIAGEN) in sledili navodilom proizvajalca. DNA smo eluirali s 35 µl MQ.  
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3.2.5.4 Določanje koncentracije DNA 

Koncentracijo in kakovost DNA smo določili s spektrofotometrom NanoDrop. Na 
spektrofotometer NanoDrop smo nanesli 1 µl vzorca DNA in izmerili absorbanco pri 
valovni dolžini 260 nm. Iz absorbance pri 260 nm smo določili koncentracijo DNA vzorca. 
Iz razmerja med absorbancama pri 260 nm in 280 nm pa smo ocenili čistost vzorca. 
Nadalje smo uporabili le vzorce DNA, ki so imeli razmerje 260/280 večje od 1,8. Za 
kalibracijo smo uporabili MQ ali TE pufer, odvisno od tega, v čem smo eluirali DNA. 
Aparaturo smo očistili z MQ. 

3.2.5.5 Pomnoževanje DNA z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) 

Z metodo PCR smo pomnožili fragmente DNA, ki so nam služili za kloniranje ali za 
preverjanje sevov oziroma preverjanje uspešnosti kloniranja. Pri posameznih reakcijah 
PCR smo uporabili specifične kombinacije začetnih oligonukleotidov, ki so navedeni v 
poglavju Materiali in natančneje opisani v prilogah. 

Uporabili smo dve vrsti polimeraz: polimerazo Q5 Hot Start High-Fidelity (New England 
Biolabs) in polimerazo Taq (New England Biolabs). Polimerazo Q5 smo uporabili za 
pomnoževanje fragmentov, ki smo jih kasneje uporabili za kloniranje, polimerazo Taq pa 
za kontrolne reakcije PCR. Količine posameznih komponent ter časovni in temperaturni 
profil reakcije PCR so odvisni od vrste polimeraze, ki smo jo uporabili (Pregl. 17-20). 

Preglednica 17: Reakcijska zmes za verižno reakcijo z DNA polimerazo Q5. 

Komponenta Založna koncentracija Volumen (µl) 
Matrična DNA Različna 2,5 

Začetni oligonukleotid F 10 µM 1,25 
Začetni oligonukleotid R 10 µM 1,25 

Reakcijski pufer za Q5 polimerazo 5x 5 
dNTP 1,25 mM 4 
DMSO  1,25 

Polimeraza Q5 Hot Start High-Fidelity 1x 0,25 
MQ  9,5 

Skupni volumen  25 
 

Preglednica 18: Temperaturni in časovni profil verižne reakcije z DNA polimerazo Q5. 

Stopnja  Temperatura Čas 
Začetna denaturacija  98 °C 30 s 

35 ciklov 1. Denaturacija 
2. Prileganje začetnih oligonukleotidov 
3. Podaljševanje 

98 °C 
Tm – 5 °C 

72 °C 

10 s 
30 s 

2 kbp/min 
Končno podaljševanje  72 °C 2 min 

Konec  4 °C ∞ 
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Preglednica 19: Reakcijska zmes za verižno reakcijo z DNA polimerazo Taq. 

Komponenta Založna koncentracija Volumen (µl) 
Matrična DNA Različna 2,5 

Začetni oligonukleotid F 10 µM 0,4 
Začetni oligonukleotid R 10 µM 0,4 

Reakcijski pufer za Taq polimerazo 1x 2 
MgCl2 25 mM 1,6 
dNTP 1,25 mM 1,6 
DMSO  1 

Polimeraza Q5 Hot Start High-Fidelity 1x 0,2 
MQ  10,3 

Skupni volumen  20 
 

Preglednica 20: Temperaturni in časovni profil verižne reakcije z DNA polimerazo Taq. 

Stopnja  Temperatura Čas 
Začetna denaturacija  95 °C 5 min 

35 ciklov 1. Denaturacija 
2. Prileganje začetnih oligonukleotidov 
3. Podaljševanje 

95 °C 
Tm – 5 °C 

72 °C 

30 s 
30 s 

1 kbp/min 
Končno podaljševanje  72 °C 10 min 

Konec  4 °C ∞ 
 

3.2.5.6 Agarozna gelska elektroforeza (AGE) 

Uspešnost reakcije PCR in uspešnost restrikcije fragmentov DNA in plazmidnih vektorjev 
smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo (AGE). Z njo smo po velikosti ločevali 
fragmente DNA na agaroznem gelu. Po detekciji DNA in primerjavi s standardi, smo lahko 
sklepali tudi na koncentracijo DNA v vzorcu. Pripravili smo 1 % agarozni gel, v 1x pufru 
TAE z 1x barvilom SYBRSafe ter ga razlili v kadičko za elektroforezo. Pred nanosom na 
gel smo vsakemu vzorcu dodali 6x nanašalni pufer (končna koncentracija nanašalnega 
pufra je 1x). Kot standard smo uporabili lestvico GeneRulerTM 1 kbp DNA Ladder. 
Količina vzorca, ki smo jo nanašali v žepke, je bila odvisna od predvidene koncentracije 
DNA v vzorcu (od 2-7 µl pri detekciji, do 25 µl pri izolaciji DNA iz gela).  Elektroforeza 
je potekala v 1x TAE pufru od 30 min do 2 uri pri konstantni napetosti 90-120 V. Gel smo 
si ogledali pod UV transiluminatorjem ali ga slikali. 

3.2.5.7 Čiščenje fragmentov DNA iz agaroznega gela 

Iz agaroznega gela smo s pomočjo skalpela izrezali fragmente DNA pričakovanih dolžin in 
jih prenesli v mikrocentrifugirke. Za čiščenje fragmentov DNA iz agaroznega gela smo 
uporabili komercialni komplet reagentov QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN). 
Izolacijo smo izvajali po navodilih proizvajalca. DNA smo eluirali z 35 µl MQ, segreti na 
60 °C. Očiščeno DNA smo hranili pri -20 °C. 
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3.2.5.8 Transformacija kvasnih celic z metodo z litijevim acetatom 

Prekonočno kulturo primernega seva kvasovke smo v svežem gojišču razredčili do 
OD600=0,1 in stresali v stresalniku (250 rpm) pri 30 °C do OD600=0,5 (YPD: 4 ure, da 
razraščamo za dva generacijska časa). 10 ml kulture v eksponentni fazi je  zadostovalo za 
3-4 transformacije. 

Celice smo prenesli v 15 ml falkonko in centrifugirali (3000 rpm, 5 min, ST). Supernatant 
smo odstranili, usedlino s celicami pa resuspendirali v polovičnem volumnu vode. 
Ponovno smo centifugirali in resuspendirali v 1/20 prvotnega volumna 0,1 Li-acetata. 
Centrifugirali smo (1400 rpm, 1 min, ST) in resuspendirali v 200 µl 0,1 M Li-acetata. 
Celice smo po potrebi razdelili v alikvote, centrifugirali, odstranili supernatant in držali na 
ledu do transformacije. 

Celicam smo dodali predpripravljeno (sterilno in homogeno) transformacijsko mešanico, ki 
je vsebovala 240 µl 50% PEG 3350, 36 µl 1 M Li-acetat, 50 µl 2 mg/ml ss-DNA 
(predhodno 2 min kuhana pri 95 °C  in prenešena na led), transformirajočo DNA (največ 
34 µl) ter do volumna 360 µl sterilne MQ. Transformacijsko mešanico s celicami smo 
premešali na vibracijskem mešalniku in jo nato inkubirali 30 minut pri 30 °C in nadaljnjih 
30 minut pri 42 °C. 

Po inkubaciji smo celicam dodali 700 µl sterilne MQ, premešali in centrifugirali (3 min, 
največ 6000 rpm), odstranili supernatant in celice sprali s sterilno MQ. 

Glede na vrsto seva sta sledili dve varianti:  

-Avksotrofni označevalci: ustrezen delež celic (transformacija s plazmidom: okoli 10 %) 
smo razmazali na ustrezno selekcijsko gojišče. 

-Antibiotske determinante: celicam smo dodali 1 ml gojišča YPD, inkubirali 2 uri na 30 °C 
(brez stresanja), nato pa smo celice sprali s sterilno MQ in vse celice razmazali na ustrezno 
selekcijsko gojišče. 

3.2.5.9 Transformacija kompetentnih bakterijskih celic 

Kompetentne bakterijske celice (DH5α), ki smo jih hranili v alikvotih po 50 µl pri -80 °C, 
smo odmrznili na ledu, jim dodali 5 ng transformirajoče DNA in nežno premešali. Po 30-
minutni inkubaciji na ledu smo mikrocentrifugirke postavili za 30 s v vodno kopel s 
temperaturo 42 °C in s tem izvedli toplotni šok, ki omogoči boljši vnos DNA v 
kompetentne celice. Sledila je inkubacija na ledu za 2 min, nato pa smo celicam dodali 250 
µl tekočega gojišča LB, segretega na 37 °C. Mikrocentrifugirke smo 1 h stresali (37 °C, 
225 rpm). Po končani inkubaciji smo na plošče s trdnim gojiščem LBA razmazali po 100 
µl suspenzij transformirajočih bakterijskih celic. Plošče smo inkubirali čez noč pri 37 °C in 
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naslednje jutro prešteli kolonije. Izbrano število kolonij smo nato sterilno precepili v 
epruvete s 5 ml tekočega gojišča LBA in stresali preko noči (37 °C, 225 rpm) ter jih tako 
namnožili za nadaljnje postopke. 

3.2.5.10 Preverjanje nukleotidnega zaporedja 

Po tem, ko smo z restrikcijsko analizo potrdili, da smo v vektor (pCAU) uspešno vstavili 
fragment DNA (gen TST), smo za potrditev kloniranja konstruktu določili nukleotidno 
zaporedje. Nukleotidno zaporedje plazmida pCAU-TST so za nas preverili pri Eurofins 
MWG (Eurofins MWG Operon's DNA sequencing service). 

Vzorce za pošiljanje smo pripravili v dveh mikrocentrifugirkah. V prvi je bilo 15 µl  
plazmida (50-100 ng/µl) in 2 µl F začetnega oligonukleotida (10 µM), v drugi pa 15 µl 
plazmida (50-100 ng/µl) in 2 µl R začetnega oligonukleotida (10 µM). 

3.2.5.11 Rezanje DNA z restrikcijskimi endonukleazami 

Za restrikcijo plazmidne DNA ali fragmentov DNA, pomnoženih s PCR, smo uporabljali 
restrikcijske endonukleaze (Pregl. 7), ki prepoznajo točno določeno zaporedje dvoverižne 
DNA, hidrolizirajo fosfodiestersko vez in tako ustvarijo lepljive konce. Restriktaze smo 
izbirali glede na restrikcijska mesta v pomnožku PCR ali v plazmidu in glede na lokacijo 
fragmentov DNA, ki so nas zanimali. Reakcijska mešanica za restrikcijo je vsebovala 500 
ng matrične DNA, 2 µl pufra Fast Digest, 1 µl encima Fast Digest in do 20 µl MQ. 
Inkubacijo in inaktivacijo za različne encime smo izvedli po navodilih proizvajalca. 

Po restrikciji smo za preverbo uspešnosti restrikcije, restrikcijsko mešanico takoj nanesli 
na agarozni gel, izvedli agarozno gelsko elektroforezo in dolžino fragmentov preverili pod 
UV lučjo. Če pa smo restrikcijo izvedli z namenom za kasnejšo uporabo fragmentov DNA 
pri ligaciji, smo razrezane fragmente v reakcijski mešanici najprej očistili z uporabo 
komercialnega kompleta reagentov QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN). Postopek 
smo izvedli po navodilih proizvajalca. 

3.2.5.12 Ligacija 

Fragment DNA in plazmid, ki smo ju želeli združiti, smo rezali z enako kombinacijo 
restrikcijskih endonukleaz. Tako smo dobili fragmente s komplementarnimi lepljivimi 
konci. 

Naredili smo štiri različne ligacijske mešanice, ki so se razlikovale glede na razmerje med 
vektorjem in vključkom (1:5, 1:10, 1:15 in 1:20). Ligacijska mešanica je vsebovala 1 µl 
ligacijskega pufra, 5-10 ng DNA (vektor in vključek v različnih razmerjih, z upoštevanjem 
dolžine fragmenta in vektorja), 0,5 µl ligaze T4 in 3,3 µl MQ. Ligacijsko mešanico smo 
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inkubirali 30 min pri 23 °C, po tem pa smo ligazo inaktivirali z inkubacijo za 10 min na 65 
°C. Ligacijsko mešanico smo po inaktivaciji transformirali v bakterijske celice. 

3.2.5.13 Konstrukcija plazmida in silico z uporabo programa ApE 

S pomočjo prosto dostopne programske opreme ApE smo izdelali mape konstruktov DNA 
in plazmidov, ki smo jih uporabili za načrtovanje restrikcije, ligacije in začetnih 
oligonukleotidov za reakcije PCR. 

3.2.6 Priprava seva BY4741 tum1∆ mfa1::GAL1pr-TST-NatMX z metodami 
molekulskega kloniranja 

Zapis za gen TST smo pomnožili s PCR z uporabo začetnih oligonukleotidov s štrlečimi 
konci (TST_pRD53_F in TST_pRD53_R) in polimerazo Q5. Štrleči konci so služili za 
homologno rekombinacijo TST za GAL1pr v vektorju pRD53. Velikost pomnožka PCR 
(TST) smo preverili z AGE, nato pa smo pomnožke pričakovane velikosti očistili iz gela z 
uporabo komercialnega kompleta reagentov QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN). 
Sledila je transformacija celic kvasnega seva BY4741, ki smo jo izvedli z BamHI rezanim 
plazmidom pRD53 in PCR pomnožkom. Masno razmerje med plazmidom in vključkom v 
transformacijski mešanici je bilo 1:30. Za kontrolo samoligacije plazmida pRD53 smo 
izvedli transformacijo celic BY4741 z le odprtim plazmidom pRD53. Celice smo po 
transformaciji selekcionirali na gojišču YNB-ura. Potencialne transformante smo 
namnožili v tekočem gojišču YNB-ura in iz njih izolirali plazmidno DNA. Uspešnost 
vstavitve TST v pRD53 smo preverili z reakcijo PCR s polimerazo Q5 (začetna 
oligonukleotida 02_mTst.F in 02_mTst.R). Za kontrolo smo za enako reakcijo PCR 
uporabili še genomsko DNA, izolirano iz potencialnih transformant. 

