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1. UVOD



Visestruko nezasi¢ene masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA) su
esencijalni gradivni spojevi bioloskih membrana kod veéine eukariota. Osim vazne uloge u
moduliranju fizikalnih svojstava bioloSkih membrana i posljedi¢no tome reguliranju vaznih
membranskih procesa, PUFA imaju vaznu ulogu i kao signalne molekule, te kao
transkripcijski aktivatori gena [1, 2]. Moze se re¢i da PUFA ispunjavaju mnoge strukturne i
funkcionalne uloge koje su neusporedive medu masnim kiselinama s obzirom na Siroki
spektar bioloskih procesa u kojima sudjeluju. Medutim, mehanizmi kojima stanica regulira
tocan sastav PUFA u membranskim lipidima i procesi kojima pogoduje takav to¢no definiran
sastav. PUFA nisu ni priblizno razjaSnjeni. Unato¢ velikoj raznolikosti 1 specifi¢nim
svojstvima odredenih vrsta PUFA, njihova zajedni¢ka karakteristika je da su u uvjetima
oksidacijskog stresa podlozne lipidnoj peroksidaciji, autokatalitiCkom procesu degradacije
lipida [3]. Oksidacijski stres moze nastati kao posljedica poremecaja metabolizma kisika, i
predstavlja potencijalnu opasnost za sve aerobne organizme [4]. Lipidna peroksidacija
uzrokuje naruSavanje integriteta bioloSkih membrana i stvaranje potencijalno toksi¢nih
reaktivnih aldehida [5]. Pokazano je da lipidna peroksidacija ima ulogu u procesu starenja, te
mnogim patoloskim stanjima kod covjeka ukljucujuci neurodegenerativne bolesti, dijabetes,
bolesti jetre, kardiovaskularne bolesti i tumore [6-9]. Stoga je u interesu istraziti procese
lipidne peroksidacije kao i obrambene mehanizme zaStite stanice od oksidacijskih oste¢enja
PUFA.

1.1. VISESTRUKO NEZASICENE MASNE KISELINE - STRUKTURA,

FUNKCIJA, ZIVOT

1.1.1. KLASIFIKACIJA PUFA

PUFA su masne kiseline s dvije ili viSe dvostrukih veza izmedu dva ugljikova atoma u
ugljikovodi¢nom lancu masnih kiselina. Pojednostavljena nomenklatura, koja se ¢esto koristi
za klasifikaciju PUFA u bioloskim sustavima je omega (o) ili n nomenklatura, prema kojoj se
oznacava polozaj posljednje dvostruke veze od metilnog kraja ugljikovodi¢nog lanca [10].
Delta (A) klasifikacija oznacava poziciju dvostruke veze u lancu masne kiseline odredenu
brojanjem veza pocevsi od karboksilne skupine [11]. Tako npr. 18:2, ®-6 oznacava linolnu

kiselinu, PUFA koja ima osamnaest atoma ugljika i ukupno dvije dvostruke veze, s prvom
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dvostrukom vezom na Sestom C-atomu od metilnog kraja lanca. Dvostruke veze u PUFA se
ve¢inom U bioloskim sustavima nalaze u cis konfiguraciji (slika 1). Najées¢e PUFA koje se
pojavljuju u bioloskim sustavima su» -6 i ®-3, a broj atoma ugljika u ugljikovodi¢nom lancu
obi¢no varira izmedu 18 i 22 i gotovo uvijek je paran, dok broj dvostrukih veza moze varirati
izmedu dvije do Sest [2]. Popis najzastupljenijih PUFA u bioloskim sustavima je naveden u
tablici 1.

karboksilni kraj
12

cis-A12

CHs  metilni kraj

18

Slikal. Struktura linolne Kiseline cisA9,cisA12-18:2, w-6. Za razliku od zasi¢enih masnih
kiselina u kojima jednostruke veze tvore ravne lance, dvostruke veze u cis konfiguraciji
uzrokuju zakrivljenost lanaca nezasi¢enih masnih kiselina.

Tablica 1. Najzastupljenije PUFA u bioloskim sustavima, ukljucujuci i covjeka.

PUFA skracenice klasa
linolna LA 18:2, -6
a-linolenska ALA 18:3, -3
y-linolenska GLA 18:3, -6
dihomo-y-linolenska DGLA 20:3, -6
arahidonska AA 20:4, -6
eikosapentaenska EPA 20:5, »-3
dokosapentaenska DPA 22:5, »-6
dokosaheksaenska DHA 22:6, -3




1.1.2. BIOSINTEZA PUFA

Sinteza masnih kiselina je ubikvitaran proces koji se deSava u svim organizmima.
Osnovni prekursor u ovom procesu je acetil-koenzim A (acetil-CoA) koji se u inicijalnom
koraku sinteze masnih kiselina pomoc¢u enzima acetil-CoA karboksilaze (Accl) konvertira u
malonil-CoA [12, 13]. Od malonil-CoA se pomocu enzima sintetaze masnih kiselina dalje
sintetiziraju masne kiseline u ponavljaju¢im koracima elongacije, prilikom cega se koristi
acetil-CoA i redukcijski ekvivalent, NADPH. Najces¢e masne kiseline koje nastaju ovakvom
de novo sintezom su palmitinska (16:0) i stearinska (18:0).

Za uvodenje dvostrukih veza u ugljikovodi¢ne lance masnih kiselina odgovorna je
skupina evolucijski konzerviranih enzima zajedni¢kog naziva desaturaze, koje se pojavljuju u
svim domenama zivog svijeta, od bakterija, gljiva, biljaka i zivotinja pa sve do Covjeka [14,
15]. Vecina desaturaza u bioloskim sustavima su integralni membranski proteini i najéesée su
smjeStene unutar membrana endoplazmatskog retikuluma (ER). Proces desaturacije masnih
kiselina ukljucuje kompleksne korake prijenosa elektrona izmedu citokroma bs, NAD(P)H,

molekularnog kisika i masnih kiselina [16] (slika 2).

dvostrukaveza O
R,CH =CHR,C —X

NADPH citokromb, i

(Fe*)
citokromb, 2H,0
reduktaza desaturaza
NADP* » Citokromb, 0,
(Fe?)

O

I
R,CH,CH,R,C— X

Slika 2. Shematski prikaz procesa uvodenja dvostruke veze u zasic¢ene lance masnih kiselina.
Desaturaze kataliziraju prijenos elektrona s reduciranog citokroma bs i zasicene masne
kiseline, prilikom ¢ega dolazi do redukcije molekularnog kisika u vodu i stvaranja dvostruke
Veze.

lako su osnovnim mehanizmom djelovanja konzervirane, desaturaze se medusobno
razlikuju prema mjestu uvodenja dvostruke veza gledano od karboksilnog kraja masne
kiseline, Sto se koristi u njihovoj Kklasifikacii fiomenklatura). Do sada je opisano barem
deset razli¢itih vrsta desaturaza: A4, A5, A6, A8, A9, A10, All, A12, A13iAlS5, s time da broj

I vrste desaturaza koje nalazimo unutar razli¢itih vrsta i domena Zivog svijeta znacajno
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variraju [14, 17]. Kod viSestani¢nih organizama, poput ¢ovjeka, desaturaze pokazuju tkivnu
specifi¢nost i1 pojavu izoformi, odnosno postoje razlike u broju i vrsti desaturaza, te njihovoj
aktivnosti ovisno o vrsti stanica i organa [11, 17]. Desaturaze djeluju u tandemu sa skupinom
enzima nazvanih elongaze koje sudjeluju u daljnjem produzavanju lanaca PUFA, pri ¢emu
nastaju dugolancane PUFA najcesce s 20 ili 22 atoma ugljika 1 cetiri do Sest dvostrukih veza
(slika 3). Elongaze produzuju PUFA uvijek s karboksilnog kraja lanca, u koracima od po dva

ugljikova atoma, koristeci kao supstrat acetil-CoA.

1.1.2.1 Klasifikacija desaturaza [17]

Neki autori svrstavaju desaturaze u Cetiri podporodice:

a) Prve desaturaze: Stearil-CoA desaturaze (SCD) koje se svrstavaju u A9 desaturaze i
uvode prvu dvostruku vezu u lanac zasi¢enih masnih kiselina, najzastupljenija su skupina
desaturaza te su prisutne u svim domenama zivog svijeta. Njihovim djelovanjem nastaju
jednostruko nezasicene masne kiseline, a najucestalije su palmitoleinska (C16:1, ®-9) i
oleinska kiselina (C18:1, -9).

b) Omega desaturaze: A12 i Al5 desaturaze, koje uvode dodatnu dvostruku vezu u
nezasi¢ene masne kiseline i to izmedu postojece dvostruke veze 1 metilnog kraja
ugljiikovodiénog lanca. Clanovi ove porodice desaturaza, zasluznih za biosintezu ®-3 i -6
PUFA, predominantno su zastupljeni kod algi, biljaka i gljiva, ali takoder su prisutni i u nizim
zivotinjama (npr. nematoda C. elegans) i protistima, medutim nisu prisutne kod odvedenijih
zivotinja, ukljucujuéi i CovjekaAl12 deaturaza kao supstrat najcesce koristi oleinsku kiselinu
(C18:1, »-9), pri cemu nastajer -linolna kiselina (C18:2, ®-6), dok Al5 desaturaza uvodi
trecu dvostruku vezu u linolnu kiselinu pri ¢emu nastaje a-linolenska kiselina (C18:3, ®-3)
[11].

c) Desaturaze prednjeg kraja: Clanovi ove porodice desaturaza zasluzne su za
uvodenje dodatne dvostruke veze izmedu postojee dvostruke veze i karboksilnog kraja
masne Kkiseline i predominantno su zastupljene u odvedenijim zivotinjskim vrstama, posebno
kraljesnjacima, ukljucujuci i Covjeka. Najzastupljenije su\5 i A6 desaturaze, koje kao pocetni
supstrat naj¢esce koriste PUFA: linolnu (C18:2, ®-6) i a-linolensku kiselinu (C18:3, ®-3), te
zajedno sa skupinom elongaza, koje takoder koriste iste PUFA kao supstrat, sudjeluju u
sintezi kompleksnijih dugolancanih PUFA: npr. arahidonske (AA, C20:4, -6),
dokosaheksaenske (DHA, C22:6, ®-3) ili eikosapentaenske kiseline (EPA, C20:5, ®-3).
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d) Desaturaze sfingolipida ili sfingolipid-A4 desaturaze: ove desaturaze uvode
dvostruku vezu u lanac dugolancanih sfingolipida, medutim za razliku od gore navedenih

desaturaza, ove desaturaze uvode dvostruku vezu u trans konfiguraciji.