Plazmidno DNA seva BY4741, za katerega smo potrdili, da vsebuje pRD53-TST, smo 
transformirali v bakterijske celice One Shot Top 10. Transformante smo namnožili v 
tekočem gojišču LBA in iz njih z uporabo komercialnega kompleta reagentov QIAquick® 
Spin MiniPrep Kit (QIAGEN) izolirali plazmidno DNA. Slednja DNA nam je služila kot 
matrična DNA za reakcijo PCR s polimerazo Q5 in začetnima oligonukleotidoma z 
zapisom za restrikcijski mesti za SalI in HindIII (K_GAL_L, K_GAL_R) na 5´. Uspešnost 
reakcije PCR smo preverili z AGE, nato pa smo pomnožek GAL1pr-TST izolirali iz gela z 
uporabo komercialnega kompleta reagentov QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN). V 
naslednjem koraku smo po navodilih proizvajalca izvedli restrikcijo plazmida pAG25 in 
pomnožka PCR z endonukleazama SalI in HindIII. Uspešnost restrikcije pAG25 smo 
preverili z AGE. Ligacijo pAG25 in kasete GAL1pr-TST smo izvedli v bakterijskih celicah 
One Shot Top 10. Masno razmerje med insertom in vektorjem je bilo 5:1. Transformante, 
ki so zrasle na gojišču LBA smo namnožili in nato iz njih s pomočjo komercialnega 
kompleta reagentov QIAquick® Spin MiniPrep Kit (QIAGEN) izolirali plazmidno DNA. 
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Slednjo smo razrezali z restrikcijsko endonukleazo SfiI. Fragment, velik okoli 5500 bp, ki 
je nastal po restrikciji s SfiI smo izrezali iz gela in ga očistili s komercialnim kompletom 
reagentov QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN). Očiščena DNA nam je služila kot 
matrična DNA za PCR, s katero smo želeli pomnožiti celotno kaseto GAL1pr-TST-NatMX 
(I_GAL_L in I_GAL_R). Začetna oligonukleotida sta vsebovala štrleča konca za 
homologno rekombinacijo v lokus MFA1 v sevu BY4741tum1∆. Pomnožek PCR smo 
transformirali v BY4741tum1∆. Potencialnim transformantam, ki so zrasle na gojišču 
YPD-clonNAT smo izolirali genomsko DNA. Slednja DNA je bila matrična DNA za dve 
kontrolni reakciji PCR (kombinacija PR_I_PRED_L in PR_I_PRED_L ter kombinacija 
PR_I_ZA_L in PR_I_ZA_R). 

3.2.7 Priprava seva BY4741 tum1∆::TST z metodami molekulskega kloniranja 

Najprej smo iz kasete KanMX (vir: IJS, Kvasni laboratorij) s pomočjo začetnih 
oligonukleotidov UP_KanMX_F in DN_KanMX_R in polimeraze Q5 pomnožili genski 
zapis za KanMX. Pomnožek nam je služil kot matrična DNA v reakciji PCR, s katero smo 
pomnožili KanMX z začetnima oligonukleotidoma (TST_A_F in TST_A_R). Slednja 
začetna oligonukleotida imata štrleče konce za homologno rekombinacijo v sev, ki ima v 
lokus MFA1 vstavljeno kaseto GalPr-TST-NatMX (A PCR, polimeraza Q5 Hot Start 
High-Fidelity). Uspešnost reakcije PCR smo preverili z AGE. Pričakovana velikost 
fragmenta je bila 1548 bp. Produkt PCR (KanMX z visečimi konci za rekombinacijo v 
MFA1 lokus) smo izrezali iz gela, očistili s pomočjo komercialnega kompleta reagentov 
QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN) ter transformirali v sev BY4741 tum1∆ 
mfa::GAL1-10pr-TST-NatR. Transformacijsko mešanico smo razmazali na gojišče YPD-
G418-clonNAT. Iz transformant smo izolirali genomsko DNA in z začetnima 
oligonukleotidoma TST_B_F in TST_B_R in polimerazo Q5 izvedli B PCR, s katerim smo 
pomnožili kaseto TST_KanMX in hkrati dodali viseče konce za homologno rekombinacijo 
v sev BY4741 tum1∆. Ustreznost velikosti produkta B PCR (2524 bp) smo preverili z 
AGE. Produkt B PCR smo nato s pomočjo komercialnega kompleta reagentov QIAquick® 
Gel Extraction Kit (QIAGEN) izolirali iz gela in transformirali v sev BY4741 tum1∆. 
Ustreznost transformant smo preverili s tremi kontrolnimi reakcijami PCR s polimerazo 
Taq (Nov_TUM1_k_F in Nov_TUM1_k_R, Nov_Tum1_k_F in j_KanMX_R, 
j_KanMX_F in Nov_TUM1_k_R). Sev, ki je imel vse tri produkte PCR pričakovanih 
dolžin, je bil sev BY4741 tum1∆::TST-KanMX. 

Da bi se v sevu BY4741 tum1∆::TST-KanMX odstranili zapisa za odpornost proti 
antibiotiku G418 (KanMX), smo izvedli izrezovanje s pomočjo Cre rekombinaze. Najprej 
smo v gojišču LBA s šesturnim stresanjem (37 °C, 250 rpm)  namnožili bakterijske celice s 
plazmidom, ki vsebuje rekombinazo Cre (DH5α-pSH47). Zapis za rekombinazo Cre se 
nahaja za inducibilnim galaktoznim promotorjem in služi za prepoznavanje restrikcijskih 
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(lox) mest ter izrezovanje zapisa KanMX. Po navodilih proizvajalca smo z uporabo 
komercialnega kompleta reagentov QIAquick® Spin MiniPrep Kit (QIAGEN) iz 
bakterijskih celic izolirali plazmid pSH47. Plazmid smo transformirali v sev BY4741 
tum1∆-TST-KanMX in kvasne celice razmazali na gojišče YNB-ura. Od transformant, ki so 
zrasle, smo izbrali dve koloniji, ju inokulirali v gojišču YP-Gal in jih 24 h stresali na 30 
°C. Po inkubaciji smo obe kulturi razredčili na OD600=1 (107 kvasnih celic). Na ploščo 
YPD smo razmazali 100 µl razredčene kulture kvasovk, v kateri je bilo okoli 100 kvasnih 
celic. Kolonije, ki so zrasle na gojišču YPD, smo nato preko sterilnega žameta ob sterilnih 
pogojih odtisnili na 2 gojišči: YPD-G418 in YNB-ura. Glede na rast na treh gojiščih smo 
iskali celice, ki so ostale brez rezistence proti antibiotiku G418 v genomu in niso imele 
plazmida pSH47. Celice ustreznega fenotipa smo še dodatno preverili in jih še enkrat 
razmazali na vsa tri gojišča (YPD, YNB-ura in YPD-G418). Iz ustreznih kvasnih celic 
(BY4741 tum1∆-TST) smo izolirali genomsko DNA in uspešnost izrezovanja zapisa za 
odpornost proti antibiotiku G418 potrdili s kontrolno verižno reakcijo s polimerazo Taq 
(začetna oligonukleotida Nov_Tum1_K_F in Nov_Tum1_K_R) in AGE.  

3.2.8 Priprava plazmida pCAU-TST z metodami molekularnega kloniranja 

Iz matrične DNA (vir: prof. dr. Simon Horvat, KI) smo z začetnima oligonukleotidoma 
02_mTst.F in 02_mTst.R in polimerazo Q5 pomnožili gen TST. Pomnožek PCR smo 
uporabili kot matrično DNA pri reakciji PCR z začetnima nukleotidoma 01_mTst.F in 
01_mTst.R, ki imata štrleča konca za homologno rekombinacijo v plazmid pCAU. V seva 
BY4741 in BY4741 tum1∆ smo transformirali odprt pCAU in produkt slednje reakcije 
PCR v razmerju 1:30 (razmerje mas). Seva BY4741+pCAU-ADH1pr-TST in BY4741 
tum1∆+pCAU-ADH1pr-TST smo pridobili po selekciji na ploščah YNB-ura. Iz 
transformant smo izolirali plazmidno DNA in jo transformirali v bakterije (DH5α). 
Bakterije smo namnožili (37 °C, 250 rpm, preko noči) in z uporabo komercialnega 
kompleta reagentov QIAquick® Spin MiniPrep Kit (QIAGEN) iz njih izolirali plazmidno 
DNA. Prisotnost vključka TST v plazmidu pCAU smo potrdili z restrikcijo z encimoma 
XbaI in XhoI. 

3.2.9 Določanje vsebnosti lipidov v celicah kvasovke  

3.2.9.1 Nile red metoda 

Prekonočne kulture preiskovanih sevov (6 ponovitev za vsak sev) smo pripravili v 200 µl 
posebnega minimalnega gojišča (Pregl. 14) na mikrotitrni ploščici. Inkubacija je potekala 
24 h na 30 °C brez stresanja. Po inkubaciji smo v 180 µl svežega minimalnega gojišča 
prenesli 20 µl prekonočne kulture in premešali. Mikrotitrno ploščo smo prekrili z 
membrano ter inkubirali 72 h na 30 °C brez stresanja. 
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Po inkubaciji smo vzorcem izmerili OD595 in fluorescenco ozadja. Za ponovljivost 
rezultatov smo morali zagotoviti, da je bila vrednost OD med 0,35 in 0,65. V primeru 
previsokega OD smo zato kulturo primerno redčili. Nato smo v vsak prostorček v črni 
mikrotitrni plošči s prozornimi jamicami, kjer je že bilo 200 µl kulture dodali še 10 µl v 
DMSO raztopljenega barvila Nile red (končna koncentracija 0,105 mg/ml) ter premešali. 
Inkubirali smo 25 min, 2 min pred koncem inkubacije pa še enkrat premešali. Izmerili smo 
OD595 in fluorescenco. Po vzbujanju z dvema različnima valovnima dolžinama smo 
izmerili emisijo pri treh valovnih dolžinah (Pregl. 21). 

Vsebnost lipidov smo izračunali s pomočjo spodnje enačbe. 

                �� (������)
(� � ������� � ����šč�)                                                                                        …(1) 

Preglednica 21: Vzbujanje in emisija pri metodi Nile red. 

vzbujevalna svetloba (nm) emisija (nm) 
488 560 
488 620 
510 585 
 

 

Slika 9: Spektralne lastnosti barvila Nile red v prisotnosti triacilgliceridov in fosfolipidov. Prikazana je 
relativna intenziteta pri določeni valovni dolžini. Rumena črtkana črta označuje ekscitacijo Nile red v okolju, 
bogatim s TG, rdeča črtkana črta pa ekscitacijo v okolju, bogatim s FL. Rumen poln graf prikazuje emisijo za 
TG, rdeč poln graf emisijo za FL.  

3.2.9.2 Določanje vsebnost lipidov s tankoplastno kromatografijo 

Tankoplastno kromatografijo (ang. »thin layer chromatography«, TLC) so za nas izvedli na 
Univerzi v Gradcu v laboratoriju prof. dr. Klausa Natterja. 
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3.2.10 Delo s tRNA 

3.2.10.1 Izolacija tRNA iz kvasovk 

Za inhibicijo in odstranjevanje RNaz s površin smo uporabili komercialni reagent 
RNaseZap® (Thermo Fisher Scientific). Opremo (mikrocentrifugirke, falkonke) smo suho 
sterilizirali 3 h pri 180 °C. Delo je potekalo v laminariju. 

RNA oziroma tRNA smo iz kvasnih celic izolirali po protokolu raziskovalcev iz 
laboratorija DeRisi (Llinas, 2001) z nekaj spremembami, ki so opisane.  

Vzgojili smo prekonočno kulturo seva, iz katerega smo želeli izolirati molekule tRNA. 
Naslednji dan smo prekonočno kulturo razredčili na OD600=0,1 (100 ml) in stresali (30 °C, 
250 rpm) do OD600=0,5. Gojišče s kvasnimi celicami smo centrifugirali (4 °C, 5000 rpm, 5 
min), zavrgli supernatant in celice resuspendirali v 12 ml pufru AEMgCl2 (Pregl. 3). 
Ponovno smo centrifugirali (4 °C, 5000 rpm, 5 min), odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v 12 ml pufra AEMgCl2. Po naslednjem centrifugiranju (4 °C, 5000 rpm, 5 
min) smo odstranili supernatant in celice resuspendirali v njihovem stokratnem volumnu 
pufra AEMgCl2 in jih prenesli v sterilne falkonke, ki ne vsebujejo RNaz (suho 
steriliziranje). Dodali smo kisli fenol (pH=4,3) v razmerju 1:1 (celice v pufru:fenol). Da so 
celice nepopolno lizirale, smo falkonke stresali na stresalniku (40 rpm, 30 min). Po 
stresanju smo izvedli centrifugiranje (4 °C, 12000 rpm, 20 min) nato pa prenesli zgornji 
del supernatanta (vodna faza) v čisto in sterilno falkonko brez RNaz. Dodali smo takšen 
volumen 3 M natrijevega acetata (pH=5,2-5,6), da je bila končna koncentracija 0,3 M. 
Sledila je precipitacija tRNA (preko noči pri 4 °C) v etanolu (končna koncentracija etanola 
70%). Naslednji dan smo izvedli centrifugiranje (4 °C, 12000 rpm, 45 min), odstranili 
supernatant, pelet resuspendirali v pufru AEMgCl2 (največ 600 µl) in vse prenesli v čisto 
mikrocentrifugirko brez RNaz. Dodali smo takšen volumen 12 M LiCl, da je bila končna 
koncentracija LiCl 2 M in inkubirali 1 h na ledu. S tem postopkom smo oborili dolge RNA 
molekule. Po enourni inkubaciji na ledu smo izvedli centrifugiranje (4 °C, najvišji obrati, 
20 min) in supernatant s kratkimi molekulami RNA prenesli v svežo mikrocentrifugirko 
brez RNaz. Kakovost izolirane RNA smo preverili z AGE. Pomembno je bilo, da so bili 
pufri in reagenti sveže pripravljeni in brez RNaz. Če vzorec RNA na gelu ni bil čist, smo 
še enkrat dodali 12 M LiCl (končna koncentracija 2M), inkubirali eno uro na ledu, 
centrifugirali (4 °C, najvišji obrati, 20 min) in supernatant prenesli v svežo 
mikrocentrifugirko brez RNaz. Potem smo vsebini v mikrocentrifugirki dodali takšen 
volumen 3 M natrijevega acetata (pH=5,2-5,5), da je bila končna koncentracija 0,3 M. 
Molekule tRNA smo (4 °C, preko noči) precipitirali z 2,5-kratnim volumnom absolutnega 
etanola (končna koncentracija 70 %). Naslednji dan smo centrifugirali (4 °C, najvišji 
obrati, 45 min), odstranili supernatant, pelet dvakrat sprali z 1 ml hladnega 70 % etanola 
ter nato ponovno centrifugirali (4 °C, najvišji obrati, 45 min) in po centrifugiranju 
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odstranili etanol ter pelet posušili. Pozorni smo bili na to, da se pelet ni posušil. Po sušenju 
smo pelet resuspendirali v 50 µl formamida. Z uporabo spektrofotometra NanoDrop smo 
izmerili koncentracijo tRNA. Kakovost RNA smo preverili tudi zAGE. Pri izvedbi AGE 
smo uporabljali opremo in reagente, ki niso vsebovali RNaz. tRNA smo do nadaljnje 
uporabe shranili na -80 °C. 

3.2.10.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v denaturirajočih pogojih v prisotnosti uree 
in akrilaminofenilživosrebrovega klorida 

Deanaturirajočo urea poliakrilamidno gelsko elektroforezo (urea-PAGE z APM, ang. 
»acryloylaminophenylmercuric chloride«) smo izvedli s pomočjo protokolov, ki jih 
opisujejo Rio in sod. (2010), Leidel in sod. (2009) ter Summer in sod. (2009). Izvedli smo 
kombinacijo treh protokolov, ki je opisana spodaj. 

Vso opremo za elektroforezo (stojala in nosilce za gele, stekla, avtomatske pipete in 
pipeterje) smo pred uporabo splaknili z MQ in obrisali s komercialnim RNaznim 
inhibitorjem RNaseZap® (Thermo Fisher Scientific). Poliakrilamidni gel smo namešali v 
laminariju, ki ni vseboval RNaz. 

Pripravili smo 12 % ločevalni poliakrilamidni gel z APM (končna koncentracija APM je 
10 µg/ml) in 4 % nanašalni gel. Ločevalni gel APM smo zamešali v čisti falkonki brez 
RNaz iz kemikalij, ki so opisane v Preglednici 3. Kemikalije smo dobro premešali, 
falkonko postavili za 10 s v mikrovalovno pečico in nato vsebino razdelili na dva dela 
(vsak 15 ml). V prvo falkonko (kontrolni gel brez APM) smo pred razlitjem dodali le 10 % 
APS (75 µl) in TEMED (7,5 µl), v drugo (APM gel) pa smo poleg slednjih dveh kemikalij 
dodali še APM. Prav tako smo v čisti falkonki brez RNaz pripravili nanašalni gel (Pregl. 
3). Vsebino smo dobro premešali in pred razlitjem dodali 10 % APS (75 µl) in TEMED 
(7,5 µl), ki sta omogočila polimerizacijo. 

Po tem, ko smo vlili ločevalni gel, smo na vrh nakapljali MQ. Da je ločevalni gel 
polimeriziral, smo počakali 45 min. Nato smo s pomočjo filtrirnega papirja odstranili MQ 
in vlili nanašalni gel. Previdno smo namestili glavniček. Med nameščanjem smo bili 
pazljivi na zračne mehurčke. Po 45 min smo odstranili glavničke in gel uporabili za 
elektroforezo. 

V posamezen žepek v gelu smo nanesli 3,6 µl vzorca, razredčenega s 3,6 µl MQ in 
zmešanega s 7,2 µl nanašalnega pufra. Nanašalni pufer (2x) smo pripravili iz kemikalij, ki 
so opisane v Preglednici 3. Pred nanosom na gel smo vzorec dali za 10 min na 65 °C. 
Urea-PAGE elektroforeza je potekala v 0,5x TBE pufru 20 min pri 20 mA in konstantni 
napetosti (170 V), potem pa še 90 min pri 10 mA in 140 V. 

Gel smo pregledali pod UV lučjo in ga poslikali. 
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3.2.11 Izolacija proteinov iz kvasovk in prenos western  

3.2.11.1 Izolacija proteinov iz kvasovk 

Proteine smo iz kvasovk izolirali po prirejenem protokol Kurata in sod. (2009). 
Prekonočno kulturo smo redčili do OD600=0,1 (končni volumen 20 ml) in inkubirali s 
stresanjem (30 °C, 250 rpm) do 0,5<OD600>0,8. Po končani inkubaciji smo izmerili OD600 

kulture in vse seve izenačili po enotah (1 enota pomeni, da je OD600=1). Pripravili smo dve 
seriji: 7,5 enot in 10 enot. Izračunane volumne celičnih kultur, ki so predstavljali 7,5 enot 
in 10 enot smo pripravili v falkonkah in te smo centrifugirali (4 °C, najvišji obrati, 5 min). 
Odstranili smo supernatant in celice sprali s polovičnim volumnom vode. Ko smo 
odstranili vso vodo, smo falkonke s peletom celic potopili v tekoči dušik in jih do uporabe 
shranili na -80 °C. 

Pelet celic smo odmrznili na ledu in ga resuspendirali v 500 µl sveže pripravljenega pufra 
za razbijanje celic (0,2 M NaOH in 0,2 % β-merkaptoetanol). Celice v pufru smo inkubirali 
10 min na ledu. Po inkubaciji smo proteine precipitirali v 5 % trikloro-ocetni kislini. 
Ponovno smo izvedli desetminutno inkubacijo na ledu, potem pa ekstrakte centrifugirali (4 
°C, najvišji obrati, 5 min). Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, pelet sprali z MQ 
in ga nato resuspendirali v 100 µl sveže pripravljenega 1x nanašalnega pufra SDS (Pregl. 
3). Pred nanosom na gel smo vzorce za 10 min inkubirali na 85 °C. Na gel smo nanašali 3 
različne koncentracije proteinov: 10 µl, 15 µl ali 20 µl vzorca smo dodali 1x nanašalni 
pufer SDS do končnega volumna 30 µl. Na gel smo nato nanesli 15 µl mešanice. 

3.2.11.2 Določanje koncentracije proteinov 

Koncentracijo proteinov smo določili z uporabo komercialnega kompleta reagenotov 
Pierce 660nm Protein Assay (Thermo Scientific). Sledili smo navodilom proizvajalca. Za 
vsak vzorec proteinov smo izvedli tri redčitve (10x, 50x, 100x), za vsako redčitev pa tri 
ponovitve.   

3.2.11.3 NaDS-poliakrilamidna elektroforeza (NaDS-PAGE) 

Za NaDS-PAGE smo pripravili 12,5 % ločevalni gel in 4 % nanašalni gel. Za 15 ml 12,5 % 
ločevalnega gela smo zamešali: 4,688 ml 40 % poliakrilamida, 6,338 ml MQ, 3,75 ml 1,5 
M Tris (pH=8,8) in 150 µl 10 % SDS, tik pred ulitjem pa smo dodali še 10 % APS (75 µl) 
in TEMED (7,5 µl). Za 5 ml 4 % nanašalnega gela smo zamešali: 500 µl 40 % 
poliakrilamida, 3,175 ml MQ, 1,250 ml 0,5 M Trisa (pH=6,8) in 50 µl10 % SDS, tik pred 
ulitjem pa smo dodali še 10 % APS (25 µl) in TEMED (5 µl). 

Uporabili smo stojala in nosilna stekla za gele debeline 0,75 mm. Po ulitju ločevalnega 
gela smo na vrh dolili MQ in počakali 45 min, da je gel polimeriziral. Pred ulitjem 
nanašalnega gela smo s pomočjo filtrirnega papirja odstranili vodo na površini gela. 
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Nanašalni gel smo ulili do vrha roba stekla in namestili glavniček z desetimi žepki. Po 45 
min smo odstranili glavniček in gel uporabili za elektroforezo. 

Elektroforeza z dvema geloma je potekala v 1x SDS pufru pri 30 mA in napetosti 300 V 
približno 1 h. 

3.2.11.4 Barvanje proteinov s Coomassie modrim  

Po končani elektroforezi smo s pomočjo plastične lopatke gel osamili, odstranili nanašalni 
gel in preostanek postavili v stekleno petrijevko z barvilom Coomassie modrim 
(raztopljene tablete Coomassie modro in 20 % ocetna kislina v razmerju 1:1). Gel smo 
barvali 1 h s stresanjem (40 rpm) nato pa smo ga premaknili v raztopino za razbarvanje (30 
% etanol, 10 % ocetna kislina). Raztopino za razbarvanje smo menjali vsakih 30 min do 
primernega razbarvanja. Po potrebi smo razbarvanje izvajali s stresanjem preko noči. Po 
razbarvanju smo gel poslikali.  

3.2.11.5 Prenos western 

Po končani NaDS-PAGE elektroforezi smo gel osamili, odstranili nanašalni gel in 
preostanek gela po potrebi še dodatno obrezali, nato pa začasno namestili v kadičko s 
pufrom 1x Towbin Western. Sendvič za prenos western smo sestavili v plastičnem nosilcu 
iz 2 gobic, 2 filtrirnih papirjev, nitrocelulozne membrane in gela. Sendvič smo tesno zaprli 
in ga prenesli v nosilec z elektrodami, nato pa vse skupaj v kadičko s pufrom Towbin 
Western (Sl. 9). 

 

Slika 10: Sestava aparature za izvedbo prenosa western. Vir: Universidad de Guadalajara, 2012.  

Prenos western je potekal 90 min pri 200 mA (konstantno) in 300 V v pufru 1x Towbin 
Western. Po končanem prenosu smo sendvič razstavili in nitrocelulozno membrano s 
pomočjo pincete previdno prenesli v posodico z MQ, nato pa v 5 % blokirno raztopino (5 
% mleko v prahu v pufru TBST). Membrano smo blokirali 1 h s stresanjem (40 rpm) v 5 % 
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blokirni raztopini. Po blokiranju smo iz plastične vrečke oblikovali manjši žepek, v 
katerega smo previdno položili membrano in jo prelili z 2 % blokirno raztopino s 
primarnimi protitelesi (primarna protitelesa smo redčili 1:1000). S pomočjo varilca za 
plastiko smo zatesnili vse stranice žepka. Membrano smo inkubirali preko noči s 
stresanjem (40 rpm) pri 4 °C. Naslednji dan smo nitrocelulozno membrano sprali s pufrom 
TBST (2-krat po 10 min s stresanjem pri 40 rpm na ST), nato pa jo inkubirali 1 h s 
stresanjem (40 rpm) v 5 % blokirni raztopini s sekundarnimi protitelesi (sekundarna 
protitelesa smo redčili 1:10000). Sledilo je spiranje v TBST (3-krat po 15 min s stresanjem 
pri 40 rpm na ST). Nitrocelulozno membrano smo do razvijanja hranili v raztopini TBS pri 
4 °C. 

Za razvijanje signala smo nitrocelulozno membrano prenesli v posodico, v kateri smo 
predhodno pripravili mešanico luminol/ojačevalec in peroksid (razmerje 1:1) in ročno 
stresali 5 min. Nato smo nitrocelulozno membrano položili v plastično folijo in zajeli 
signal s pomočjo aparature za slikanje nitroceluloznih membran. Čas zajemanja slike je bil 
odvisen od jakosti signala. Prilagodili smo ga za vsak vzorec. 

3.2.12 Svetlobna mikroskopija 

Z mikroskopom Cell Observer (Zeiss) smo preverjali stanje kvasne kulture: velikost 
kvasnih celic, brstenje kvasnih celic, prisotnost bakterijske okužbe. Vzorce za 
mikroskopiranje smo pripravili na dva načina. V primeru, ko smo želeli preveriti stanje 
prekonočne kulture, smo na objektno stekelce nanesli 5-10 µl prekonočne kulture in nato 
pokrili s krovnim stekelcem. Ko smo želeli preveriti kvasno kolonijo iz plošče, pa smo del 
kolonije prenesli v 5 µl MQ na objektnem stekelcu ter prekrili s krovnim stekelcem. 

3.2.13 Statistična obdelava podatkov 

Za urejanje, statistično obdelavo (povprečje, standardni odklon, statistična značilnost) in 
grafično predstavitev podatkov smo uporabili programsko opremo Microsoft Excel.  
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4 REZULTATI 

4.1 MIŠJI PROTEIN Tst LAHKO SINTETIZIRAMO V KVASOVKI Saccharomyces 
cerevisiae 

Z namenom potrditve sinteze in prisotnosti sesalskega proteina Tst v kvasovki S. 
cerevisiae smo iz šestih sevov kvasovke S. cerevisiae izolirali celokupne proteine. V prvi 
seriji smo delali z divjim tipom BY4741 in njegovima različicama BY4741 tum1∆ in 
BY4741 tum1∆::TST. Pomembno je pudariti, da je bil v slednjem primeru mišji gen TST 
brez lastnega promotorja vstavljen v genom pod kontrolo nativnega promotorja kvasnega 
gena TUM1. V drugi seriji smo preverili proteinski profil sevov kvasovk, ki so vsebovali 
plazmid pCAU z mišjim genom TST ali kvasnim genom TUM1 pod uravnavo promotorja 
gena ADH1. To so sevi BY4741 tum1∆ [ADH1pr], BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TUM1] in 
BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TST]. Za negativni kontroli smo uporabili seva BY4741 tum1∆ 
[ADH1pr], to je sev s plazmidom brez vključka, in BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TUM1]. Kot 
pozitivni kontroli smo uporabili mišja homogenata jeter in homogenat maščevja. Mišja 
homogenata so za nas pripravili v laboratoriju prof. dr. Simona Horvata. 

4.1.1 Detekcija proteina Tst s NaDS-poliakrilamidno gelsko elektroforezo in 
prenosom western 

Za namene kasnejše primerjave smo ločili proteine z NaDS-poliakrilamidno gelsko 
elektroforezo, vsak vzorec na dveh gelih, na katerih so bile pozicije in koncentracije 
posameznih proteinskih vzorcev identične. Prvi gel smo pobarvali z barvilom Coomassie 
modrim, drugega pa smo uporabili za prenos western (Sl. 11 in Sl. 12). 