20:4, w-6

i

arahidonska k.

A5/A6-desa I elongaze

18:0 18:1, w-9 18:2, w-6 18:3, w-3
A9-desa A12-desa A15-desa
—— —— —)
stearinskak. oleinskak. linolnak. a-linolenska k.

A5,'A6-desa| elongaze
20:5, w-3 22:6, w-3
A6-desa
elongaze

eikosapentaenska k. dokosaheksaenskak.

Slika 3. Shematski prikaz putova sinteze nekih od najvaznijih PUFA u bioloskim sustavima

1.1.3 BIOLOSKA FUNKCIJA PUFA

PUFA se u bioloskim sustavima najve¢im djelom nalaze u vezanom obliku kao
sastavni dijelovi glicerolipida. U glicerolipide se ubrajaju svi lipidi koji kao osnovnu
molekulu sadrze glicerol, a dijele se u dvije osnovne skupine: glicerofosfolipide i neutralne
glicerolipide ili gliceride [10]. Glicerofosfolipidi ili fosfolipidi su osnovne strukturne i
funkcionalne gradevne jedinice bioloSkih membrana te su ujedno i najzastupljenija klasa
membranskih lipida [18]. Sastavljeni su od molekule glicerola na koju je spojena molekula
fosfata (na sn-3 poziciji) i dvije kovalentno vezane molekule masnih kiselina (sn-1 i sn-2

pozicija) (slika 3a). Molekula fosfata moze vezati i odredenu organsku skupinu koja se obi¢no
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koristi za klasifikaciju fosfolipidnih razreda (npr. kolin ili etanolamin itd.). Triacilgliceridi
(TAG) su neutralni lipidi, a sastavljeni su od tri molekule masnih kiselina koje su esterskim
vezama spojene na molekulu glicerola (na sn-1, sn-2 i sn-3 poziciji). U stanici TAG imaju
ulogu pricuve masnih kiselina u svrhu proizvodnje energije ili sinteze novih glicerofosfolipida
za izgradnju biomembrana, a takoder sluze kao molekule za detoksifikaciju, odnosno
uklanjanje potencijalno Stetnih masnih kiselina iz sustava bioloskih membrana (slika 3b) [19]
TAG ne ulaze u sastav bioloskih membrana, ve¢ se u stanici nalaze unutar odjeljaka u obliku

lipidnih kapljica (engl. lipid droplets) [20].

—
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fosfat = = hidrofilna
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Slika 3. Shematski prikaz glicerofosfolipida (a) i triacilglicerida (b). Za razliku od
glicerofosfolipida kojima fosfat ili organska molekula daju ionski naboj, triacilgliceridi su
neutralni (bez naboja). Modificirano prema Nature education (www.nature.com/scitable),
2010.

Fosfolipidi su amfipaticne molekule i u vodenom mediju teze agregaciji sa svojim
hidrofobnim dijelovima dalje od vode te svojim hidrofilnim dijelovima, koji se, ako nose
naboj, u dodiru s vodom stabiliziraju hidratacijom. Fosfatna skupina sa supstituentima ¢ini
polarni dio molekule, tzv. hidrofilnu glavu, dok acilni lanci masnih kiselina ¢ine nepolarni
dio, tzv. hidrofobni rep (Slika 3). Fosfolipidi se u vodenom mediju mogu samoorganizirati u
liposome ili vezikule, tvorevine od dva sloja u kojima su hidrofilne glave okrenute prema
vanjskom vodenom mediju, dok su hidrofobni repovi usmjereni prema unutrasnjosti lipidne
Cestice. Pritom hidrofobni repovi dva susjedna lipidna sloja nisu kovalentno povezani, iako su
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u medusobnom kontaktu. Ova struktura lipidnog dvosloja ¢ini osnovu bioloskih membrana
[21, 22]. Osim fosfolipida u sastav membranskih lipida eukariotskih organizama jos spadaju i
steroli (npr. ergosterol kod kvasca ili kolesterol kod covjeka), te dugolancani sfingolipidi.
Ukupno, lipidi ¢ine 30 do 80% masenog udjela bioloskih membrana. Preostali dio ¢ine
proteini (20 do 60%) i ugljikohidrati (0 do10%) [8]. Proteini su puno veci od molekula lipida
I, 1ako slicnog masenog udjela, lipidnih molekula je puno vise u membrani. Integralni
membranski proteini mogu u potpunosti prolaziti kroz membranu (transmembranski proteini)
ili mogu biti ,,uronjeni* u samo jednu polovicu lipidnog dvosloja, odnosno orjentirani prema

unutarnjoj ili vanjskoj strani stanice ili organela.

1.1.3.1 PUFA i biomembrane

Membranski sustavi stanica i njihovih unutarstani¢énih organela su metabolicki
najaktivnija mjesta u stanici, buduci su odgovorni za esencijalne stani¢ne procese poput
selektivne propusnosti, prijenosa signala, odrzavanja ionskih gradijenata, sinteze i transporta
proteina i lipida, proizvodnje energije (ATP), procesa endocitoze i egzocitoze [1]. Kako bi
ispunile ove brojne funkcije, membrane moraju imati svojstvo dinami¢nosti i prema modelu
,tekuéeg mozaika*“ bioloske membrane predstavljaju dvodimenzionalni teku¢i matriks koji
ima svojstvo lateralnog pokretanja svih svojih sastavnih dijelova u ravnini membrane [22].
Medutim, membrane nisu homogene u svom sastavu i postoji nejednaka raspodjela lipida i
proteina, kako unutar jednog sloja, tako i izmedu membranskih dvosloja [23, 24]. Ovakva
heterogena organizacija bioloskih membrana u specijalizirane mikrodomene s razliCitim
fizikalnim 1 funkcionalnim karakteristikama posljedica je Sirokog spektra razli¢itih lipida 1
proteina sa specifi¢nim svojstvima [24].

Medutim, kakvu ulogu imaju PUFA u stanici? PUFA u sastavu glicerofosfolipida su
esencijalni konstituenti membrana u veéini eukariotskih stanica, premda postoje organizmi
poput kvasca (S. cerevisiae) kojima je za normalno funkcioniranje membrana dovoljno
prisustvo jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina (eng. monounsaturated fatty acids, MUFA)
[15, 25]. Postoji niz dobro razjasnjenih fizikalnih parametara koja su specifino svojstvo
PUFA, pomocu kojih se najbolje moze sagledati njihova biolosSka vaznost u odnosu na
MUFA, prvenstveno njihov utjecaj na organizaciju membranskog dvosloja. Jedno od
osnovnih svojstava koja se pripisuju PUFA-ma je njihov utjecaj na povecanje fluidnosti
odnosno, smanjenje stanja uredenosti membrana. Smatra se da PUFA uvjetuju prijelaz iz
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cvrstog visokouredenog stanja koje je karakteristicno za sredine zastupljene sa zasi¢enim
masnim kiselinama u fluidno neuredeno stanje, koje je osnovno funkcionalno stanje bioloskih
membrana [26]. Medutim, za postizanje optimalne fluidnosti membrana, pri temperaturama
koje su tipicne za vecinu organizma na zemlji, dovoljna je prisutnost MUFA. Uvodenje prve
nezasicene veze najvise utjeCe na temperaturu prijelaza membrana (Ty) iz faze Cvrstog gela u
stanje fluidne neuredenosti [26]. Uvodenje druge dvostruke veze dodatno smanjuje T,
medutim, dodatne dvostruke veze ne utjeCu dalje na snizavanje vrijednosti T, te time ne
povecéavaju fluidnost membrana. Za postojanje kompleksnijih PUFA sa 4-6 dvostrukih veza
trebala bi postojati druga bioloska osnova. Nizom pokusa iz podrucja biofizike membrana,
dokazano je da povecanje stupnja nezasi¢enosti, odnosno povecanje broja dvostrukih veza u
ugljikovodi¢nom lancu pozitivno utjeCe na svojstva poput veée propusnosti membrana u
odnosu na vodu, i fizioloski vazne ione, koja se moze protumaciti rjedim pakiranjem PUFA u
membranskom sloju [1, 27, 28]. Predominantna prirodna cis konfiguracija PUFA uzrokuje
zakrivljenost u ugljikovodi¢nom lancu, ¢ime se uvodi nered u membranski dvosloj. Unatoc
rigidnim svojstvima dvostrukih veza, acilni lanci PUFA sa 4-6 dvostrukih veza imaju visoki

stupanj konformacijske fleksibilnosti, te mogu brzo prelaziti izmedu razlicitih

konformacijskih stanja (slika 4) [29].

@,

-
[

L LRy T

Slika 4. Shematski prikaz tri moguca konformacijska stanja acilnog lanca DHA (puna linija) u
sastavu fosfolipida. Modificirano prema Feller i sur., 2002. [29].

Povecana konformacijska fleksibilnost PUFA direktno utjece na elasticnost membrana
te dopusta puno vecu kompresibilnost membranskih lipida, Sto je bioloski vazno za interakciju
s brojnim membranskim proteinima, odnosno njihovu funkciju. Ova fleksibilnost varira
ovisno o broju i polozaju dvostrukih veza te duzini ugljikovodi¢nog lanca [30-32]. Npr.
glicerofosfolipidi koji sadrze arahidonsku kiselinu (AA, 20:4, -6) pokazuju puno veéu
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elasticnost od onih koji sadrze dokosaheksaensku kiselinu (DHA, 22:6, »-3) [2]. Dalje,
pokazano je da PUFA u odnosu na MUFA puno bolje zadrzavaju konformacijsku slobodu u
Sirem rasponu temperatura, $to im svakako daje prednost prilikom prilagodbe na promjenu
temperature [26]. Jedno od bitnih svojstava PUFA, koje je takoder posljedica njihove
konformacijske slobode je uvodenje stresa u zakrivljenost membrana (eng. curvature stress).
Drugim rijecima, PUFA pogoduju uvodenju negativne zakrivljenosti i inverziji membranskih
fosfolipida, svojstvu koje je bitno za membranske procese poput endocitoze i egzocitoze,
odnosno stvaranja membranskih vezikula ili fuzije membrana (slika 5) [26].

M BERmRa negativna

4 &—— zakrivljenost

2 membrane

e e 0

Slika 5. Primjer fuzije membrana; PUFA u sastavu fosfolipida imaju vaznu ulogu u svim
procesima u kojima dolazi do spajanja ili odvajanja membrana, buduéi da poti¢u negativnu
zakrivljenost membrana i pridonose inverziji membranskih lipida, koji su klju¢ni faktori u
navedenim procesima. Modificirano prema Hazel, 1995. [26].