Na NaDS-poliakrilamidnem gelu vidimo pet različnih, po velikosti ločenih in s Coomassie 
modrim barvanih izolatov celokupnih proteinov iz miši in kvasovke (Sl. 11). Mišja vzorca 
proteinov smo na gel nanesli v dveh različnih koncentracijah, kar se vidi tudi na fotografiji 
gela. Celokupna proteinska masa je bila manjša pri proteinskem vzorcu iz maščevja kot pri 
proteinskem vzorcu iz jeter. Rezultati tudi prikazujejo, da so bile končne mase nanešenih 
proteinskih izolatov iz treh različnih sevov kvasovke S. cerevisiae primerljive.  

Prenos western smo izvedli s protitelesi proti sesalskemu proteinu Tst. Pričakovana 
velikost za detekcijo proteina Tst je 33 kDa. Na nitrocelulozni membrani pri obeh mišjih 
vzorcih ter tudi pri proteinskem vzorcu iz seva BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TST] kvasovke S. 
cerevisiae opazimo lise, ki predstavljajo proteine velikosti 38 kDa. Pri dveh mišjih vzorcih, 
to sta vzorec iz maščevja in vzorec iz jeter, vidimo na nitrocelulozni membrani dve 
različno intenzivni lisi, ki sta v skladu s celokupno maso proteinov, nanešenih na gel.  
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Na nitrocelulozni membrani ločene proteine iz seva BY4741 tum1∆::TST, kjer je TST 
vstavljen za nativni promotor gena TUM1, ne opazimo lis, ki so primerljive s pozitivnima 
kontrolama (rezultati niso prikazani). 

S prenosom western smo pokazali, da je mišji protein Tst prisoten v celicah kvasovke S. 
cerevisiae seva BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TST]. Prisotnost istega proteina v sevu BY4741 
tum1∆::TST nismo zaznali.  

 

Slika 11: Ločevanje mišjih in kvasnih proteinov z NaDS-poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Od leve proti 
desni si sledijo: proteinski homogenat iz maščevja miši, proteinski homogenat iz mišjih jeter, BY4741 
tum1∆-ADH1pr-TST,  BY4741 tum1∆-ADH1pr-TUM1 in BY4741 tum1∆. 

 

Slika 12: Prenos western s primarnimi protitelesi proti mišjemu proteinu Tst. Razporeditev na membrani je 
enaka kot na gelu NaDS-poliakrilamidne gelske eletroforeze (Sl. 11). 
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4.2 OLEAT NE INHIBIRA RASTI MUTANT V BIOKEMIJSKI POTI URM1 

V nadaljevanju smo želeli preveriti, ali geni, udeleženi v biokemijski poti URM1, 
sodelujejo pri metabolizmu lipidov kvasovke S. cerevisiae. Uporabili smo hitro in 
preprosto analizo, s katero preko uspešnosti rasti sevov kvasovke na trdnem gojišču z 
oleatom oziroma oleatnim testom, lahko pokažemo, ali je določen gen udeležen pri 
lipidnem metabolizmu kvasovke S. cerevisiae. 

4.2.1 Oleatni test 

Oleatni test poteka na oleatnem gojišču (sestava opisana v poglavju »Gojišča«), kontrola 
rasti pa na gojišču YPD. Za analizo smo uporabili delecijske seve genov, ki so udeleženi v 
biokemijski poti URM1, to so NCS2, NCS6, URM1, UBA4 in TUM1.  

Pri vseh sevih tako na oleatnem kot tudi na gojišču YPD je opaziti različno gostoto kultur, 
kot posledica uporabljenih različnih redčitev kultur (10-1, 10-2, 10-3, 10-4). Največjo 
redčitev kulture smo nanesli na spodnji del agarne plošče, najmanj redčeno kulturo pa na 
zgornji del plošče (Sl. 13-14). 

Rezultati analize rasti na oleatnem gojišču kažejo, da je rast delecijskih sevov ncs2∆, 
ncs6∆, tum1∆, uba4∆ in urm1∆ na oleatnem gojišču in na gojišču YPD primerljiva rasti 
divjega tipa BY4741 (Sl. 13-14).  

Oleatno gojišče 
BY4741 ncs2Δ ncs6Δ tum1∆ uba4∆ urm1∆ 

      
Slika 13: Oleatni test z mutantami v biokemijski poti URM1. Štiri redčitve (10-1, 10-2, 10-3, 10-4) si sledijo od 
najmanj redčene (zgoraj) do najbolj redčene (spodaj). Izogeni sev in njegove mutante so navedeni nad sliko. 

 

 

 

 



 
 

Uršič K. Vloga proteina Tum1 v lipidnem metabolizmu kvasovke. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije 2015 

50 
 

Gojišče YPD 
BY4741 ncs2∆ ncs6∆ tum1∆ uba4∆ urm1∆ 

      
Slika 14: Kontrola za oleatni test z mutantami v biokemijski poti URM1. Štiri redčitve (10-1, 10-2, 10-3, 10-4) si 
sledijo od najmanj redčene (zgoraj) do najbolj redčene (spodaj). Izogeni sev in njegove mutante so navedeni 
nad sliko.   

4.3 PROTEIN Tum1 VPLIVA NA LIPIDNI METABOLIZEM KVASOVKE 
Saccharomyces cerevisiae 

Da bi neposredno izmerili vpliv delecije ali prekomernga izražanja določenega gena na 
vsebnost lipidov v kvasovki S. cerevisiae, smo izvedli metodo Nile red in analizo 
določenih vsebnosti lipidov s TLC. Z navedenima metodama smo izmerili vsebnost lipidov 
v eksponentni fazi rasti kvasovke S. cerevisiae. 

4.3.1 Analiza Nile red  

Z namenom testiranja metode Nile red, smo najprej preizkusili seva Y7092 in AWRI1631 
his3∆::NatR. To sta seva, za katera je bilo v našem laboratoriju že predhodno pokazano, da 
se značilno razlikujeta v vsebnosti lipidov.  

Med sevoma Y7092 in AWRI1631 his3::NatR kvasovke S. cerevisiae opazimo značilne 
razlike v vsebnosti lipidov (Sl. 15). Vsebnost lipidov (ekscitacija pri 488 nm, emisija pri 
560 nm) je v sevu AWRI1631 his3∆::NatR za 3,67-krat višja kot v sevu Y7092. Vsebnost 
FL in TAG (ekscitacija pri 488 nm, emisija pri 620 nm) je pri AWRI1631 his3∆::NatR 2,0-
krat višja kot pri sevu Y7092. Vsebnost TAG in del FL (ekscitacija prri 510 nm, emisija pri 
585 nm) je pri AWRI1631 his3∆::NatR za 2,67-krat višja kot pri sevu Y7092. 

Z metodo Nile red smo nato izmerili vsebnost lipidov v haploidnih in diploidnih sevih 
kvasovke S. cerevisiae, ki so prikazani v Pregl. 22. 
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Preglednica 22: Uporabljeni sevi za analizo vsebnosti lipidov z Nile red. 

Haploidni sevi Diploidni sevi 
divji tip BY4741 [ADH1pr] TUM1/TUM1 [ADH1pr] 
divji tip BY4741 [ADH1pr-TST] TUM1/TUM1 [ADH1pr-TUM1] 
tum1∆ [ADH1pr] TUM1/TUM1 [ADH1pr-TST] 
tum1∆ [ADH1pr-TST] TUM1/tum1 [ADH1pr] 
 TUM1/tum1 [ADH1pr-TUM1] 
 TUM1/tum1 [ADH1pr-TST] 
 tum1/tum1 [ADH1pr] 
 tum1/tum1 [ADH1pr-TUM1] 
 tum1/tum1 [ADH1pr-TST] 
 

 

Slika 15: Kontrola metode z barvilom Nile red za analizo lipidov. Vsebnost lipidov je bila določena v sevih 
Y7092 in AWRI1613 his3∆::NatR. Eksperiment je bil izveden v štirih bioloških ponovitvah. Rezultati na 
sliki so prikazani s standardnimi odkloni. 

4.3.1.1 Analiza vsebnosti lipidov v haploidnih sevov  

Po potrditvi ustreznosti metode Nile red za analizo lipidov v kvasovkah smo najprej 
testirali haploidne seve kvasovke S. cerevisiae (Pregl. 22). Med preverjanimi haploidnimi 
sevi kvasovke S. cerevisiae ne opazimo značilnih razlik v vsebnosti lipidov (Sl. 16). 
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Slika 16: Analiza vsebnosti lipidov haploidnih sevov kot določeno z analizo z barvilom Nile red. Seva 
vsebujeta plazmid pCAU z mišjim genom TST pod uravnavo promotorja gena ADH1. Eksperment je bil 
izveden v štirih bioloških ponovitvah. Rezultati na sliki so prikazani s standardnimi odkloni. 

4.3.1.2 Analiza vsebnosti lipidov v diploidnih sevih  

Zanimalo nas je, ali lahko med diploidnimi sevi kvasovke S. cerevisiae zaznamo značilne 
razlike v vsebnosti lipidov, zato smo analizo Nile red izvedli tudi z diploidnimi sevi. Tudi 
med izbranimi diploidnimi sevi kvasovke S. cerevisiae ne opazimo značilnih razlik v 
vsebnosti lipidov (Sl. 17).  

 

Slika 17: Nile red analiza vsebnosti lipidov v dipodinih sevih. Oznaka tum1/tum1 pomeni delecijo obeh 
TUM1, tum1/TUM1 predstavlja heterozigota in TUM1/TUM1 divji tip. Eksperiment je bil izveden v štirih 
bioloških ponovitvah. Rezultati na sliki so prikazani s standardnimi odkloni. 
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4.3.3 Raven izražanja gena TUM1 oziroma gena TST vpliva na vsebnost lipidov v 
kvasovki S. cerevisiae  

Da bi dokončno potrdili ali ovrgli hipotezo, da protein Tum1 vpliva na lipidni metabolizem 
kvasovke S. cerevisiae, smo z metodo TLC detektirali nivo lipidov v celicah. To je metoda, 
ki je bolj natančna od metode Nile red in nam da podatke o vsebnosti treh vrst lipidov – 
ergosterola (ERG), sterolnih estrov (SE) in triacilglicerolov (TAG). Metodo TLC so za nas 
izvedli v laboratoriju prof. dr. Klausa Natterja na Univerzi v Gradcu. 

4.3.3.1 Delecija gena TUM1 vpliva na vsebnost sterolnih estrov v kvasovki S. cerevisiae 

Z metodo TLC smo analizirali vsebnost lipidov pri divjem tipu BY4741 in podatke 
primerjali z vsebnostjo lipidov delecijskega seva BY4741 tum1∆. Na sliki 18 je vidna 
značilna razlika v vsebnosti SE ob primerjavi divjega tipa BY4741 in delecijskega seva 
BY4741 tum1∆. Vsebnost SE je v delecijskem sevu BY4741 tum1∆ za 43 % višja kot v 
divjem tipu BY4741. Na drugi strani, razlike v vsebnosti ERG in TAG med preiskovanima 
sevoma niso značilno različne. Sev, poimenovan »vrnjen TUM1«, smo uporabili z 
namenom potrditve, da je TUM1 res tisti, ki vpliva na razlike v vsebnosti lipidov. 
Vstavitev gena TUM1 v delecijski sev BY4741 tum1∆ na njegovo prvotno pozicijo, 
komplementacija seva, je vrnila lipidni fenotip na nivo divjega tipa BY4741.  

 

Slika 18: Vsebnost ERG, TAG in SE, določena z metodo TLC, pri dvijem tipu BY4741 (WT), delecijskem 
sevu BY4741 tum1∆ (tum1∆)  in v sevu BY4741 tum1∆, v katerega je bil vrnjen gen TUM1 (tum1∆::TST). 
Vsebnost lipidov je prikazana kot delež določene vrste lipidov (ERG, TAG ali SE) glede na suho maso 
kvasnih celic (gDW). Rezultati na sliki so prikazani s standardnimi odkloni. 
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4.3.3.2 Vpliv vstavitve mišjega gena TST v genom kvasovke S. cerevisiae pod nativni 
promotor TUM1pr na lipidni metabolizem 

Po tem, ko smo ugotovili, da je vsebnost SE v delecijskem sevu BY4741 tum1∆ značilno 
večja kot v divjem tipu BY4741, nas je zanimalo, ali lahko z vstavitvijo mišjega 
homolognega gena TST v delecijski sev BY4741 tum1∆ vrnemo vsebnost SE na nivo 
divjega tipa. Zapis za mišji gen za TST, ki smo ga pomnožili iz cDNA, smo vstavili v 
genom kvasovke BY4741 tum1∆ pod kontrolo nativnega promotorja gena TUM1. 

Na osnovi rezultatov ne moremo trditi, da je vsebnost SE različna v sevu BY4741 
tum1∆::TST in delecijskem sevu BY4741 tum1∆ (Sl. 19). Med tremi primerjanimi sevi ne 
opazimo značilnih razlik v vsebnosti ERG. Vsebnost TAG je pri sevu tum1∆::TST 
značilno višja kot pri drugih dveh primerjanih sevih, to sta divji tip BY4741 in delecijski 
sev BY4741 tum1∆. 

 

Slika 19: Vsebnost ERG, TAG in SE, določena z metodo TLC, pri divjem tipu (WT), TUM1 delecijskem 
sevu (tum1∆)  in v TUM1 delecijskem sevu, v katerega je bil vstavljen TST (tum1∆::TST). Vsebnost lipidov 
je prikazana kot delež določene vrste lipidov (ERG, TAG ali SE) glede na suho maso kvasnih celic (gDW). 
Rezultati na sliki so prikazani s standardnimi odkloni. 

4.3.3.3 Vpliv izražanja mišjega gena TST oziroma kvasnega gena TUM1 na plazmidu pod 
promotorjem ADH1pr na lipidni metabolizem 

Naslednje analize vsebnosti lipidov s TLC smo izvedli, da bi primerjavi vpliv prekomerno 
izraženega kvasnega gena TUM1 in mišjega gena TST na lipidni metabolizem kvasovke S. 
cerevisiae. Posamezni genski zapis smo vstavili v plazmid pCAU pod kontrolo močnega 
promotorja gena ADH1, nato pa smo plazmidni konstrukt in izhodni plazmidni vektor 
transformirali v dva seva kvasovke – divji tip BY4741 in delecijski sev BY4741 tum1∆. 
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Pri sevih BY4741 in BY4741 tum1∆ s praznim plazmidom in plazmidom s TUM1 pod 
promotorjem ADH1pr nismo izvedli bioloških ponovitev in zato rezultati niso prikazani s 
standardnimi odkloni (Sl. 20 in Sl. 21). Posledično ne moremo govoriti o značilnih razlikah 
v vsebnosti lipidov med testiranimi sevi. 

 

Slika 20: Vsebnost ERG, TAG in SE, določena z metodo TLC, v divjem tipu BY4741 z genom TUM1 pod 
uravnavo ADH1pr na plazmidu (WT [ADH1pr-TUM1]). [ADH1pr] označuje plazmid brez vključka [TUM1]. 
Vsebnost lipidov je prikazana kot delež določene vrste lipidov (ERG, TAG ali SE) glede na suho maso 
kvasnih celic (gDW).  

 

Slika 21: Vsebnost ERG, TAG in SE, določena z metodo TLC, v delecijskem sevu BY4741 tum1∆ s 
komplementacijo TUM1 pod kontrolo ADH1pr na plazmidu ([ADH1pr-TUM1]). [ADH1pr] označuje plazmid 
brez vključka [TUM1]. Vsebnost lipidov je prikazana kot delež določene vrste lipidov (ERG, TAG ali SE) 
glede na suho maso kvasnih celic (gDW).  

Pri seriji s TST na plazmidu pod promotorjem ADH1 v divjem tipu BY4741 in delecijskem 
sevu BY4741 tum1∆ in njihovih kontrolah smo imeli dovolj bioloških ponovitev, da smo 
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lahko izračunali standardne odklone in lahko zaključimo o razlikah v metabolizmu lipidov 
med sevi. 

Ko primerjamo vsebnost TAG med sevoma BY47471 tum1∆ [ADH1pr] in BY47471 
tum1∆ [ADH1pr-TST] ter med BY4741 tum1∆ in BY4741 tum1∆::TST opazimo ravno 
obraten trend (Sl. 19 in Sl. 23). Med sevoma BY4741 tum1∆ in BY4741 tum1∆::TST 
opazimo trend višanja v vsebnosti TAG, medtem, ko med sevoma BY47471 tum1∆ 
[ADH1pr] in BY47471 tum1∆ [ADH1pr-TST] opazimo trend nižanja v vsebnosti TAG.  

 

Slika 22: Vsebnost ERG, TAG in SE, določena z metodo TLC, v divjem tipu BY4741 z genom TUM1 pod 
uravnavo ADH1pr na plazmidu (WT [ADH1pr-TST]). [ADH1pr] označuje plazmid brez vključka [TST]. 
Vsebnost lipidov je prikazana kot delež določene vrste lipidov (ERG, TAG ali SE) glede na suho maso 
kvasnih celic (gDW).  Rezultati na sliki so prikazani s standardnimi odkloni. 

 

Slika 23: Vsebnost ERG, TAG in SE, določena z metodo TLC, v delecijskem sevu BY4741 tum1∆ z genom 
TST pod uravnavo ADH1pr na plazmidu (tum1∆ [ADH1pr-TST]). [ADH1pr] označuje plazmid brez vključka 
[TST]. Vsebnost lipidov je prikazana kot delež določene vrste lipidov (ERG, TAG ali SE) glede na suho 
maso kvasnih celic (gDW). Rezultati na sliki so prikazani s standardnimi odkloni. 
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4.4 PROTEIN Tum1 NE VPLIVA NA LIPIDNI METABOLIZEM KVASOVKE 
Saccharomyces cerevisiae PREKO TIOLACIJE tRNA 

Ob ugotovitvi, da kvasni protein Tum1 sodeluje pri metabolizmu lipidov (Sl. 18-23), nas je 
zanimal mehanizem tega procesa.  

4.4.1 Proteina Tum1 in Uba4 sta udeležena pri tiolaciji ohlapnega uridina molekule 
tRNA    

Edina do danes opisana biološka vloga proteina Tum1 je pri tiolaciji ohlapnega uridina 
molekule tRNA. Noma in Leidel s sodelavci (2009) so ugotovili, da v biokemijski poti 
URM1 za tiolacijo ohlapnega uridina molekule tRNA sodelujejo Nfs1, Uba4, Urm1, Tum1 
ter Ncs2 in Ncs6. Zato smo najprej preverili raven tiolacije v divjem tipu  BY4741 in dveh 
delecijskih sevih BY4741 uba4∆ in BY4741 tum1∆. Iz sevov smo izolirali tRNA in izvedli 
urea-poliakrilamidno elektroforezo z dodanim APM. Ta povzroči počasnejše potovanje 
molekul tRNA, ki vsebujejo tiolno skupino, torej tudi uridine s tioliranim ohlapnim 
uridinom, ki nas zanimajo. 

Na urea-poliakrilamidnem gelu z dodanim APM pri divjem tipu BY4741 opazimo liso (Sl. 
24), ki predstavlja frakcijo tRNA, ki je tiolirana (označeno s puščico). Pri delecijskem sevu 
B47471 uba4∆ lise na enaki višini kot pri divjem tipu ne opazimo. V delecijskem sevu 
BY4741 tum1∆ je lisa, ki predstavlja frakcijo tioliranih tRNA, prisotna, vendar je manj 
intenzivna kot pri divjem tipu. To pomeni, da je tiolacija v delecijskem sevu BY4741 
tum1∆ zmanjšana, kar je v skladu s predhodnimi rezultati, ki kažejo, da v delecijskem sevu 
BY4741 tum1∆ le 29 % molekul tRNA ostane tioliranih (Lu in sod., 2008; Huang in sod., 
2008). Prisotnost produkta gena TUM1 v biokemijski poti URM1 ni nujno potrebna, je pa 
pomembna za uspešen nastanek 2-tiouridina. Torej lahko 2-tiolacija ohlapnega uridina 
delno poteče preko poti, v kateri ni prisoten protein Tum1 (Noma in sod., 2009).  

Molekule tRNA smo izolirali tudi iz divjega tipa BY4741 in delecijskega seva BY4741 
tum1∆, v katera smo transformirali plazmid pCAU z genom TST ali genom TUM1 pod 
uravnavo promotorja ADH1pr. Na urea-poliakrilamisnem gelu z APM vidimo, da je lisa, ki 
predstavlja tiolirano tRNA, prisotna pri dveh sevih, to sta divji tip BY4741 [ADH1pr] in 
BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TUM1]. Molekule tRNA iz sevov BY4741 tum1∆ [ADH1pr] in 
BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TST] so delno tiolirane. Lisa, ki predstavlja frakcijo tiolirane 
tRNA, je v teh dveh sevih primerljiva (Sl. 25). Dokažemo, da mišji protein Tst ne more 
nadomestiti vloge Tum1 pri tiolaciji ohlapnega uridina molekul tRNA kvasovke S. 
cerevisiae. 
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Slika 24: Ločba molekul tRNA sevov divjega tipa BY4741 (WT) in delecijskih sevov BY4741 uba4∆ in 
BY4741 tum1∆  na urea-poliakrilamidnem gelu z APM. Puščica označuje tiolirano frakcijo tRNA. 

 

Slika 25: Ločba molekul tRNA sevov divjega tipa BY4741 (WT [ADH1pr]) in delecijskih sevov BY4741 
tum1∆ s plazmidom [ADH1pr], [ADH1pr-TUM1] ali [ADH1pr-TST]  na urea-poliakrilamidnem gelu z APM. 
Puščica označuje tiolirano frakcijo tRNA.  
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4.4.2 Vsebnost lipidov v delecijskem sevu uba4∆ je enaka kot v divjem tipu BY4741 

Da bi določili potencialni neposredni vpliv biokemijske poti URM1 oziroma proteina 
Uba4, ki deluje v omenjeni poti v kasnejšem koraku od Tum1, na lipidni metabolizem, 
smo izvedli dodatno analizo določenih vsebnosti lipidov z analizo s TLC.  

Na grafu (Sl. 26) je predstavljena vsebnost treh vrst lipidov (ERG, TAG in SE) v treh 
sevih, to so divji tip BY4741, BY4741 tum1∆ in BY4741 uba4∆. Vsebnost ERG in TAG 
se v analiziranih treh sevih značilno ne razlikuje. Smo pa s primerjanjem vsebnosti SE 
zaznali značilne razlike v vsebnosti  pri sevu BY4741 tum1∆ v primerjavi z divjim tipom 
BY4741 ali delecijskim sevom BY4741 uba4∆. Raven SE v sevu BY4741 uba4∆ je enaka 
tisti v divjem tipu BY4741.  

 

Slika 26: Vsebnost ERG, TAG in SE, določena z metodo TLC, v divjem tipu BY4741 (WT) in delecijskih 
sevih BY4741 tum1∆ ter BY4741 uba4∆. Vsebnost lipidov je prikazana kot delež določene vrste lipidov 
(ERG, TAG ali SE) glede na suho maso kvasnih celic (gDW).  Rezultati na sliki so prikazani s standardnimi 
odkloni. 

4.5 PREKOMERNO IZRAŽANJE TREH VRST tRNA (tQUUG, TKUUU in tEUUC) V 
DELECIJSKIH SEVIH tum1∆ in uba4∆ NE VRNE LIPIDNEGA FENOTIPA NA 
RAVEN DIVJEGA TIPA   

Noma in sodelavci (2009) so pokazali, da prekomerno izražanje treh specifičnih vrst 
molekul tRNA (tQUUG, TKUUU in tEUUC) v delecijskem sevu BY4741 uba4∆, delno 
supresira efekt delcije oziroma pomanjkanja tiolacije ohlapnega uridina molekule tRNA. 
Pokazali so tudi, da te tri vrste tRNA supresirajo slabšo rast delecijskih sevov ncs2∆ in 
ncs6∆ na gojišču YPD z dodanim rapamicinom (2 nM).  
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Zanimalo nas je, ali lahko prekomerno izražanje treh specifičnih vrst molekul tRNA 
(tQUUG, TKUUU in tEUUC) vrne lipidni fenotip seva BY4741 tum1∆ na raven divjega tipa. 
Hkrati smo želeli preveriti vpliv prekomernega izražanja tRNA na sev BY47471 uba4∆. 
Za preverjanje vsebnosti ERG, TAG in SE v sevih kvasovke S. cerevisiae smo zato izvedli 
analizo s TLC.  

Rezultati analize kažejo, da med preiskovanimi sevi ni razlik v vsebnosti treh vrst lipidov, 
ERG, TAG in SE. To pa je v nasprotju s predhodnimi rezultati, kjer v delecijskem sevu 
BY4741 tum1∆ opazimo značilno povišanje vsebnosti SE glede na divji tip. 

S tem eksperimentom ne moremo potrditi hipoteze, da je vpliv Tum1 na vsebnost SE 
povezana z njegovo vlogo v tiolacijo tRNA. 

 

Slika 27: Vsebnost ERG, TAG in SE, določena z metodo TLC, v divjem tipu BY4741 (WT) in delecijskih 
sevih BY4741 tum1∆ ter BY4741 uba4∆ ob prekomernem izražanju treh specifičnih vrst tRNA. Oznaka 
pABY525 označuje plazmid brez vključka za sineto tRNA (kontrola), oznaka pABY1653 pa plazmid z 
zapisom za tri vrste tRNA (tQUUG, TKUUU in tEUUC). Vsebnost lipidov je prikazana kot delež določene vrste 
lipidov (ERG, TAG ali SE) glede na suho maso kvasnih celic (gDW). Rezultati na sliki so prikazani s 
standardnimi odkloni. 
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5 RAZPRAVA 

Produktom številnih genov pripisujejo vlogo v metabolizmu lipidov, vendar nas novo 
odkriti geni vedno znova opozarjajo, da naše poznavanje lipidnega metabolizmu še ni 
celostno zaključeno. Mišji protein Tst je bil opisan kot soudeležen pri metabolizmu lipidov 
(Horvat, neobjavljeno). S primerjavo aminokislinskega zaporedja mišjega proteina Tst s 
proteini kvasovke S. cerevisiae smo odkrili kvasni protein Tum1. Do danes edina znana 
biološka vloga kvasnega proteina Tum1 je, da sodeluje pri tiolaciji ohlapnega uridina 
molekule tRNA oziroma pri biokemijski poti URM1 (Sl. 7) (Noma in sod., 2009; Leidel in 
sod., 2009). Vpletenosti proteina Tum1 pri lipidnem metabolizmu, po naših podatkih, do 
danes teoretično ali eksperimentalno ni dokazal še nihče.  

5.1 MIŠJI PROTEIN Tst LAHKO SINTETIZIRAMO V KVASOVKI Saccharomyces 
cerevisiae 

Z metodo prenos western smo dokazali izražanje mišjega proteina Tst v kvasnem sevu 
BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TST]. Pomembno je omeniti, da je gen TST v slednjem sevu 
prisoten na plazmidu pCAU in se izraža pod kontolo močnega promotorja ADH1pr. 
Plazmid vsebuje CEN-ARS regijo (ang. »autonomously replicating sequences« (ARS) in 
ang. »centomere« (CEN)), kar povzroči, da je v kvasni celici prisoten v nizkem številu 
kopij (Shen in sod., 2012).  

Molekulska masa mišjega proteina Tst je 33466 Da (podatkovna zbirka UniProt). Mišja 
proteinska vzorca iz maščevja in jeter, za katera je znano, da sintetizirata Tst, sta nam 
služila kot pozitivni kontroli (Sl. 12). Lisi smo na nitrocelulozni membrani po prenosu 
western opazili pri okoli 38 kDa. Po izolaciji proteinov iz kvasnega seva BY4741 tum1∆ 
[ADH1pr-TST] in po western prenosu smo lise na nitrocelulozni membrani opazili na enaki 
višini. Večjo proteinsko maso od pričakovane bi lahko razložili z nekaterimi 
posttranslacijskimi modifikacijami proteina Tst. 