Takoder, PUFA su direktno odgovorne za stvaranje lateralnih membranskih
mikrodomena (eng. lipid rafts) bogatih sterolima i sfingolipidima [33]. Steroli (npr.
kolesterol) spadaju medu najzastupljenije lipide u biolosSkim membranama, a jedna od
njihovih vaznih uloga je uvodenje fluidnosti u membranske regije bogate zasi¢enim lancima
masnih kiselina ili dugolan¢anim nezasi¢enim lancima u trans konfiguraciji, kojima su bogati
sfingolipidi. PUFA pokazuju stericku odbojnost prema sterolima, Sto rezultira formiranjem
heterogenih domena unutar membrana koje su bogate PUFA-ma i siromasne sterolima (tekuce
neuredeno stanje) i lateralnim domenama koje su bogate sterolima i sfingolipidima, a

siromasne PUFA-ma (tekuce uredeno stanje) [2, 34].
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1.1.3.2 Raznolikost PUFA

Morske alge spadaju u rijetke organizme na Zemlji koje imaju mogucnost de novo
sinteze gotovo cijelog spektra bioloski relevantnih PUFA, Sto se objaSnjava njihovom
evolucijskom prilagodbom na zivot u hladnom okoliSu [10]. Medutim, usporedbom razli¢itih
domena Zivog svijeta, postoje velike razlike u vrstama PUFA koje su esencijalne za strukturu
i funkciju bioloskih membrana (npr. odvedenije biljke sintetiziraju samo kratkolan¢ane PUFA
(ve¢inom linolnu o -linolensku, dok im dugolan¢ane PUFA nisu potrebne za funkciju
membrana) [11]. U viSestani¢nim organizmima poput Covjeka, postoji velika razlika u
zastupljenosti PUFA (vrsta i ukupnih koli¢ina) ovisno 0 vrsti stanica, odnosno tkiva i organa
[35, 36]. Osim toga, na razini pojedine stanice postoji znac¢ajna razlika u zastupljenosti PUFA
izmedu razli¢itih tipova membrana (mitohondrija, endoplazmatskog retikuluma, Golgijevog
aparata, nuklearne i stanicne membrane), ali takoder 1 izmedu dva membranska sloja [37-39].
Ova raznolikost distribucije razli¢itih vrsta PUFA upucuje na njihovu specifi¢nu biolosku
ulogu, koja do sada nije dovoljno dobro objasnjena, a takoder podrazumijeva i postojanje

specifi¢nih stani¢nih mehanizama odgovornih za takvu organizaciju PUFA.

1.1.3.3 PUFA i &ovjek

Za razliku od vecine protista, algi, gljiva i biljaka koji su sposobni sintetizirati de novo
sve potrebne masne kiseline ukljucuju¢i i PUFA, za vecinu odvedenijih Zivotinjskih vrsta su
PUFA esencijalne i u organizam se unose hranom ve¢inom biljnog podrijetla [40]. Covjek,
kao 1 vec¢ina odvedenijih Zivotinja, nije sposoban sintetizirati de novo -3 i -6 PUFA, te su
kod njih linolna (18:2, ®-6) i a-linolenska (18:3, ®-3) kiselina esencijalne [11]. Kako bi
iskoristio njihov puni potencijal covjek posjeduje sdsfav A6 desaturaza i srodnih
elongaza pomocu kojih, od linolne i y-linolenske kiseline sintetizira fizioloski vazne
dugolancane PUFA, od kojih su najzastupljenije arahidonska (204, -6), eikosapentaenska
(20:5, ®-3) i dokosaheksaenska (22:6, ®-3) kiselina [40, 41]. Unesene hranom, PUFA se
rasporeduju u sve stanice ljudskog organizma, iako postoje odredene stanice poput neuralnih
stanica, te stanica mreznice oka i spermija koje su posebno bogate dugolancanim PUFA-ma
(posebno DHA), neophodnim za odrzavanje njihovih specijaliziranih membranskih procesa
[2]. Mehanizmi koji kontroliraju ovakvu distribuciju PUFA nisu do kraja razjasnjeni, no ¢ini
se da je visoki udio PUFA u ovim stanicama velikim djelom reguliran na razini gena, dok god
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je zadovoljena barem minimalna potreba za esencijalnim PUFA-ma unesenim hranom [6, 36].
Nadalje, sustav AS i A6 desaturaza je tkivno specifican; npr. neuroni imaju relativno nisku
aktivnost ovih desaturaza i prvenstveno ovise o unosu dugolan¢anih PUFA iz okolnih
astrocita i jetrenih stanica. Medutim, neuralne stanice imaju selektivne mehanizme kojima
zadrZavaju visoki udio DHA u svojim lipidima, sprecavajuc¢i njihov izlazak iz stanice, dok se
npr. AA slobodno izlu€uje iz stanica neurona [42, 43]. Za razliku od spomenutih stanica,
ve¢ina stanica ljudskog organizma tolerantnija je prema promjenama u sastavu PUFA u
membranskim lipidima i podloznije su njihovim varijacijama ovisno o prehrani. lako je
veéina pokusa o utjecaju prehrane do sada napravljena na animalnom modelu (misevi i
Stakori), moguéa je usporedba s Covjekom, buduéi i miSevi i Stakori posjeduju isti sustav
desaturaza kao Covjek, te moraju uzimati esencijalee -3 1 -6 PUFA prehranom [44, 45].
Navedenim pokusima pokazano je da prehrana ima minimalan utjecaj na ukupni udio PUFA,
koji je ve¢inom konstantan u razli¢itim tipovima stanica i organa, te neovisno o prehrani
dobro reguliran na razini stanice (dok god je zadovoljena minimalna potreba za esencijalnim
PUFA-ma). Medutim, pokazano je da prehrana ima veliki utjecaj na promjenu udjela -3 i -
6 PUFA u membranama [36]. Sastav acilnih lanaca membranskih lipida najve¢im djelom je
reguliran preko sustava enzima aciltransferaza, fosfolipaza i transacilaza, ukljué¢enih u puteve
sinteze te remodeliranja membranskih lipida u procesu deacilacije i reacilacije (Landov
ciklus) (slika 6) [46-48]. Veliki dio enzima uklju¢enih u ove procese ne razlikuje -3 od ®-6
PUFA te se povecanjem unosa odredene klase PUFA hranom, povecava njihov udio u
ukupnom sastavu PUFA u membranskim lipidima [36]. Dakle, premda stanice velikim
dijelom kontroliraju ukupni udio PUFA na razini gena, PUFA unesene prehranom imaju
znacajan utjecaj na ravnotezu izmedw -3 i w-6 PUFA, i posljedi¢no tome mogu utjecati na
vazne fizioloske procese u organizmu. Takoder, buduci su sustavi desaturaza i elongaza
tkivno specifi¢ni, u odredenim stanicama u kojima je izrazena niska akAivnosh6
desaturaza, PUFA s 20 i viSe C-atoma (AA, EPA i DHA) unesene hranom imaju puno vazniju
ulogu nego npr. linolna i a-linolenska [49].

Kod covjeka, ali i drugih odvedenijih eukariotskih organizama, PUFA u sastavu
fosfolipida mogu biti metabolizirane enzimima skupnih naziva ciklooksigenaze (COX) i
lipooksigenaze (LOX), Sto dovodi do proizvodnje signalnih molekula eikozanoida
(prostaglandina, tromboksana i leukotrena), medijatora upalnih procesa, imunoloSkog
odgovora, vazokonstrikcije (regulacije krvnog tlaka), hormonalne regulacije, senzibilizacije
neurona na bol, kontrakcije misica, te rasta stanica [50-52]. Slobodne PUFA mogu sudjelovati
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direktno u regulaciji ekspresije gena; npr. vezanjem na nuklearne receptore koji kontroliraju
proteine SREB (engl. sterol regulatory element binding proteins, SREBP), koji se vezu na
sterolom regulirani element, PPARs (engl. peroxisome proliferator activated receptors),
receptore za aktivaciju proliferacije peroksisoma i jetreni X receptor. PUFA su takoder

ukljucene u bitne stani¢ne procese poput diferencijacije stanica i replikacije DNA [53, 54].

fosfolipidi
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lizofosfolipid \
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/\ lizofosfolipidi / \A
acil-CoA
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Slika 6. Landov ciklus: shematski prikaz putova regulacije sastava acilnih lanaca u
membranskim glicerofosfolipidima kod covjeka. Fosfolipaze hidroliziraju estersku vezu
acilnog lanca, pri ¢emu nastaju slobodne masne kiseline (ukljucuju¢i i PUFA) i lizofosfolipidi
(fosfolipidi s jednim acilnim lancem). Slobodni lanci PUFA mogu sluziti kao supstrati za
proizvodnju eikozanoida. Od lizofosfolipida se dalje u procesu reacilacije sintetiziraju novi
glicerofosfolipidi pomo¢u masnih kiselina vezanih na koenzim A (acil-CoA) djelovanjem
enzima aciltransferaza. Lizofosfolipidi takoder mogu napustiti membranu i sluziti kao
signalne molekule. Modificirano prema Hishikawa i sur., 2008. [55].
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1.1.4. MEHANIZMI REGULACIJE DESATURACIJE MEMBRANA

Mikroorganizmi, biljke i Zivotinje reguliraju sintezu (P)UFA tijekom promjena okolisa
I uvjeta zivota, te ovisno o prehrani [56]. Na primjeru poiklotermnih organizama, pokazano je
da je adaptacija na hladnije uvjete okoliSa popracena znaCajnim povecanjem udjela
nezasi¢enih masnih kiselina (npr. kod riba povecava se prvenstveno udio dugolancanih
PUFA), kako bi se osigurala fluidnost i elasticnost membrana, koja omogucava normalne
stanicne fizioloske procese, usporedive s onim pri viSim temperaturama [57]. Homeostaza
nezasicenih masnih kiselina u vecini organizama kontrolirana je na slicnom principu,
regulacijom transkripcije gena za desaturaze putem povratne sprege. U ovaj proces ukljucni
su specijalizirani membranski senzori koji putem prijenosa signala reguliraju transkripciju
stani¢nih desaturaza [58]. (P)UFA utjeCu na fizikalna svojstva membrana, te djeluju kao
negativne signalne molekule koje inhibiraju ekspresiju desaturaza.