Na drugi strani po prenosu western proteinskega vzorca iz kvasnega seva BY4741 
tum1∆::TST, lis na pričakovani poziciji (primerjava s pozitivno kontrolo) po takojšnjem 
razvijanju signala nismo opazili (rezultati niso prikazani). Po 15 min razvijanja smo opazili 
mnogo nespecifičnih lis oziroma močno ozadje, med drugim tudi na pričakovani višini, to 
je pri 38 kDa. Vendar jakost signala med mišjimi in kvasnimi proteinskimi vzorci ni bila 
primerljiva – že po minuti razvijanja je bila lisa iz proteinskih vzorcev pozitivne kontrole 
bolj temna kot lisa iz kvasnih vzocev po 15 min razvijanja. Nespecifično ozadje po 
prenosu western pri kvasnem sevu BY4741 tum1∆::TST morda zakriva specifično liso, ki 
predstavlja protein Tst. Koncentracija proteina Tst v kvasnem sevu BY4741 tum1∆::TST je 
zaradi šibkega nativnega promotorja kvasnega gena TUM1 očitno majhna. 
Predpostavljamo, da je protein Tst v sevu BY4741 tum1∆::TST prisoten, vendar je raven 
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izražanja pod mejo detekcije z uporabljenimi protitelesi. Glede na rezultate obeh serij 
prenosa western predpostavljamo, da je koncentracija proteina Tst v sevu BY4741 
tum1∆::TST nižja od koncentracije proteina v sevu BY4741 tum1∆  [ADH1pr-TST]. 
Predpostavko podpira tudi podatek, da je promotor ADH1pr močnejši od nativnega 
promotorja kvasnega gena TUM1 (Ghaemmaghami in sod., 2003). 

Z metodo prenos western smo potrdili prisotnost oziroma sintezo proteina Tst v kvasovki 
S. cerevisiae. Z metodo smo dokazali, da je protein v kvasni celici prisoten v takšni obliki, 
da ga prepoznajo protitelesa proti Tst. Vendar z upoštevanjem rezultatov ne moremo trditi, 
da je protein Tst v kvasovki S. cerevisiae funkcionalen. Ker nas zanima predvsem njegov 
vpliv na lipidni metabolizem, smo se v nadaljevanju osredotočili na metode za posredno in 
neposredno opazovanje sprememb v lipidnem metabolizmu oziroma razlik v vsebnosti 
določenih vrst lipidov. 

5.2 RAST SEVOV, UDELEŽENIH V BIOKEMIJSKI POTI URM1 KVASOVKE 
Saccharomyces cerevisiae, JE ENAKA NA GOJIŠČU YPD IN OLEATNEM GOJIŠČU 

Vplivi oleata na kvasne celice so različni. Oleat igra pomembno vlogo pri mnogih celičnih 
procesih, to so sinteza lipidov, nastanek membrane, začetek proliferacije peroksisomov, 
stimulacija biogeneze lipidnih kapelj in uravnavanje izražanja genov (Wriessnegger in 
sod., 1993; Casey in sod., 1993; Saleem in sod., 2008; Binns in sod., 2006). Na drugi strani 
pa ima oleat negativen vpliv na preživetje celic in povzroča takoimenovane lipotoksične 
efekte (Garbarino in sod., 2005). Celice kvasovke S. cerevisiae so občutljive na oleat. Še 
posebno so občutljive tiste, ki imajo napake v shranjevanju nevtralnih lipidov (Kohlwein in 
Petschnigg, 2007; Petschnigg in sod., 2009). 

Pokazali smo, da je rast delecijskih sevov ncs2∆, ncs6∆, tum1∆, uba4∆ in urm1∆ na 
oleatnem gojišču primerljiva rasti divjega tipa BY4741 (Sl. 12, Sl. 13). Izbrali smo tiste 
delecijske seve, ki imajo izbrisane gene, ki so bili opisani kot sodelujoči v biokemijski poti 
URM1 (Sl. 7) (Huang in sod., 2008; Noma in sod., 2009, Leidel in sod., 2009).  

Glede na te rezultate, ne moremo trditi, da delecija genov, udeleženih v biokemijski poti 
URM1, vpliva na lipidni metabolizem. Vendar pa v splošnem z uporabo te analize ne 
moremo delati dokončnih zaključkov o vplivih delecije genov, udeleženih v biokemijski 
poti URM1, na lipidni metabolizem kvasovke S. cerevisiae. Dodatna eksperimenta, ki bi 
pripomogla k natančnejši analizi vpliva oleata na kvasne celice, sta elektronska 
mikroskopija in merjenje hitrosti rasti sevov kvasovke. Z raziskovanjem vpliva oleata na 
seve kvasovke S. cerevisiae nismo nadaljevali, ker smo za neposredno merjenje vpliva 
delecije ali prekomernega izražanja TUM1 in genov, udeleženih v poti URM1, na vsebnost 
lipidov, imeli na razpolago bolj zanesljivo neposredno metodo TLC, to je analiza vsebnosti 
določenih  lipidov v celici.   
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5.3 NIVO IZRAŽANJA KVASNEGA GENA TUM1 OZIROMA MIŠJEGA GENA TST 
VPLIVA NA LIPIDNI METABOLIZEM KVASOVKE Saccharomyces cerevisiae. 

Raziskovanje potencialne vpletenosti specifičnega genskega produkta pri metabolizmu 
lipidov se običajno začne z natančnim kvantitativnim določanjem vsebnosti lipidov v 
delecijskih sevih kvasovke S. cerevisiae, kjer je izbrisan preverjan genski zapis (Schneiter 
in Daum, 2006).  

5.3.1 Metoda Nile red 

Z metodo Nile red lahko neposredno izmerimo vsebnost lipidov v kvasovki S. cerevisiae. 
Metodo smo uporabili zato, ker lahko z njo v kratkem času določimo vsebnost lipidov v 
velikem številu sevov. Metode za kvantifikacijo lipidov, kot za primer tekočinska 
kromatografija ali kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo, vključujejo korake od 
izolacije lipidov do njihove karakterizacije in so tako časovno zahtevne v primeru, ko 
želimo testirati večje število kvasnih sevov (Rostron in sod., 2015).  

Z izmerjenimi značilnimi razlikami v vsebnost lipidov med sevoma Y7092 in AWRI1631 
his3∆::NatR smo potrdili, da je metoda Nile red ponovljiva in zanesljiva kot pokazatelj 
dovolj velike razlike v vsebnosti lipidov (Sl. 16). 

Najprej smo primerjali vsebnost lipidov med haploidnimi sevi kvasovke S. cerevisiae. V 
divji tip BY4741 in delecijski sev BY4741 tum1∆ smo vstavili plazmid, na katerem se pod 
kontrolo močnega promotorja gena ADH1 izraža mišji gen TST. Prisotnost proteina Tst v 
kvasni celici smo, kot že opisano, predhodno dokazali s prenosom western (Sl. 12). Kot 
negativno kontrolo smo uporabili divji tip BY4741 in delcijski sev BY4741 tum1∆ s 
praznim plazmidom ([ADH1pr]). Med štirimi haploidnimi sevi kvasovke S. cerevisiae 
nismo opazili značilnih razlik v vsebnosti lipidov (Sl. 16). Tudi med izbranimi diploidnimi 
sevi kvasovke S. cerevisiae z metodo Nile red nismo zaznali značilnih razlik v vsebnosti 
lipidov (Sl. 17). Tokrat smo na plazmidu pod močnim ADH1 promotorjem izrazili tako 
kvasni gen TUM1, kot tudi mišji gen TST. 

Metoda Nile red se je izkazala kot dovolj občutljiva in zanesljiva v oleogenih sevih in pri 
genetsko spremenjenih sevih kvasovke S. cerevisiae, kjer so spremenjeni tisti geni, ki 
imajo velik vpliv na lipidni metabolizem. Taki geni so za primer tudi esencialni geni 
DGA1, LRO1 in FAT1, udeleženi pri metabolizmu nevtralnih lipidov (več v poglavju 2.4.4) 
(Rostron in sod., 2015). Vendar ima, kot vsaka metoda, tudi metoda Nile red svoje 
omejitve. V splošnem zazna le nevtralne lipide. Zato moramo za nadaljnjo razlikovanje 
med posameznimi vrstami lipidov uporabiti še druge metode. Druga omejitev se nanaša na 
občutljivost. Rostrom in sod. (2015) so ugotovili, da metoda ni dovolj zanesljiva, da bi 
zaznala razlike v vsebnosti lipidov, ko so le-te majhne. Mi z metodo Nile red nismo zaznali 
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razlik v vsebnosti lipidov med preiskovanimi sevi, vendar je mogoče, da so le-te prisotne, a 
relativno majhne in zato pod mejo za detekcijo z barvilom Nile red. Na podlagi rezultatov, 
pridobljenih z metodo Nile red, zato ne moremo potrditi ali ovreči hipoteze, da sta kvasni 
gen TUM1 in mišji gen TST udeležena v lipidnem metabolizmu kvasovke S. cerevisiae.  

5.3.2 Z metodo TLC zaznamo razlike v vsebnosti lipidov med preiskovani sevi 

Tako smo raziskovanje nadaljevali z metodo TLC, ki je bolj občutljiva metoda za tako 
kvalitativno kot tudi kvantitativno ločevanje in analizo lipidov (Nelson, 1975). Metodo 
TLC so za nas izvedli v laboratoriju prof. dr. Klausa Natterja na Univerzi v Gradcu. 

Metoda TLC je za kvasovke S. cerevisiae normalizirana glede na vsebnost ERG. Ta se 
nahaja v plazemski membrani, kjer uravnava njeno strukturo in permeabilnost (Kristan in 
Rižner, 2012). Vse kvasne celice za analizo TLC so bile enake velikosti, zato smo pri enaki 
masi kvasovk pričakovali primerljivo vsebnost ERG. Glede na to predpostavko smo 
izločili ponovitve, pri katerih je vsebnost ergosterola odstopala za več kot 20 %.  

5.3.2.1 Delecija TUM1 vpliva na vsebnost sterolnih estrov v kvasovki S. cerevisiae 

Najprej so nas zanimale razlike v vsebnosti lipidov med divjim tipom BY4741 in 
delecijskim sevom BY4741 tum1∆. V delecijskem sevu BY4741 tum1∆ smo izmerili 
značilno višjo vsebnost SE kot pri divjem tipu BY4741 (Sl. 18). Vstavitev gena TUM1 na 
njegovo prvotno pozicijo v delecijskem sevu BY4741 tum1∆, je vrnilo lipidni fenotip 
oziroma vsebnost SE na raven divjega tipa BY4741, kar je bilo v skladu z našimi 
pričakovanji. Z metodo TLC smo tako potrdili hipotezo, da protein Tum1 vpliva na lipidni 
metabolizem kvasovke S. cerevisiae. Hkrati smo pokazali, da metoda Nile red ni dovolj 
natančna, da bi zaznala razlike v vsebnosti lipidov med preiskovanimi sevi.  

5.3.2.2 Vpliv integracije mišjega gena TST v genom kvasovke S. cerevisiae na lipidni 
metabolizem 

Prednosti, ki jih ima kvasovka S. cerevisiae kot modelni organizem, so nas pripeljale do 
eksperimenta, v katerem smo kvasni gen TUM1 nadomestili z njegovim potencialnim 
homologom, to je mišji gen TST. Zapis za ta gen smo pridobili s pomočjo pomnoževanja 
mišje cDNA, ki so jo pripravili v laboratoriju prof. dr. Simona Horvata. Eksperiment smo 
naredili z namenom, da bi preverili zastavljeno hipotezo, da se sesalski TST in TUM1 
kvasovke sta homologna gena z ohranjeno funkcijo. Mišji gen TST in kvasni gen TUM1 
smo v kvasovko S. cerevisiae vstavili na dva načina – (1) v kromosom pod uravnavo 
nativnega promotorja TUM1pr oziroma (2) pod uravnavo promotorja ADH1pr na 
plazmidu, s katerim smo nato transformirali kvasne celice. 
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Pokazali smo da, medtem ko vrnitev gena TUM1 v genom seva BY4741 tum1∆  na mesto 
delecije vrne fenotip oziroma vsebnost SE na raven divjega tipa BY4741, se to pri vstavitvi 
mišjega gena TST na enak način ne zgodi (Sl. 19). Iz tega lahko sklepamo, da mišji gen 
TST ne more nadomestiti kvasnega gena TUM1. Vendar smo pokazali tudi, da je vsebnost 
TAG pri sevu BY4741 tum1∆::TST višja kot pri drugih dveh primerjanih sevih, to sta divji 
tip BY4741 in delecijski sev BY4741 tum1∆ (Sl. 19). Ugotovili smo, da moramo za 
razjasnitev funkcije TUM1 in TST oziroma preveritev hipoteze, da sta sesalski TST in 
TUM1 kvasovke homologna gena z ohranjeno funkcijo, izvesti dodatne eksperimente. 

Med sevoma BY4741 tum1∆ [ADH1pr] in BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TST]  in sevoma 
BY4741 tum1∆ [ADH1pr] in BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TUM1] opazimo enak trend v 
vsebnosti TAG, vsebnosti TAG so med pari sevov primerljive (Sl. 20-23), kar kaže na to, 
da je kvasni gen TUM1 mogoče nadomestljiv z mišjim genom TST. Vendar pa tega ne 
moremo trditi zaradi tega, ker pri sevih BY4741 in BY4741 tum1∆ s praznim plazmidom 
in plazmidom s TUM1 pod promotorjem ADH1pr nismo imeli dovolj bioloških ponovitev, 
da bi lahko govorili o značilnih razlikah v vsebnosti lipidov. Z dodatnimi biološkimi 
ponovitvami metode TLC, ki se že izvajajo, bomo v prihodnosti morda lahko zaključili o 
nadomestljivosti kvasnega gena TUM1 z mišjim genom TST.   

Mišji gen TST oziroma kvasni TUM1 smo v kvasovko S. cerevisiae vstavili na dva načina 
zato, da bi primerjali raven izražanja pod dvema različnima promotorjema (nativni 
promotor TUM1pr in močan promotor ADH1pr) na metabolizem lipidov. Pokazali smo, da 
količina izraženega proteina Tst vpliva na vsebnost TAG v kvasovki S. cerevisiae. Trenda 
sta v delecijskem sevu BY4741 tum1∆ glede na uporabljen promotor ravno obratna. Ko 
integriramo TST v genom, opazimo trend višanja, na drugi strani opazimo trend nižanja 
TAG v primeru, ko TST izrazimo pod močnim promotorjem ADH1pr na plazmidu. Prav 
tako na vsebnost lipidov vpliva sev kvasovke S. cerevisiae, v katerem Tst izražamo. Z 
orodji, ki smo jih uporabili, ne moremo narediti zaključka o funkcionalni homologiji genov 
TUM1 in TST oziroma aktivnosti mišjega Tst v celici kvasovke S. cerevisiae. 

Hipoteze, da sta sesalski TST in TUM1 kvasovke sta homologna gena z ohranjeno funkcijo 
tako ne moremo niti potrditi niti ovreči. Za eno ali drugo potrebujemo dodatne 
eksperimente, predvsem pa več bioloških ponovitev analize TLC s sevi, ki imajo na 
plazmidu pod ADH1pr vstavljen kvasni gen TUM1. 

5.4 PROTEIN Tum1 NE VPLIVA NA LIPIDNI METABOLIZEM PREKO TIOLACIJE 
tRNA 

Leidel in sod. (2009) so z urea-poliakrilamidno gelsko elektroforezo z APM pokazali, da v 
delecijskih sevih uba4∆ in urm1∆ manjka frakcija tioliranega uracila ter dokazali, da je 
biokemijska pot URM1 pomembna za tiolacijo ohlapnega uridina. V biokemijski poti 
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URM1 sodeluje tudi kvasni gen TUM1 (Noma in sod., 2009; Leidel in sod., 2009) (Sl. 7). 
Za testiranje prisotnosti tioliranega ohlapnega uridina molekul tRNA smo zato izbrali tri 
seve: divji tip BY4741 ter delecijska seva BY4741 tum1∆ in BY4741 uba4∆.  

Potrdili smo, da v delecijskem sevu BY4741 uba4∆ molekule tRNA niso tiolirane (Sl. 24). 
Rezultat je bil pričakovan, saj je UBA4 nujno potreben za tiolacijo ohlapnega uridina 
molekul tRNA. Na drugi strani so pri kontroli – divjem tipu BY4741 – molekule tRNA 
tiolirane. Tudi slednji rezultat je v skladu s pričakovanji in primerljiv z rezultati raziskave 
Nome in sod (2009). Vzorca izolirane tRNA iz divjega tipa BY4741 in delecijskega seva 
BY4741 uba4∆ sta nam služila kot kontroli za določanje deleža tiolacije tRNA seva 
BY4741 tum1∆. V tem delecijskem sevu je le manjša frakcija molekul tRNA tioliranih (Sl. 
24). Naš rezultat potrjuje ugotovitev dveh raziskovalnih skupin (Noma in sod., 2009 in 
Leidel in sod., 2009), ki pravita, da Tum1 ni nujno potreben za tiolacijo tRNA, vendar je 
pomemben v biokemijski poti URM1 za uspešen nastanek 2-tiouridina. Tiolacija tRNA 
tako delno lahko poteče preko poti, v kateri Tum1 ni prisoten.  

Na urea-poliakrilamidnem gelu z APM smo testirali tudi delež tiolacije molekul tRNA, 
izoliranih iz sevov BY4741 [ADH1pr], BY4741 tum1∆ [ADH1pr], BY4741 [ADH1pr-
TUM1] in BY4741 tum1∆ [ADH1pr-TST]. V skladu s pričakovanji je bila po transformaciji 
praznih plazmidov tiolacija molekul tRNA v delecijskem sevu BY4741 tum1∆ zmanjšana 
glede na divji tip BY4741 (Sl. 25). Po tem, ko smo na plazmidu pod promotorjem ADH1pr 
izrazili TUM1, se je tiolacija vrnila na raven divjega tipa s praznim plazmidom. Izražanje 
TUM1 pod promotorjem ADH1pr tako uspešno vrne tiolacijo molekul tRNA na nivo 
divjega tipa. Presenetljivo, se to ni zgodilo v primeru, ko smo na plazmidu pod 
promotorjem ADH1pr izrazili mišji gen TST. Molekulska funkcija Tst in Tum1 je sicer 
enaka – oba spadata v družino proteinov, ki služijo kot vsestranski prenašalci žveplovega 
atoma (ang. »thiosulfate sulfurtransferase« in ang. »3-mercaptopyruvate 
sulfurtransferase«) (Gliubich in sod., 1996; Spallosa in sod., 2004; Noma in sod., 2009; 
Leidel in sod., 2009). Pričakovali smo, da bo mišji Tst prenašal žveplov atom iz istih 
substratov kot kvasni Tum1. Pokazali pa smo, da mišji Tst ne more nadomestiti kvasnega 
Tum1 v biokemijski poti URM1 oziroma tiolaciji ohlapnega uridina molekul tRNA 
kvasovke S. cerevisiae. 

V nadaljevanju nas je zanimal mehanizem, preko katerega Tum1 vpliva na metabolizem 
lipidov. Postavili smo hipotezo, da Tum1 vpliva na lipidni metabolizem preko tiolacije 
tRNA. Izvedli smo eksperiment, ki nam je neposredno pokazal, da hipotezo lahko 
ovržemo. Z metodo TLC smo namreč pokazali, da je lipidni fenotip delecijskega seva 
BY4741 uba4∆ enak divjemu tipu (Sl. 25). Protein Uba4 deluje na kasnejšem koraku od 
Tum1 v biokemijski poti URM1 (Sl. 7). Predvidevali smo, da bi bil v primeru, če bi vpliv 
na lipidni metabolizem potekal preko poti URM1, lipidni fenotip delecijskega seva 
BY4741 uba∆ enak delecijskemu sevu BY4741 tum1∆. Ker se je pokazal ravno obraten 
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rezultat – lipidni fenotip delecijskega seva BY4741 uba4∆ je enak divjemu tipu, 
predpostavljamo, da Tum1 ne vpliva na lipidni fenotip preko biokemijske poti 
URM1oziroma tiolacije ohlapnega uridina molekul tRNA. 

5.5 PREKOMERNO IZRAŽANJE TREH VRST tRNA (tQUUG, TKUUU in tEUUC) V 
DELECIJSKIH SEVIH tum1∆ in uba4∆ NE VRNE LIPIDNEGA FENOTIPA NA NIVO 
DIVJEGA TIPA  

Pokazano je bilo, da prekomerno izražanje treh specifičnih vrst molekul tRNA (tQUUG, 
TKUUU in tEUUC) supresira slabšo rast delecijskih sevov ncs2∆ in ncs6∆ na gojišču YPD z 
dodanim rapamicinom (2 nM). Proteina Ncs2 in Ncs6 sodelujeta v biokemijski poti 
URM1oziroma pri tiolaciji ohlapnega uridina molekule tRNA (Sl. 7) (Noma in sod., 2009). 
Na drugi strani prekomerno izražanje specifičnih molekul tRNA v delecijskem sevu 
BY4741 tum1∆ ne vrne rasti na YPD gojišču z dodanim rapamicinom (2 nM) na raven 
divjega tipa. Ta rezultat kaže na to, da ima Tum1 še dodatne vloge, ki pa so za zdaj še 
neznane (Leidel in sod., 2009). 

V magistrski nalogi smo pokazali, da prekomerno izražanje treh specifičnih molekul tRNA 
(tQUUG, TKUUU in tEUUC) ne supresira lipidnega fenotipa opaženega v BY4741 tum1∆ sevu 
(Sl. 27). Glede na rezultate tega eksperimenta ne moremo potrditi hipoteze, da je vpliv 
Tum1 na vsebnost SE povezan z njegovo vlogo v tiolaciji tRNA (Sl. 7). To je tudi v skladu 
z rezultati na urea-poliakrilamidnem gelu z APM, kjer smo pokazali, da mišji protein Tst 
ne more nadomestiti kvasnega proteina Tum1 v biokemijski poti URM1. 

Na drugi strani med divjim tipom BY4741 [pABY] in delecijskim sevom BY4741 tum1∆ 
[pABY] ne opazimo značilne razlike v vsebnosti SE, kakršna se kaže med sevoma BY4741 
in BY4741 tum1∆ (Sl. 18). Vzrok za to je verjetno minimalno gojišče, v katerem so bile 
gojene kvasne celice z dodanim plazmidom pABY oziroma neoptimiziranost metode TLC 
za takšna gojišča, kar se kaže tudi v večjih standardnih odklonih (prof. dr. Klaus Natter, 
osebna komunikacija). 

5.6 PREDPOSTAVLJEN MEHANIZEM VPLIVA KVASNEGA PROTEINA Tum1 NA 
LIPIDNI METABOLIZEM  

Vprašanje, ki se pojavi v nadaljevanju je, kakšen je mehanizem vpliva proteina Tum1 na 
lipidni metabolizem kvasovke S. cerevisiae.  

Za postavljanje nadaljnjih hipotez lahko izhajamo iz naše ugotovitve, da Tum1 vpliva na 
raven SE in sicer, da njegova odsotnost (BY4741 tum1∆) povzroči značilno povišanje 
vsebnosti SE v kvasovki S. cerevisiae (Sl. 18). SE skupaj s TAG spadajo med nepolarne 
lipide, ki jih kvasovka S. cerevisiae skladišči v lipidnih kapljah (Athenstaedt in sod., 1999; 
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Czabany in sod., 2008; Grillitsch in sod., 2012). S skladiščenjem se kvasovke izognejo 
toksičnim efektom, ki jih povzročajo proste MK in steroli. Steroli se tako zaestrijo v SE, 
proste MK pa se povežejo tudi z glicerolom in tvorilo triacilglicerole (TAG) (Zweytick in 
sod., 2000). Za metabolizem SE so nujno potrebni geni ARE1, ARE2, TGL1, YEH1 in 
YEH2.  

Pri nastanku SE sta nujno potrebna ARE1 in ARE2 (Yang in sod., 1996; Zweytick in sod., 
2000). V dvojni delecijski mutanti are1∆are2∆, ki raste normalno hitro, je sinteza SE 
popolnoma zavrta, kar kaže na to, da sta Are1 in Are2 edina proteina, ki sodelujeta pri 
biosintezi SE pri kvasovki S. cerevisiae. V takšnih sevih je biosinteza sterolov zmanjšana, 
vendar je povišana vsebnost prostih sterolov (Zweytick in sod., 2000). Za raziskovanje 
mehanizma vpliva TUM1 na lipidni metabolizem kvasovke S. cerevisiae bi bilo v 
prihodnosti zanimivo izmeriti vsebnost prostih sterolov v delecijskem sevu BY4741 
tum1∆. Mogoče je, da Tum1 delno inhibira delovanje Are1 ali/in Are2. Tako je v divjem 
tipu, ko je Tum1 prisoten, vsebnost SE nižja kot v delecijskem sevu BY4741 tum1∆, kjer 
proteina Tum1 ni in zato ne more delno inhbirati sinteze SE. Predpostavljamo, da je raven 
SE zaradi tega višja v delecijskem sevu. 

Cepitev SE na sterole in proste MK poteka s hidrolazami Tgl1, Yeh1 in Yeh2 (Koffel in 
sod., 2005; Mullner in sod., 2005). Mutanta tgl1∆yeh1∆yeh2∆ popolnoma izgubi zmožnost 
za razgradnjo SE, kar kaže na to, da so geni TGL1, YEH1 in YEH2 edini, ki v kvasovki 
kodirajo SE hidrolaze (Koffel in sod., 2005). Protein Tum1 morda aktivira proteine Tgl1, 
Yeh1 in Yeh2. V divjem tipu, kjer je Tum1 prisoten, ta spodbuja (aktivira) razgradnjo SE. 
Na drugi strani, v delecijski mutanti BY4741 tum1∆, kje proteina Tum1 ni, razgradnja SE 
poteka v manjšem obsegu, zato je posledično prisotnih več SE. 

 

Slika 28: Predpostavljen mehanizem delovanja proteina Tum1. Protein Tum1 predvidoma deluje inhibitorno 
na Are1 in Are2, aktivira pa Tgl1, Yeh1 in Yeh2. Slika lipidne kaplje povzeta po Wikipedii. 
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Vse hipoteze, postavljene v tem poglavju, temeljijo na podatkih iz literature in naši 
ugotovitvi o značilnem povišanju vsebnosti SE v delecijskem sevu BY4741 tum1∆ glede 
na divji tip. Za njihovo potrditev so potrebni dodatni eksperimenti. 
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6 SKLEPI 

− Kvasni protein Tum1 vpliva na metabolizem lipidov kvasovke Saccharomyces 
cerevisiae. 

− Delecija gena TUM1 povzroči povečano vsebnost sterolnih estrov v kvasovki S. 
cerevisiae. 

− Mišji protein Tst lahko sintetiziramo v kvasovki S. cerevisiae. 

− Rekombinantni protein Tst ne more nadomestiti Tum1 v biokemijski poti URM1, 
tiolaciji tRNA. 

− Protein Tum1 ne vpliva na metabolizem lipidov preko biokemijske poti URM1, 
temveč preko druge, še neznane biokemijske poti. 

− Za preveritev hipoteze, da sta produkta genov TUM1 in TST funkcijska homologa, 
so potrebni dodatni eksperimenti. 
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7 POVZETEK 

Do danes je bilo odkritih že mnogo genov, katerih produkti sodelujejo pri lipidnem 
metabolizmu, vendar odkritja novih genov kažejo na to, da verjetno še ne poznamo vseh. 
Naša raziskovalna skupina se ukvarja z iskanjem novih genov, vpletenih v uravnavo 
lipidnega metabolizma v kvasovki Saccharomyces cerevisiae, modelnem evkariontskem 
organizmu. Predhodno je bilo pokazano, da mišji gen TST vpliva na metabolizem lipidov. 
V magistrski nalogi nas je zanimalo, ali homolog mišjega gena TST, kvasni gen TUM1, 
tudi vpliva na metabolizem lipidov in ali je vpliv izražanja TUM1 in TST v kvasovki na 
lipidni fenotip primerljiv ter preko katerega mehanizma poteka. 