Kod c¢ovjeka (i opcenito zivotinja), koji imaju sustave A9, A5 i A6 desaturaza (i
njihovih izoformi), kontrola njihove transkripcije regulirana je preko RIP signalnog puta u
kojem sudjeluju proteini SREBP (slika 6b) [59, 60]. Protein SREBP ima dvije izoforme:
SREBP-1 i SREBP-2, koji su kodirani sa dva razli¢ita gena. SREBP-1 ima dvije izoformne
varijante (SREBP-1a i SREBP-1c), koje nastaju alternativnim prekrajanjem mRNA prepisane
s istog gena. Unato¢ preklapaju¢im ulogama ovih proteina, SREB2 je dominantan prilikom
transkripcijske kontrole gena biosinteze i unosa sterola, dok izoformna varijanta SREBP-1c
ima dominantniju ulogu u transkripcijskoj regulaciji gena odgovornih za sintezu i desaturaciju
masnih Kkiselina [60]. Izoformna varijanta SREBP-la kontrolira podjednako oba
transkripcijska puta. Proteini SREBP, koji su predominantno locirani u membranama ER-a
formiraju kompleks s proteinom SCAP (engl. SREBP cleavage activating protein). SREBP-
SCAP kompleks je u interakciji s tre¢im proteinom ovog signalnog puta, INSIG-1 ili -2. U
slu¢aju optimalnog sastava sterola i (P)UFA, SREBP-SCAP kompleks je u interakciji s
proteinom INSIG-1/2 i signalni put je inhibiran. Medutim, u slucaju potrebe za (P)UFA-ma ili
sterolima, protein SCAP prolazi konformacijske promjene svoje regije za prepoznavanje
sterola (SSD, engl. sterol sensing domain), ¢ime se kompleks SREBP-SCAP odvaja od
proteina INSIG-1/2. Protein INSIG-1/2 se zatim izluCuje iz ER-3, te biva razgraden ubikvitin-
proteosomalnim putem, kako bi se sprijeCilo ponovno formiranje kompleksa sa SCAP-
SREBP. Kompleks SCAP-SREBP se transportira u Golgijev aparat, gdje protein SREBP biva
proteoliticki modificiran, otpustajuci aktivnu topivu domenu [61, 62]. Ovako procesiran dio
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proteina SREBP putuje u jezgru gdje se veze na elemente SRE (engl. sterol regulatory
elements) koji aktiviraju transkripciju gena za unos i sintezu sterola, odnosno (P)UFA. Sama
aktivacija RIP signalnog puta regulirana je preko sterola kao klju¢ne molekule, ali sastav
masnih kiselina, posebno PUFA takoder neposredno utjeCe na organizaciju sterola u
membranama 1 na taj nacin njegovu interakciju sa kompleksom SREBP-SCAP, iako to¢ni
mehanizam nije potpuno razjasnjen. Medutim, poznato je da (P)UFA u ER-u inhibiraju
proteoliticku razgradnju proteina INSIG-1 [63]. Prehrana bogata (P)UFA-ma inhibira
aktivaciju ovog signalnog puta, odnosno inhibira transkripciju gena za desaturaze. Takoder,
pokazano je da povecani sadrzaj ((P)UFA snizava koli¢inu proteina SREBP na razini
translacije, odnosno snizava njegovu mRNA u stanici, Sto predstavlja dodatni mehanizam
inhibicije desaturaza [58]. Inhibitorni u¢inak nezasi¢enih masnih kiselina na ekspresiju

desaturaza povecava se sa stupnjem nezasic¢enosti masne kiseline (brojem dvostrukih veza).
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Slika 6. Mehanizmi regulacije kojima stanica kontrolira optimalan sastav nezasi¢enosti
masnih kiselina u membranama kod kvasca (a) i ¢ovjeka (b). UFA (engl. unsaturated fatty
acids) su nezasi¢ene masne kiseline, u koje naravno spadaju i PUFA. Modificirano prema
Aguilar, 2006. [58].

lako kvasac ne proizvodi PUFA, MUFA ¢ine 70-80% ukupnih kvascevih masnih
kiselina, a sintetiziraju se od zasi¢enih acil-CoOA prekursora u ER-u, djelovanjem jedine
kvas¢eve desaturaze Olel [15]. MUFA su esencijalne kod kvasca, budu¢i mutant olelA nije
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vijabilan, ukoliko medij nije suplementiran egzogenim MUFA-ma [15]. Ekspresija gena
OLEL1 precizno je kontrolirana na razini transkripcije, ovisno o izvoru Secera, koncentraciji
kisika i prisutnosti masnih kiselina u hranjivom mediju [15]. Mehanisticki sli¢no odvedenijim
sisavcima, kod kvasca, kontrola nezasi¢enosti masnih Kiselina regulirana je pomocu
efektorskih proteina smjeStenih unutar membrana ER-a, Spt23 i Mga2 (slika 6a) [64]. U
slu¢aju nedostatka nezasicenih masnih kiselina, funkcionalni dimeri ova dva proteina
obiljezavaju se ubikvitinom djelovanjem E3 ubikvitin ligaze Rsp5, Sto promice njihovo
cijepanje u proteasomu 26S, pri ¢emu nastaju aktivirani proteini s njihovog N-kraja, koji se
dalje transportiraju u jezgru gdje promoviraju transkripciju gena OLE1 [65]. U slucaju
nedostatka jednog od ova dva proteina, drugi funkcionalni protein moze ga zamijeniti,
medutim protein Mga2 je esencijalan u uvjetima adaptacije na hladno¢u i hipoksiju, pri
kojima dolazi do snazne indukcije gena OLE1l [66]. Povecani unos (P)UFA iz okolnog
medija, inhibira proteoliticko cijepanje proteina Spt23, dok je inhibicija transkripcije gena
OLE1 u slucaju proteina Mga2 regulirana nizvodno od njegove proteoliticke razgradnje. [67].
Regulacija kvaSCeve desaturaze Olel takoder je kontrolirana direktnom destabilizacijom

njegove MRNA od strane (P)UFA, pri cemu takoder sudjeluje protein Mga2 [68].

1.1.5. RAZREDI FOSFOLIPIDA

Varijacije hidrofilnih grupa u kombinaciji s varijacijom masnih kiselina u acilnim
lancima lipida omogucavaju postojanje vise od 1000 razli¢itih vrsta ghieerefosfolipida unutar
vec¢ine eukariotskih stanica [37, 69]. Osnovni bioloski princip, po kojem je struktura
podredena funkciji, implicira na odredenu evolucijsku prednost, kao posljedicu tako Sirokog
spektra razli¢itih lipidnih vrsta. Fosfolipidi imaju viSestruku ulogu u stanici. Osim Sto
osiguravaju selektivnu barijeru stanice i njenih organela, fosfolipidi pruzaju i potencijal za
procese pupanja, fisije i fuzije membrana, koji su esencijalni za stani¢nu diobu, reprodukciju i
membranski transport u procesima endocitoze i egzocitoze [37]. Takoder, fosfolipidi
osiguravaju membranski matriks za odvijanje Sirokog spektra metabolickih procesa, sluze
stanici kao prvi i drugi glasnici u prijenosu signala, te kao molekularni biljezi u
prepoznavanju stanica.

Ovisno o organskoj molekuli (kolin, etanolamin, serin ili inozitol) vezanoj na fosfat na
sn-3 poziciji glicerola, fosfolipidi se klasificiraju u Cetiri osnovna razreda: fosfatidilkolin
(PC), fofatidiletanolamin (PE), fosfatidilserin (PS) i fosfatidilinositol (P1) [70, 71]. U
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glicerofosfolipide se joS ubrajaju i fosfatidil-glicerol (PG), kardiolipin (CL) i fosfatidilna
kiselina (PA) [72-74]. PA, koja uz dva acilna lanca (sn-1 i sn-2) ima vezan samo fosfat (sn-3),
nije vazan strukturni membranski fosfolipid. CL je karakteristican za membrane protista, a u
eukariotskim organizmima isklju¢ivo je smjeSten u unutrasSnjim membranama mitohondrija
(slicno kao i prekursor u njegovoj sintezi PG), Sto je vjerojatno evolucijska posljedica
njihovog endosimbiotskog podrijetla [75]. Razredi PC i PE spadaju u zwiter-ionske lipide
buduéi imaju dvije ionizirajuée skupine, jednu anionsku i jednu kationsku. Za razliku od njih
razredi PS i Pl spadaju u anionske lipide, Sto je posljedica viska anionskih skupina, koje ovim
molekulama daju negativan naboj [76].
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Slika 7. Shematski prikaz najzastupljenijih razreda glicerofosfolipida u eukaritoskim
stanicama, koji se medusobno razlikuju o ovisno vrsti organske molekule koja je vezana na
fosfat. Preuzeto iz Henry i sur., 2012. [71].

Kod vecine eukariotskih organizama zwiter-ionski razredi (PC i PE) ¢ine 60 - 85%
ukupnog udjela svih fosfolipida, s time da u pravilu PC ima viSe od 50%, dok PE ¢ine 20 —
50% u ukupnom udjelu. Anionskih razreda (PS i PI) ima manje te zajedno c¢ine 15 - 30%
ukupnih glicerofosfolipida, s time da su PS u veéini slucajeva zastupljeniji od razreda Pl [3,
77, 78]. Medutim, udio pojedinih razreda fosfolipida moze znacajno varirati izmedu razli¢itih
organizama, te takoder 0visno 0 tipu stanice kod viSestani¢nih organizama. Npr., u stanicama
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kvasca Pl mogu ¢initi i do 20% ukupnog udjela svih fosfolipida, dok je u stanicama vecine
odvedenijih sisavaca njihov udio oko 1% [70, 77, 79, 80]. Nadalje, kod sisavaca, stanice
mozga imaju oko 50% udjela PE, dok jetrene stanice imaju oko 20%. Takoder, kod sisavaca
postoji specifi¢na distribucija PUFA medu lipidnim razredima [51, 77]. Na primjer, kod
covjeka, AA je posebno zastupljena u razredima Pl i PE, dok je DHA zastupljenija unutar
razreda PS i PE. U usporedbi s ostalim organima DHA je posebno zastupljena u acilnim
lancima fosfolipida mozga i srca, dok je npr. AA podjednako zastupljena medu acilnim

lancima PI u svim stanicama [51].