Edina do danes edina opisana biološka vloga Tum1 je pri tiolaciji ohlapnega uridina 
molekule tRNA, kjer s proteini Nfs1, Uba4, Urm1, Ncs2 in Ncs6 sestavlja biokemijsko pot 
URM1. Tri vrste tRNA, specifične za glutamin (tQUUG), lizin (tKUUU) oziroma glutaminsko 
kislino  (tEUUC), imajo na mestu ohlapnega nukleotida uridin spremenjen v 5-
metoksikarbonilmetil-2-tiouridin. Protein Tum1 ni nujno potreben za tiolacijo ohlapnega 
uridina, je pa bil opisan kot soudeleženec v tej poti (Noma in sod., 2009; Leidel in sod., 
2009).  

Z relativno enostavnim testom, ki nam pove, ali določen gen vpliva na lipidni metabolizem 
– oleatnim testom, smo pokazali, da je rast delecijskih sevov ncs2∆, ncs6∆, tum1∆, uba4∆ 
in urm1∆ na oleatnem gojišču enaka rasti divjega tipa. Rezultat kaže na to, da produkti 
slednjih genov, med katerimi je tudi Tum1, niso vpleteni v metabolizem lipidov. Ker na 
podlagi oleatnega testa še ne moremo narediti dokončnih zaključkov, smo v nadaljevanju 
izvedli tankoplastno kromatografijo (ang. »thin layer chromatography«, TLC). Ugotovili 
smo, da Tum1 vpliva na lipidni metabolizem kvasovke S. cerevisiae, saj delecija gena 
TUM1 povzroči povečano vsebnost sterolnih estrov (SE). Hkrati smo pokazali, da metoda 
Nile red za zaznavanje teh razlik ni dovolj natančna. Vsebnost lipidov smo primerjali v 
delecijskem sevu tum1∆, divjem tipu in delecijskem sevu tum1∆, v katerega smo vrnili 
TUM1. Izmerili smo tudi vsebnost treh različnih vrst lipidov – ergosterola, triailgliceridov 
(TAG) in SE – v sevu tum1∆::TST. Na osnovi rezultatov ne moremo trditi, da je vsebnost 
sterolnih estrov v slednjem sevu različna od delecijskega seva BY4741 tum1∆. 
Nenazadnje, z uporabo dveh različnih promotorjev – ADH1pr in TUM1pr – smo ugotovili, 
da je vpliv proteina Tum1 in Tst na lipidni fenotip kvasovke S. cerevisiae odvisen od ravni 
izražanja oziroma vrste promotorja.  

Z urea-poliakrilamidno elektroforezo z dodanim APM smo pokazali, da ostane delež 
molekul tRNA v delecijskem sevu tum1∆  tioliran, medtem, ko pri sevu uba4∆ molekule 
tRNA niso tiolirane, kar je v skladu z rezultati predhodnih raziskav. Zmanjšan delež 
tiolacije molekul tRNA kaže na to, da ne poteka vsa tiolacija molekul tRNA preko proteina 
Tum1 in potrjuje, da protein Uba4 deluje na poznejšem koraku od Tum1 v biokemijski poti 
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URM1 in da je nujno potreben za tiolacijo ohlapnega uridina molekul tRNA (Noma in 
sod., 2009; Leidel in sod., 2009). Ker nas je zanimalo, ali TST lahko nadomesti TUM1 v 
biokemijski poti URM1, smo iz seva tum1∆ [ADH1pr-TST] izolirali molekule tRNA in 
primerjali njihovo tioliranost z molekulami tRNA, izoliranimi  iz seva tum1∆ [ADH1pr-
TUM]. Pred tem smo s prenosom western potrdili prisotnost proteina Tst v kvasovki. 
Medtem ko je izražanje TUM1 pod promotorjem ADH1pr v delecijskem sevu tum1∆ vrnilo 
delež tiolacije na nivo divjega tipa, se to ni zgodilo ob prekomernem izražanju gena TST 
pod kotrolo istega promotorja. Mišji Tst torej ne more nadomestiti kvasnega proteina 
Tum1 v biokemijski poti URM1 za tiolacijo tRNA kvasovke S. cerevisiae. V nadaljevanju 
smo izvedli metodo TLC, s katero smo pokazali, da je vsebnost TAG in SE v divjem tipu 
in delecijskem sevu uba4∆ enaka, kar kaže na to, da vloga Tum1 pri modifikaciji tRNA ni 
povezana z vlogo Tum1 pri lipidnem metabolizmu. Da bi hipotezo dodatno preverili, smo 
izvedli dodaten eksperiment, pri katerem smo v delecijskih sevih prekomerno izrazili tri 
specifične vrste tRNA, to so tKUUU, tEUUC in tQUUG, katerih prekomerno izražanje 
suprimira mutacije v biokemijski poti URM1. Prekomerno izražanje teh specifičnih vrst 
tRNA ni vrnilo lipidnega fenotipa delecijskega seva tum1∆ na nivo divjega tipa.  

Zaključimo lahko, da protein Tum1 vpliva na lipidni metabolizem kvasovke S. cerevisiae, 
vendar ne preko biokemijske poti URM1, temveč preko druge, do zdaj še neznane poti. 
Glede na rezultate vpliva TST na lipidni metabolizem kvasovke S. cerevisiae pa ne 
moremo niti potrditi niti ovreči hipoteze o funkcijski homologiji kvasnega gena TUM1 in 
mišjega gena TST. Za preveritev te hipoteze so potrebni dodatni eksperimenti.  
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PRILOGE 

Preglednica A: Začetni oligonukleotidi uporabljeni za pomnoževanje odsekov DNA z verižno reakcijo s 
polimerazo. 

Oznaka Opis Nukleotidno zaporedje* 
TST_A_F A PCR: Za pomnoževanje KanMX. Vsebuje 

štrleči konec za homologno rekombinacijo za TST 
v sevu BY4741 mfa::GALPr-TST-NatMX 

CCCCCAGAGACCCGTGTGTCCCAG
GGGAAGAGTGGGAAGGCCTGAGCG
GCCGCCAGGGG 

TST_A_R A PCR: Za pomnoževanje KanMX. Štrleči konec 
nalega za TST v sevu BY4741 mfa::GALPr-TST-
NatMX 

TCGACCGGTATCGATAAGCTTGAT
ATCGAATTCCTGCAGCCCGGGCAC
CTTTAGACATGATGGG 

UP_KanMX_F Za pomnoževanje KanMX. Nalega na začetek 
KanMX. 

GCGGCCGCCAGGGG 
 

DN_KanMX_R 
 

Za pomnoževanje KanMX. Nalega na konec 
KanMX. 

CACCTTTAGACATGATGGG 

TST_B_F B PCR: Za pomnoževanje kasete TST-KanMX. 
Štrleči konec nalega na promotor gena TUM1 v 
sevu tum1∆.  

GAGGACAAAAGCATAAAGTTGTGA
AGAAAATTGCCCATACATTCAATGG
TACATCAGGTGCTCTA 

TUM1_del_rev B PCR: Za pomnoževanje kasete TST-KanMX. 
Štrleči konec nalega na zaporedje za mestom 
delecije v sevu tum1∆. 

ATATGTAGCTAAATAAATCGACTTG
TCAAGAATATATTTCTCTTACACCT
TTAGACATGATGGG 

Nov_TUM1_k_R Kontrolni začetni oligonukleotid za preverjanje 
stika med zadnjim delom kasete TST-KanMX in 
genomom seva tum1∆. Nalega na genom v sevu 
tum1∆ za mestom vstavitve. 

TACCGGGCAATAACAATGAA 

j_KanMX_F Kontrolni začetni oligonukleotid za preverjanje 
stika med zadnjim delom kasete TST-KanMX in 
sevom tum1∆. Nalega na zadnji del KanMX. 

GGCGTGGGGACAATTCAA 
 

Nov_TUM1_k_F Kontrolni začetni oligonukleotid za preverjanje 
stika med genomom seva tum1∆ in začetnim 
delom vstavljene kasete TST-KanMX. Nalega na 
genom seva tum1∆ pred mestom vstavitve. 

GGATGTTCAGCTGTGTACA 

j_KanMX_R Kontrolni začetni oligonukleotid za preverjanje 
stika med genomom seva tum1∆ in začetnim 
delom kasete TST-KanMX. Nalega na začetni del 
KanMX. 

GTTAAGTGCGCAGAAAGTAA 

Nov_TUM1_k_R Kontrolni začetni oligonukleotid za preverjanje 
prisotnosti kasete TST-KanMX v sevu tum1∆. 
Nalega na genom v sevu tum1∆ za mestom 
vstavitve. 

TACCGGGCAATAACAATGAA 

01_mTst.F Za pomnoževanje TST. Vsebuje viseče konce za 
integraciijo v plazmid pCAU s homologno 
rekombinacijo. Nalega na začetni del TST. 

TATTTCAAGCTATACCAAGCATACA
ATCAACTATCTCATATACAGAACAC
AATGGTACATCAGGTGCTCTACCG 

01_mTst.R Za pomnoževanje TST. Vsebuje viseče konce za 
vključitev v plazmid pCAU s homologno 
rekombinacijo.  Nalega na zadnji del TST. 

TGGGAGGAGGGCGTGAATGTAAGC
GTGACATAACTAATTACATGATCAG
GCCTTCCCACTCTTCC 

02_mTst.F Za pomnoževanje gena TST iz cDNA. Nalega na 
zgornji konec TST. 

ATGGTACATCAGGTGCTCTACCG 

  Se nadaljuje 



 

 
 

Nadaljevanje preglednice A. Začetni oligonukleotidi uporabljeni za pomnoževanje odsekov DNA z verižno 
reakcijo s polimerazo. 

Oznaka Opis Nukleotidno zaporedje* 

   

   

02_mTst.R Za pomnoževanje gena TST iz cDNA. Nalega na zadnji 
del TST. 

TCAGGCCTTCCCACTCTTCC 

TST_pRD5
3_F 

Za pomnoževanje TST. Vsebuje viseče konce za 
integracijo v plazmid pRD53 s homologno 
rekombinacijo. Nalega na začetni del TST. 

TTAATATACCTCTATACTTTAACGT
CAAGGAGAAAAAACAACACAATGG
TACATCAGGTGCTCTACCG 

TST_pRD5
3_R 

Za pomnoževanje TST. Vsebuje viseče konce za 
integracijo v plazmid pRD53 s homologno 
rekombinacijo. Nalega na zadnji del TST. 

GTCGACCGGTATCGATAAGCTTGA
TATCGAATTCCTGCAGCCCGGGTC
AGGCCTTCCCACTCTTCC 

GALpr_TS
T_F 

 Za pomnoževanje kasete GAL1pr-TST. Vsebuje viseče 
konce za integracijo v plazmid pAG25 s homologno 
rekombinacijo. Nalega na promotor GAL1. 

GACACTATAGAACGCGGCCGCCAG
CTGAAGCTTCGTACGCTGCAGTCA
GGCCTTCCCACTCTT 

GALpr_TS
T_R 

Za pomnoževanje kasete GAL1pr-TST. Vsebuje viseče 
konce za integracijo v plazmid pAG25 s homologno 
rekombinacijo. Nalega na zadnji del TST. 

GGCAAGCTAAACAGATCTGGCGCG
CCTTAATTAACCCGGGGATCCTTGA
ATTTTCAAAAATTCTTACTT 

I_GAL_R Za pomnoževanje kasete GAL1pr-TST-NatMX. Vsebuje 
viseče konce za integracijo v lokus MFA1 seva BY4741 
s homologno rekombinacijo. Nalega na GAL1pr. 

GGTGTAGCGGAAAAGGAAGATAAA
GGAGGGAGAACAACGTTTTTGTAC
GCAGAAACACTAGTGGATCTGATAT
CA 

I_GAL_U
NI_L 

Za pomnoževanje kasete GAL1pr-TST-NatMX. Vsebuje 
viseče konce za integracijo v lokus MFA1 seva BY4741 
s homologno rekombinacijo. Nalega na NatMX. 

ATCTGTAACTGTTTCTCGGATAAAA
CCAAAATAAGTACAAAGCCATCGA
ATAGAATATAGAACGCGGCCGCCA 

K_GAL_L Za pomnoževanje kasete GAL1pr-TST za ligacijo v 
pAG25. Sprednji del (5’) je restrikcijsko mesto za SalI, 
zadnji del nalega pred GAL1pr. 

GCGTCGACACTCACTATAGGGCGAAT
T 

K_GAL_R Za pomnoževanje kasete GAL1pr-TST za ligacijo v 
pAG25. Sprednji del (5') je restrikcijsko mesto za 
HindIII, zadnji del nalega za TST na pRD53. 

GCAAGCTTTCGGAATTAACCCTCACT
A 

PR_I_ZA_
L 

Kontrolni začetni oligonukleotid za preverjanje 
uspešnosti homologne rekombinacije kasete GAL1pr-
TST-NatMX v lokus MFA1.  

TTTTTTCGCCTCGACATCAT 
 
 

PR_I_ZA_
R 

Kontrolni začetni oligonukleotid za preverjanje 
uspešnosti homologne rekombinacije kasete GAL1pr-
TST-NatMX v lokus MFA1. 

GCAGGTACAGGGTATCAAAA 

PR_I_PRE
D_L 

Kontrolni začetni oligonukleotid za preverjanje 
uspešnosti homologne rekombinacije kasete GAL1pr-
TST-NatMX v lokus MFA1. 

CCGCCAGAAATGAATTAATG 

PR_I_PRE
_R 

Kontrolni začetni oligonukleotid za preverjanje 
uspešnosti homologne rekombinacije kasete GAL1pr-
TST-NatMX v lokus MFA1. 

ATATTCCAGGACAAGAAGGT 

*Začetni oligonukleotidi so zapisani v smeri 5' → 3'. Štrleči konci začetnih oligonukleotidov oziroma deli za 
homologno rekombinacijo so označeni s krepko pisavo, Kozak zaporedje je podčrtano, restrikcijska mesta pa 
izpisana poševno. Proizvajalci začetnih oligonukleotidov: Sigma, Eurofins. 

 

 

 

 



 

 
 

Slika A: Prileganje zaporedij kvasnega proteina Tum1 in njegovih homologov. Od vrha navzdol: Tum1, 
človeški hMPST, BosMPST iz Bos taurus E.coliMPST iz E. coli, LeishMPST iz Leishmania major (Qiu in 
sod., 2012). 

 

 

 

 

 

 

 