1.1.5.1. Putovi sinteze glicerolipida

Kod svih eukariotskih organizama, ER je osnovno mjesto u stanici gdje se odvija
biosinteza gotovo svih lipida ili njihovin osnovnih prekursora, dok konaénu
formu/modifikaciju lipidi mogu dobiti naknadno u ciljnoj membrani ili tijekom prijenosa na
ciljno mjesto (Golgijev aparat, endosom) [37, 81-83]. Osnovni prekursor u sintezi svih lipida
je PA. Do sinteze PA dolazi vezanjem lanaca masnih kiselina (djelovanjem aciltransferaza) na
molekulu glicerol-3-fosfata ili dihidroksiaceton-fosfata, koji nastaju u stanici tijekom
glikolize [71]. 1z PA se dalje sintetiziraju svi ostali razredi glicerolipida i to preko dva
osnovna puta: Kenedijevog puta i CDP-DAG puta (slika 8) [84]. Kod sisavaca, sinteza zwiter-
ionskih razreda fosfolipida, PC i PE, ide ve¢inom preko Kenedijevog puta u kojem se PA
prvo enzimatski defosforilira u diacilglicerol (DAG) [84, 85]. Nadalje, na sn-3 poziciju DAG
enzimatski se vezu aktivirane organske skupine CDP-kolin (CDP, citidin-difosfat) ili CDP-
etanolamin, pri ¢emu nastaju funkcionalni razredi PC i PE. DAG na ovom putu sluze takoder i
kao prekursori za sintezu neutralnih triacilglicerida (TAG). Kod kvasca, Kenedijev put
takoder je osnovni izvor sinteze razreda PC i PE, pod uvjetom da je hranjivi medij
suplementiran egzogenim kolinom i etanolaminom, budu¢i da endogenim putem stanica
kvasca dolazi do ova dva spoja u procesu obrtanja ve¢ postojec¢ih lipida [86]. CDP-DAG put
podrazumijeva enzimatsku reakciju citidin-trifosfata (CTP) i PA, pri ¢emu nastaju CDP-
DAG. CDP-DAG dalje sluze kao prekurori u sintezi anionskih razreda fosfolipida: PI, PG,
CL, a kod kvasca i PS. Kod ¢ovjeka razred PS nastaje enzimatskim konverzijama razreda PC i
PE, zamjenom njihove organske molekule za serin [84, 87]. Nadalje, kod kvasca, sinteza
razreda PC i PE, velikim djelom regulirana je preko puta CDP-DAG (pogotovo u mediju bez
suplementiranog kolina i etanolamina), prilikom ¢ega dolazi do enzimatske konverzije razreda
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PS u PE, a uzastopnim koracima metilacije PE mogu biti konvertirani u PC. Ovakav
mehanizam konverzije PS u razrede PE i PC sacuvan je i kod sisavaca [71, 84]. Takoder,
jedan od bitnih mehanizama u sintezi fosfolipida je i njihovo neprestano obrtanje, odnosno
stvaranje novih lipida od ve¢ postojecih, proces koji se konstantno odvija u stanici. U ovom
procesu, enzimi skupnog naziva fosfolipaze 1 lipidne fosfataze reguliraju razgradnju
postojecih lipida, pri ¢emu dolazi do hidrolize i odvajanja organske molekule od molekula

DAG ili PA, ¢ime ponovno nastaju prekursori u sintezi glicerolipida [71, 84].

fosfatidilna kiselina (PA)

CDP-DAG pli/ Ninedi]ev put

citidindifosfat diacilgliceroli (CDP-DAG) diacilgliceroli (DAG)
PG Pl PS
CL PE
PMME
PDME

PC

Slika 8. Putovi sinteze osnovnih razreda glicerolipida u stanici kvasca. PMME-fosfatidil-
monometilenetanolamin, PDME - fosfatidil-dimetilenetanolamin.

1.1.5.2. Transport i distribucija fosfolipida

Funkcija lipida odredena je njihovom lokalnom koncentracijom koja varira izmedu
organela, dva sloja pojedine membrane, ali takoder i unutar lateralne ravnine jednog
membranskog sloja, medutim, mehanizmi kojima stanica regulira ovakvu specificnu

distribuciju lipida nisu ni priblizno razjaSnjeni [88]. Poznato je da se veéina fosfolipida od
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mjesta sinteze na ER-u distribuira sekretornim putem pomocu vezikula (direktno iz ER-a ili
putem Golgijevog aparata), koje se procesom fuzije spajaju s ciljnim membranama [37, 83,
88]. Takoder, mogu¢ je i obrnuti (retrogradni) prijenos lipida iz sustava stani¢nih membrana
endosomalnim putem. Medutim, dok je u membranama ER-a raspored fosfolipida uglavnom
simetri¢an ili nasumian, u transportnim vezikulama dolazi do specifi¢ne preraspodjele
lipidnih razreda, koji svoju zavrsnu distribuciju dobivaju unutar ciljne membrane [37, 89].
Ovakva raspodjela lipida, pri kojoj dolazi do obogacivanja citoplazmatske strane membrane
anionskim i1 amino fosfolipidima (PE, PS, PI, PA), te obogacivanja ekstracitoplazmatske
membrane (topologijski ekvivalent luminalnoj strani membrane organela) razredom PC i
sfingolipidima, ubikvitarno je svojstvo vecine eukariotkih stanica [90]. Spontani transverzalni
prijenos lipida izmedu dva sloja membrane, koji bi omogucio ovakvu asimetri¢nu raspodjelu,
energijski je nepovoljan zbog sterickog odbijanja hidrofilne glave i hidrofobne unutrasnjosti
membranskog dvosloja i spontano se u stanicama odvija vrlo sporo. Stoga, eukariotske stanice
posjeduju sustav enzima skupnih naziva flipaze i flopaze, koje reguliraju transverzalni
prijenos lipida izmedu membranskih dvosloja, uz utroSak energije ATP-a [91]. Ovisno o tipu
prijenosa, ovi enzimi dijele se u dvije osnovne skupine: P4 potporodicu P-tip ATP-aza, koje
su odgovorne za prijenos lipida s ekstracitoplazmatske ili lumenalne strane na citoplazmatsku
stranu (flipaze) i ABC (eng. ATP-binding cassette) transportere, odgovorne za obrnuti
prijenos lipida u suprotnom smjeru. Svaka od ove dvije skupine transportera ima vise ¢lanova,
koji se medusobno razlikuju ovisno o mjestu djelovanja (tipu membrane) i supstratnoj
specifi¢nosti za pojedine lipide razrede [92, 93].

Zaklju¢no, odrzavanje optimalnog sastava razli¢itih vrsta membranskih lipida i
njihovih acilnih lanaca esencijalno je za membranske procese, a regulira se na razini
biosinteze lipida, njihove medusobne interkonverzije, vezikularnog transporta (sekrecija i
endosamalni transport), transverzalnog prijenosa, reguliranim obrtom te remodeliranjem
acilnih lanaca (Landov ciklus). Stanica je u stanju, navedenim mehanizmima modulirati
sastav pojedinih lipidnih razreda i njihovih vrsta u membranama ovisno o trenutnim

potrebama stanice i vanjskim podrazajima.
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1.1.5.3. Bioloska funkcija pojedinih lipidnih razreda

lako dosadasnje spoznaje dobro objasnjavaju specificnu ulogu brojnih lipidnih
razreda, cjelokupna slika o ulozi kompletnog lipidnog spektra nije do kraja razjasnjena [94].
Zbog svoje gotovo cilindricne geometrijske strukture, PC imaju svojstvo spontanog
formiranja dvosloja Sto ih ¢ini najvaznijim strukturnim elementom biomembrana i objaSnjava
njihov visoki udio (slika 8) [95-97]. Vec¢ina molekula PC ima barem jedan
(viSestruko)nezasi¢eni acilni lanac u cis konfiguraciji, Sto osigurava fluidnost membrana pri
fizioloSkim temperaturama. Nadalje, PC su ukljuceni u specifi¢ne bioloske procese poput
prijenosa signala te sluze kao izvor lipidnih signalnih molekula poput lizofosfatidilkolina
(LPC), PA i DAG [98, 99]. Za razliku od PC, PE imaju stozastu geometrijsku strukturu (Slika
8), koja je posljedica relativno male veli¢ine njihove polarne ,glave® te nemaju svojstvo
spontanog formiranja membranskog dvosloja, iako u kombinaciji s PC, lako ulaze u sastav
bioloskih membrana. Zbog ovakve strukture, PE uvode stres u zakrivljenost membrana, a to
svojstvo je bitno u fizioloskim procesima stanice, poput stani¢ne diobe (citokineze), fisije
(spajanja stanicnih membrana) ili pupanja [100, 101]. Osim ovih procesa, svojstvo uvodenja
stresa u zakrivljenost membrana pomaze pri interakciji membranskih proteina s lipidnim
matriksom te njihovim smjeStajem i aktivnosti u membranskom dvosloju. Uvodenje PUFA u
sastav acilnih lanaca PE, dodatno uvodi stres u zakrivljenost membrana i jedan je od
mehanizama regulacije kojima stanica kontrolira navedene membranske procese [86, 102,
103].

PC PE
PI
PS

—

Slika 8. Za razliku od ostalih razreda (PC, Pl i PS), PE zbog svoje relativno male hidrofilne
glave imaju stozastu strukturu, Sto je vazno za njihovu biolosku funkciju. Modificirano prema
de Kroon, 2007. [97].

U biomembranama, PS se nalaze predominantno u formi soli, s time da PS pokazuju
poseban afinitet prema ionima kalcija (Ca**) [104, 105]. Anionski karakter PS znacajan je za
njihovu biolosku funkciju, te znacajno pridonosi membranskim procesima ovisnim o

elektrostatskim interakcijama. Visoka koncentracija anionskih lipida rezultira akumulacijom
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negativnog povrsinskog naboja na koji se mogu vezati polikationski proteini, Sto je jedan od
mehanizama preusmjeravanja odredenih proteina do ciljnih mjesta u membrani. Kod sisavaca,
PS imaju klju¢nu ulogu u aktivaciji proteina kinaze C (PKC), vaznog stani¢nog enzima
ukljuéenog u prijenos signala, a takoder su potrebni za funkcioniranje Na'/K® ATPaze.
Nadalje, PS imaju vaznu ulogu u procesu koagulacije krvi, pri ¢emu dolazi do redistribucije
PS-a na ekstracitoplazmatsku stranu membranskih vezikula, a takoder su ukljuceni i u
aktivaciju protrombina, vaznog proteina u ovom procesu [105, 106]. PS takoder sudjeluju u
regulaciji apoptoze, gdje dolazi do njihove relokalizacije na ekstracitoplazmatsku stranu
staniéne membrane, Sto sluzi za prepoznavanje apoptoti¢nih stanica od strane makrofaga
[107]. PS preko kompleksa s Ca?* sudjeluju u odlaganju minerala, prilikom osteogeneze.
Zaklju¢no, PS su puno manje zastupljeni u ukupnom udjelu glicerofosfolipida u odnosu na
razrede PC i PE, medutim pokazuju ukljucenost u puno veci spektar specifi¢nih fizioloskih
procesa i interakcija s proteinima, Sto otkriva njihovu puno Siru ulogu od ¢isto strukturne
regulacije bioloskih membrana [105].

lako su PI zastupljeni u niskom udjelu kod vecine eukariotskih organizama, ovaj
razred glicerofosfolipida ima vaznu ulogu u regulaciji vaznih bioloSkih procesa koje su
velikim djelom sacuvane od kvasca do ¢ovjeka [108-110]. PI su ukljueni u gotovo sve
aspekte stani¢ne fiziologije poput uspostavljanja polarnosti stanica, odredivanja identiteta
membrana, dinamike citoskeleta, regulacije stani¢ne adhezije i pokretljivosti stanica te
njihove diobe [80]. Sli¢no kao i PS, ovaj razred posljedicno svom negativnhom naboju ima
bitnu ulogu u membranskim procesima reguliranim elektrostatskim interakcijama. Pl u stanici
sluze kao specijalizirana mjesta na membranama za interakciju s brojnim efektorskim
molekulama 1 proteinima koji sudjeluju u prijenosu signalnih kaskada. Takoder PI sluze kao
prekursori u proizvodnji sekundarnih lipidnih glasnika [110]. U stanici postoji kompleksan
sustav kinaza i fosfataza, koji su zaduzeni za reverzibilne procese fosforilacije i
defosforilacije molekule inozitola na molekuli PI, pri ¢emu nastaju razli¢ite izoforme Pl
(ovisno o broju i mjestu fosforilacije), koje se skupno nazivaju polifosfoinozitidi [111].
Vremenski 1 mjesno ovisna proizvodnja i obrat razliCitih polifosfoinozitida (na principu
fosforilacije i defosforilacije) ima klju¢nu ulogu u specijaliziranim putovima prijenosa signala
[112]. Takoder, pojedine izoforme PI sluze kao jedinstveni lipidni biljezi koji daju identitet
unutarstaniénim organelima u procesima prepoznavanja i interakcije s ostalim stani¢nim
komponentama. Interkonverzija razlicitih izoformi PI takoder je bitna za precizan vezikularan
transport i fuziju sa ciljnim membranama.
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1.2. PUFA i LIPOTOKSICNOST

lako su PUFA esencijalne za normalno funkcioniranje membranskih procesa i
stani¢nih funkcija kod vecéine eukariotskih stanica, u odredenim uvjetima PUFA mogu biti

Stetne za stanicu/organizam.

1.2.1. RAVNOTEZA »-3 i ®6 PUFA

Kod ¢ovjeka, poremecaj ravnoteze izmeduw -3 i -6 PUFA ima Stetne posljedice za
organizam, $to je povezano sa suvremenom zapadnjackom prehranom, u kojoj je povecan
sastav -6 PUFA [113, 114]. Za normalno funkcioniranje organizma bitan je njihov pravilan
omjer u stanicnim membranama. Ove dvije klase PUFA, zbog razli¢itih fizikalnih svojstava
drugacije moduliraju sastav membranskih mikrodomena, te sluze kao prekursori za
proizvodnju razli¢itih signalnih molekula koje aktiviraju specificne receptore i utjecu na
ekspresiju gena [2]. Medutim, vecina enzima koji sudjeluju u metabolickim procesima
regulacije PUFA, kao na primjer enzimatska oksidacija (COX, LOX) ili remodeliranje acilnih
lanaca lipida (lipaze, aciltransferaze), nemaju svojstvo selektivne diskriminacije ®-3 i -6
PUFA [36, 52]. Posljedi¢no tome, ove dvije klase PUFA su u medusobnoj kompeticiji kao
supstrati za navedene enzime, te povecanje udjela jedne klase PUFA, u odnosu na drugu,
zna¢ajno utjeCe na povecanje produkata njihove metabolicke konverzije, najceSée sa
suprotnim posljedicama za stanicu. Eikozanoidi (prostaglandini, leukotreni i tromboksani) i
autokoidi (rezolvini, dokosatrieni i neuroprotektini) signalne su molekule koje nastaju
enzimatskom oksidacijom ®-3 PUFA (EPA i DHA) te pokazuju protu-upalna i zaStitna
svojstva, dok enzimatskom oksidacijom ®-6 PUFA (narocito AA) prvenstveno nastaju pro-
upalni eikozanoidi koji su ukljuceni u propagaciju razlicitih patoloskih stanja organizma [2,
51, 113, 115]. Poremecaj ravnoteze ® -3 1 -6 masnih kiselina i njihovih metabolita uzrokuje
pojavu razli¢itih patoloskih procesa kod ¢ovjeka, te su posljedicno tomu i ciljevi istrazivanja

mnogih farmaceutskih tvrtki usmjereni prema ovom problemu.
1.2.2. PUFA | OKSIDACIJSKI STRES
Pojavom kisika na Zemlji doSlo je do razvoja aerobnog metabolizma, koji koriste

vec¢ina danasnjih organizama za dobivanje potrebne energije. Evolucijski, prijelaz na aerobni
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metabolizam znacio je prekretnicu u razvoju zivog svijeta, buduéi je omoguéio puno
ucinkovitiji sustav generiranja energije za razliku od anaerobnog metabolizma [116].
Medutim, kao posljedica takvog nacina zivota, dolazi do stvaranja nusprodukata i
intermedijera u metabolizmu kisika, reaktivnih Kisikovih cestica (eng. reactive oxygen
species, ROS) (tablica 2) [4]. Ve¢ina ROS-a su kratkozivu¢i i visokoreaktivni slobodni
radikali, sposobni za brze reakcije sa stanicnim makromolekulama (DNA, proteini, lipidi i
ugljikohidrati). Kao posljedica tih reakcija dolazi do njihovog oksidacijskog oStecenja i
samim time negativnih posljedica za stanicu [117-120]. U fizioloskim, normalnim uvjetima,
stvaranje ROS-a s jedne strane i njihovo uklanjanje antioksidacijskim mehanizmima
organizmima s druge strane je u ravnotezi [121]. Medutim, u odredenim uvjetima moze doéi
do naruSavanja ove ravnoteze u smjeru povecane proizvodnje ROS-a i takvo stanje definira se

kao oksidacijski stres.

Tablica 2. Reaktivne kisikove gestice.

Slobodni radikali Neradikali
superoksidni, O,” vodikov peroksid, H,0,
hidroksilni, 'OH hipoklorna kiselina, HOCI
peroksilni, ROy’ ozon, O3
alkoksilni, RO’ singletni kisik, 1Agoz
hidroperoksilni, HO,’ peroksinitrit, ONOO®

Jedan od fundamentalnih svojstava PUFA, posljedica je njihove grade, odnosno
postojanja sustava viSestrukih dvostrukih veza, zbog kojih PUFA lako stupaju u reakciju s
reaktivnim kisikovim tvarima [3]. Ova reaktivnost je posljedica postojanja alilnog vodika u
pentadienskoj strukturi (-CH=CH-CH,-CH=CH-) unutar ugljikovodi¢nog lanca svih PUFA.
Proces mogu zapoceti razliiti inicijatori: toplina, svjetlo, ionizirajuée zraenje, prijelazni
metali, kemijski inicijatori. Inicijacijalnom reakcijom dolazi do apstrakcije vodikovog atoma
iz metilenske —CH2— grupe bilo kojom dovoljno reaktivnom cesticom, pri ¢emu nastaje
radikal lipida. Kisik iz zraka adira lipidni radikal stvaraju¢i peroksilni radikal, koji zapocinje

lancanu reakciju u procesu nazvanom lipidna peroksidacija [5, 8, 122]. Mehanizam reakcije
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prikazan je na slici 9. Treba naglasiti da su posebno reaktivni i hidroksilni radikal (OH:),
alkoksilni radikal (RO:) i peroksilni radikal (ROO:). Oksidacijska ostecenja PUFA u sastavu
membrana imaju potencijalno stetne u¢inke na stanicu, te ukoliko su obimna, mogu dovesti do
narusavanja strukture membranskih lipida i integriteta stani¢nih membrana. Kao konacni
produkti procesa lipidne peroksidacije nastaju reaktivni aldehidi, od kojih su do sada najbolje
opisani i okarakterizirani 4-hidroksinonenal (4-HNE), malondialdehid (MDA) i akrolein
[123]. 4-HNE i MDA nastaju kao produkti lipidne peroksidacije -6 PUFA. Za razliku od
ROS-a, reaktivni aldehidi su puno stabilniji, medutim mogu poput ROS-a reagirati sa svim
bioloskim makromolekulama i time biti potencijalno Stetni za stanicu. Oksidacijski stres i
lipidna peroksidacija povezani su s procesom starenja i imaju podlogu u razliCitim
patofizioloskim stanjima kod covjeka, kao na primjer neurodegenerativnim bolestima,

dijabetesom, bolestima jetre i tumorima [7, 9, 124, 125].

1.2.2.1 lzvori ROS-a u organizmu

Jedan od najvecih endogenih izvora ROS-a u stanici su mitohondriji, buduéi se u
njima metabolizira oko dvije tre¢ine O koji ude u organizam [126]. U procesu oksidativne
fosforilacije dolazi do prijenosa elektrona putem respiratornog lanca, na unutrasnjoj
membrani mitohondrija, do kona¢nog primatelja, O, koji se reducira u vodu, a kao prijelazni
intermedijer u tom procesu stvara se superoksidni anion (O,") [127]. Ovo je velikim djelom
kontrolirani proces i tako nastali O, u sustavu citokroma bcy (kompleks I11) brzo se dalje
prevodi u vodu. Medutim, pretpostavlja se da pri fizioloskim uvjetima oko 1-2% ovako
nastalog O, nekontrolirano ,,iscuri* iz sustava, i time predstavlja potencijalnu opasnost za
stanicu, a u mitohondriju stvaranju O," takoder pridonosi i sustav NADH dehidrogenaze
(kompleks 1). O," se dalje moze enzimatskom konverzijom prevesti u vodikov peroksid
(H20,), koji u Fentonovoj reakciji lako reagira sa Zeljezom u reduciranom stanju (Fe®*), pri
¢emu nastaje hidroksilni radikal (OH-), najreaktivniji ROS u bioloSkim sustavima. Fentonova
reakcija je poznata autooksidacijska reakcija u kojoj sudjeluju prijelazni metali (npr. zeljezo,
bakar) i kao inicijatori i kao katalizatori. Ovi metali su ¢esti proteinski kofaktori u bioloSkim
sustavima. Prijelazni metali mogu se nac¢i U manjim koncentracijama u obliku iona u stanici,
dovoljnim da mogu inicirati nastajanje slobodnih radikala Fentonovom reakcijom bilo

reakcijom s vodikovim peroksidom bilo lipidnim hidroperoksidima [128].
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Slika 9. Shematski prikaz mehanizma lipidne peroksidacije. Lipidna peroksidacija je
autokataliticki proces buduéi peroksilni radikal moze reagirati sa susjednim PUFA-ma i
uzrokovati daljnju propagaciju oksidacije PUFA. Kao konacni produkti ovog procesa nastaju
potencijalno Stetni reaktivni aldehidi.

Osim u mitohondrijima, u stanici postoji cijeli niz enzimskih reakcija u kojima dolazi
do redukcije kisika, prilikom Cega nastaju njegovi intermedijeri superoksidni anion (O"),
vodikov peroksid (H2O2) i hidroksilni radikal (OH:) [129]. Znacajan izvor ROS-a, kao
posljedice ovakvih enzimskih reakcija predstavljaju peroksisomi i ER. Na primjer, u ER-u,
ROS nastaju prilikom hidroksilacije endogenih i egzogenih supstrata (lijekova, steroida,
karcinogena), djelovanjem enzima iz porodice citokrom P-450 (CYP) ili kod desaturacije
masnih Kkiselina. U peroksisomima do stvaranja ROS-a, prvenstveno H,O, dolazi prilikom
razgradnje masnih kiselina u procesu B-oksidacije. Metabolizam lipida takoder je izvor
slobodnih radikala, prilikom nastanka prostaglandina iz arahidonske kiseline. Ostali primjeri
ovakvih reakcija ukljucuju enzime: monoamin oksidazu na vanjskoj membrani mitohondrija,
ksantin oksidazu, sustav NADH-citokrom b5 i citokrom P-450 reduktaza u mikrosomima i
NADPH oksidazu u neutrofilima [129].
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1.2.3. MEHANIZMI OBRANE OD OKSIDACIJSKOG STRESA

Kako bi se obranile od Stetnih uc¢inaka reaktivnih kisikovih tvari, stanice su razvile
obrambene mehanizme. Ovi mehanizmi antioksidacijske obrane dijele se na enzimatske i
neenzimatske [121, 130].

1.2.3.1. Neenzimatski antioksidacijski sustavi

U neenizmatske obrambene sustave spadaju male molekule koje su u stanici razlicito
distribuirane ovisno o svojim hidrofilnim ili hidrofobnim svojstvima. Ovi antioksidansi sluze
kao nespecifi¢ni Cistaci radikala i djeluju na principu doniranja elektrona reaktivnim
kisikovim tvarima, pri ¢emu ROS prelazi u reducirano stanje koje nije Stetno za stanicu, a
sami antioksidansi se u tom procesu oksidiraju.

Svakako jedan od najvaznijih hidrofilnih neenzimatskih antioksidanasa u eukariotskim
stanicama je glutation (y-L-glutamil-Lcisteinil-glicin, GSH), koji se ujedno i smatra glavnim
Cuvarem unutarstani¢nog oksido-redukcijskog stanja [130-132]. Kao donor elektrona u
procesu redukcije, GSH koristi svoju sulfhidrilnu skupinu cisteina (tiolnu skupinu ili -SH),
pomocu koje neutralizira reaktivne kisikove tvari, te takoder sudjeluje u ,,popravku‘ ostecenih
stani¢nih molekula (npr. reducira oksidirane proteine i na taj ih nacin vraca prvobitno stanje).
GSH se u tom procesu oksidira i najéesée formira disulfidnu vezu s drugom oksidiranom
molekulom GSH daju¢i oksidirani oblik glutationa, GSSG. GSH je i kod kvasca vrlo vazna
antioksidacijska molekula; na primjer, mutanti kvasca bez gena za sintezu glutationa su
osjetljivi na razne oksidanse, kao Sto su vodikov peroksid, menadion, kadmij, metilglioksil
[133-135]. Uz glutation i poliamini masnih kiselina, poput spermina i spermidina, sudjeluju u
antioksidacijskoj zastiti kod kvasca. Vitamin C (L-askorbinska kiselina) je vazan hidrofilni
stani¢ni antioksidans, za covjeka esencijalan i unosi se hranom (voce i povrce), premda ga
vecina drugih organizama moze sama sintetizirati [136]. Vitamin C je i esencijalan kofaktor u
brojnim metabolickim procesima poput sinteze kolagena, karnitina i neurotransmitera.
Oksidirani oblik vitamina C moZe se ponovno reducirati pomocu glutationa i NADPH u
antioksidacijsku formu. Kod kvasca njegova uloga nije u potpunosti razjasnjena, ali kvasac
sintetizira eritroaskorbinsku kiselinu koja ima karakteristike sli¢ne vitaminu C [137]. U vazne
eukariotske neenzimatske antioksidanse takoder se ubrajaju i sustavi glutaredoksina (GRX) 1
tioredoksina (TRX) [138]. Ova dva funkcionalno i strukturalno slicna antioksidanasa
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sintetiziraju se u svim stanicama, a za njihovo antioksidacijsko djelovanje zasluzne su
sulfhidrilne skupine dva cisteina, karakteristicnog motiva Cys-X-X-Cys. Ovi antioksidansi
ve¢inom sudjeluju u redukciji oksidiranih disulfidnih veza proteina. Tijekom redukcije ciljnih
molekula ovi antioksidansi formiraju unutarmolekulske disulfidne veze izmedu dva cisteina u
aktivnom mjestu (-S-S-). Osnovna razlika izmedu ova dva sustava je u tome da se oksidirani
oblik TRX-a enzimatski reducira nazad u aktivni oblik pomo¢u enzima tioredoksin reduktaze
I NADPH, dok se oksidirani oblik GRX-a reducira nazad u aktivno stanje pomocu glutationa,
neovisno o enzimu. Kod ¢ovjeka jos treba navesti mokraénu kiselinu, kao antioksidans u krvi.

Najvazniji hidrofobni neenzimatski antioksidansi u bioloSkim sustavima su koenzim Q
I vitamin E [139, 140]. Koenzim Q, koji se sintetizira u svim eukariotskim stanicama ima
vaznu ulogu u prijenosu elektrona u procesu oksidativne fosforilacije u mitohondrijima.
Prilikom prijenosa elektrona dolazi do njegove konstantne oksidacije i redukcije, na cemu se
zasniva i njegova antioksidacijska uloga. Osim u mitohondrijima, koenzim Q je prisutan u
svim stanicnim membranskim sustavima, gdje je vazna njegova uloga u prekidu procesa
lipidne peroksidacije, buduci koenzim Q reagira s lipidnim radikalima i lipidnim peroksidima.
Za regeneraciju oksidirane forme koenzima Q zasluzna je NADPH ovisna reduktaza, ali i
glutation. Drugi vazan hidrofobni antioksidans je vitamin E (a-tokoferol), koji je kod ¢ovjeka
esencijalan nutrijent i unosi se hranom vecinom biljnog podrijetla. Zbog svoje pretezno
membranske lokalizacije vitamin E je takoder vazan faktor u zastiti stanice od oksidacije
PUFA i terminaciji lipidne peroksidacije. Oksidirani oblik vitamina E regenerira se sustavom
vitamina C i koenzima Q. U vazne hidrofobne antioksidanse kod Covjeka se jo§ ubrajaju i

estrogeni i karotenoidi.

1.2.3.2. Enzimatski antioksidacijski sustavi

Enzimatski antioksidacijski sustavi slozeniji su od neenzimatskih te ukljucuju niz
kaskadnih reakcija koje dovode do potpune detoksifikacije ROS-a. Najpoznatiji eukariotski
enzimatski sustav detoksifikacije ROS-a, je sustav superoksid dismutaza i katalaza, prikazani
na slici 10. Superoksid dismutaza (SOD), koja katalizira dismutaciju superoksidnog aniona u
vodikov peroksid ima nekoliko izoenzima, medu kojima su mitohondrijska (MnSOD) i
citoplazmatska (Zn/CuSOD) [141, 142]. Za razliku od kvasca, Covjek ima i trecu,
ekstracelularnu superoksid dismutazu (SOD3). Katalaza je enzim koji djeluje nizvodno od
SOD-a i razgraduje vodikov peroksid do vode i kisika [143]. Kod kvasaca postoje dvije
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izoforme ovog enzima, citoplazmatska, katalaza T, koju kodira gen CTT1, i peroksisomalna,
katalaza A, kodirana genom CTAL [144]. Peroksisomalna katalaza inducirana je uzgojem
stanica na mediju bogatom masnim kiselinama S$to se objasnjava pove¢anom [(-oksidacijom
masnih kiselina u peroksisomima, a samim time i povecanim stvaranjem ROS-a.
Citoplazmatska katalaza inducirana je vodikovim peroksidom, ali i toplinskim, osmotskim

stresom te izgladnjavanjem.
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Slika 9. Shematski prikaz putova nastanka ROS-a u stanici i njihovog uklanjanja od strane
enzimatskih antioksidanasa.

Enzimi koji nadopunjuju i regeneriraju neenzimatske antioksidanse (npr. glutation i
tioredoksin), takoder spadaju u antioksidacijske obrambene sustave eukariotskih stanica.
Enzim glutation reduktaza pomoéu NADPH regenerira oksidirani glutation (GSSG), a
tioredoksin reduktaza, takoder uz pomo¢ NADPH, reducira disulfidnu vezu oksidiranog
tioredoksina [145, 146]. Vazan sustav enzimatskih antioksidanasa ¢ine enzimi iz porodice
glutation peroksidaza (GPX) koji uz pomo¢ glutationa kataliziraju redukciju hidroperoksida,
ukljucujuéi i lipidne hidroperokside [147]. Enzimi iz porodice glutation-S-transferaza (GST)
sudjeluju u detoksifikaciji ksenobiotika i Stetnih produkata metabolizma, na nacin da

kataliziraju njihovu konjugaciju s glutationom, a nastali spojevi naknadno se izbacuju iz
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stanice [148]. Posebno je vazna njihova uloga u procesu detoksifikacije stanice od reaktivnih
aldehida nastalih lipidnom peroksidacijom [149]. Dok kod ¢ovjeka porodica GST ima puno
¢lanova 1 izoformi, koji pokazuju tkivnu i supstratnu specificnost, kvasac ima cetiri gena za
enzime Kkoji pokazuju aktivnost glutation-S-transferaza (GTT1, GTT2, GRX1, GRX2) [150].
Na kraju, vaznu ulogu u oCuvanju antioksidacijskog statusa stanica imaju enzimi ukljuceni u
regeneraciju glavnog stani¢nog redukcijskog ekvivalenta NADPH, u pentoza fosfatnom putu
[142, 151]. Klju¢ni enzimi puta ovog puta su glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (ZWF1),

transketolaza (TKL1) i ribuloza-5-fosfat epimeraza (RPE1), a mutacije u ovim genima ¢ine

1.3. KVASAC

1.3.1. KVASAC KAO MODELNI ORGANIZAM

Kvasac je ¢ovjeCanstvu poznat od davnina u proizvodnji kruha, piva i vina. Danas se
metabolizam kvasca koristi u proizvodnji farmaceutskih pripravaka, enzima, razli¢itih okusa
te drugih tvari. Kako je njegova upotreba sve ceS¢a i raznovrsnija, detaljno su istraZeni
njegovi fizioloski procesi te metabolizam. Ova istrazivanja smjestila su kvasac ne samo u
vodedi industrijski mikroorganizam, nego i u vodeci eukariotski model u znanstvenim
istrazivanjima [152]. Kvasac je prvi eukariotski organizam ¢iji je genom u potpunosti
sekvencioniran, ¢ime su stvoreni preduvjeti za stvaranje banke sojeva kvasca kojima
nedostaju pojedini geni [153]. Ovime su pak otvoreni putovi za razvoj novih tehnika pa su
tako prvi DNA mikroc€ipovi za analizu transkripcije gena te prvi proteomski ¢ip napravljeni
upravo na kvascu [154]. Takoder, radi jednostavnosti sustava, kvasac postaje sve popularniji
model i u temeljnim medicinskim istrazivanjima. Neke prednosti kvasca kao eukariotskog

modela u znanosti navedene su u tablici 3.
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Tablica 3. Karakteristike kvasca koje ga ¢ine dobrim eukariotskim modelom.

Kvasac kao eukariotski model

Velika oCuvanost (homologija) na razini organizacije stanice, gena i stani¢nih procesa s

odvedenijim eukariotkim organizmima, ukljucujuéi i covjeka.

Kratko vrijeme udvostruc¢avanja (oko 1,5 h), vrlo velika gustoce stanica

(>108 stanica/ml), veliki omjer povrsina/volumen

Mendelova genetika

Lagana manipulacija genima

Poznata fiziologija

Dobro uspostavljeni vektorski sustavi

Poznati genom od 1996. godine

Kolekcije deletiranih mutanata za sve gene (ako su vijabilni)

DNA ¢ipovi za analizu transkripcije

Potpuni set proteina fuzioniranih na reporterske proteine GFP

Dobro istrazene i dostupne mape proteinskih interakcija

1.3.2. BIOLOGIJA KVASCA

Kvasac, Saccharomyces cerevisiae, je jednostani¢ni eukariotski organizam koji se u
prirodi moze nalaziti u dva oblika, haploidnom i diploidnom. Haploidne stanice, nastaju iz
diploidnih stanica, mejozom, u procesu sporulacije pri ¢emu iz jedne diplodne stanice nastaju
Cetiri haploidne stanice (spore), a odreduje ih tip parenja, a i o. Proces sporulacije
karakteristiCan je za stresne uvjete poput suSe ili nedostatka hrane. Haploidne stanice
razliitog tipa parenja (a i a) spajaju se u diploidnu stanicu (aac). U povoljnim uvjetima i
diploidne i haploidne stanice razmnozavaju se mitozom (pupanjem) [155].

Haploidni genom kvasca, Saccharomyces cerevisiae, sastoji se od 16 kromosoma,
veli¢ine od 200 do 2 200 kb, §to ukupno iznosi 12 052 kb. Tip parenja (MAT, eng. Mating
type locus), smjesten je na trecem kromosomu koji sadrzi i ,,tihe” gene za oba tipa parenja
(lokus HML sadrzi tihi gen o, dok lokus HMR sadrzi tihi gen a). Haploidne stanice sposobne
SU mijenjati tip parenja i prema tome razlikujemo homotalicne i heterotali¢ne stanice (Slika

10). Naime, homotali¢ne stanice sadrze aktivnu endonukleazu HO koja sudjeluje u
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premjestanju ,,kazete* s HML, odnosno HMR lokusa na MAT lokus koji predstavlja aktivne
gene 1 odreduje tip parenja. Tako homotali¢ne stanice izmjenjuju tip parenja svakom
generacijom. Heterotalicne stanice nemaju aktivnu ovu endonukleazu te ne izmjenjuju tip
parenja. Laboratorijski sojevi kvasca su heterotali¢ni kako ne bi doslo do spontanog stvaranja
diploida [155].

HETEROTALIENI CIKLUS Y HOMOTALICNI CIKLUS
diplofaza diplofaza
parenje
MATa/MATo. MATa/MATo,
o C)
- | ‘\
MATa sporulacija sporulacija

GO&‘DQ

ha Iofaz ‘\@b@ ¢ M—!?’a MATo
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MATo germinacija A ® promjena tipa parenja
> germinacija i parenje
Obo

Slika 10. Zivotni ciklus homotali¢nih i heterotali¢nih stanica kvasca.

1.3.3. KVASAC KAO MODEL U ISTRAZIVANJU METABOLIZMA PUFA | LIPIDNE
PEROKSIDACHE

Za razliku od vecine eukariotskih organizama kvasac nema sustav desaturaza za
endogenu proizvodnju PUFA i za normalno funkcioniranje membrana dovoljno mu je
prisutnost jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina, koje se sintetiziraju pomocéu jedine
kvasteve desaturaze Olel (A9 desaturaza) [156]. Stovise, kvasac ima vrlo jednostavan sastav
masnih kiselina, od kojih palmitinska (16:0), palmitoleinska (16:1, ®-7), stearinska (18:0) i
oleinska (18:1, ®-9) kiselina ¢ine oko 95% ukupnog udjela acilnih lanaca membranskih
lipida. Ovakva, relativno mala raznolikost masnih kiselina, kojom se zna¢ajno smanjuje i broj
mogucih lipidnih vrsta, ¢ini kvasac atraktivnim i jednostavnim modelnim organizmom u
temeljnim istrazivanjima putova metabolizma masnih kiselina i lipida te njihove toksi¢nosti,

budu¢i da unato¢ jednostavnom sastavu masnih kiselina postoji visoki stupanj ocuvanosti
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njihovih regulatornih procesa sa covjekom [85, 157, 158]. lako kvasac ima moguc¢nost sinteze
svih potrebnih masnih kiselina de novo, takoder je sposoban unijeti u stanicu masne kiseline
triacilgliceride [19, 159]. Ovo je do sada bio najces¢i pristup u istrazivanjima metabolickih
putova regulacije PUFA i ucinaka lipidne peroksidacije na modelu kvascu. Medutim, kako bi
se izbjegao potencijalno $tetan u¢inak oksidacije PUFA u mediju, u novije vrijeme Kkreirani su
sustavi transgenih kvasca s unesenim genom/ima za desaturaze, koje im omogucavaju
endogenu sintezu PUFA [25, 160]. U ovom radu, bit ¢e koristeni sojevi kvasca transformirani
genom za A12 desaturazu iz biljke kaucuka (Hevea brasiliensis), koji se nalazi pod kontrolom
inducibilnog galaktoznog promotora [160].

Dosadasnje spoznaje na ovom modelu kvasca koji ima suSBaA12 desatu raza,
pokazale su da u induciraju¢im uvjetima PUFA c¢ine oko 20% ukupnog udjela masnih
kiselina; od cega linolna kiselina ¢ini 12-15%, dok heksadekadienska kiselina ¢ini manju
frakciju oko 3-5% u ukupnom udjelu. Takoder, pokazana je povecana osjetljivost ovog soja
na niz oksidacijskih stresora (H,O,, tBH, parakvat) ovisno o prisutnosti PUFA [160]. Kao
posljedica tretmana vodikovim peroksidom doSlo je do formiranja 4-HNE proteinskih
konjugata, ¢ime je pokazano da se ovaj soj moze koristiti u istrazivanjima ucinaka lipidne
peroksidacije [160]. Pokazana je i uloga dviju kvasCevih katalaza (citoplazmatske i
peroksisomalne) u staniénom odgovoru na prisustvo PUFA. Analiza mikro¢ipovima pokazala
je velike promjene na razini transkripcije gena u prisutnosti PUFA, Sto je ukazalo na
specificne procese ukljucene u adaptaciju stanice kvasca na prisutnost PUFA. Izmedu ostalih,
povecanu ekspresiju pokazali su geni ukljuc¢eni u razgradnju masnih kiselina u procesu f-
oksidacije (POX1, SPS19) i geni ukljuceni u transport acetil-CoA, koji nastaje razgradnjom
masnih kiselina u ovom procesu (CRC1, CAT2) [161].

1.3.3.1. p-oksidacija

B-oksidacija je proces enzimatske razgradnje lanaca masnih kiselina i
pojednostavljeno se moze opisati kao proces obrnut od njihove sinteze [161]. Dok prilikom
sinteze masnih kiselina dolazi do produzivanja ugljikovodi¢nog lanca u ponavljajué¢im
koracima od po dva ugljikova atoma pomocu acetil-CoA, u procesu p-oksidacije dolazi do
skracivanja lanca, takoder u ponavljajuéim koracima od po dva ugljikova atoma, prilikom
Cega nastaje acetil-CoA. Osnovna uloga [B-oksidacije u stanici je proizvodnja energije,
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odnosno acetil-CoA, koji sluzi kao osnovni prekursor tijekom Krebsovog ciklusa, ali i
boisinteze aminokiselina. Takoder, pokazana je uloga u remodeliranju masnih kiselina, budu¢i
su enzimi B-oksidacije klju¢ni u zadnjem koraku skrac¢ivanja lanca tetrakosaheksaenske (24:6,
®-3) kiseline pri ¢emu nastaje DHA kod c¢ovjeka [11, 162]. Medutim, ulogaf3 -oksidacije u
ocuvanju stani¢ne homeostaze masnih kiselina i membranskih lipida nije do sada dovoljno
istrazena [162, 163]. Kvasac predstavlja atraktivan model za izuc¢avanje ulogefy -oksidacije u
stanici, jer je kod njega ovaj proces isklju¢ivo vezan za peroksisome, dok se kod ¢ovjeRa -
oksidacija takoder odvija i u mitohondrijima (slika 11) [164]. Iako je u proces p-oksidacije
ukljucen cijeli niz enzima i reakcija, kljuan enzim u ovom procesu, koji regulira prvi i
ograni¢avajuci korak razgradnje masnih kiselina kod kvasca je acil-CoA oksidaza (Pox1).
Takoder, tijekom inicijalnog koraka razgradnje masnih kiselina dolazi do redukcije kisika u
vodikov peroksid, za ¢ije je uklanjanje zaduzena kvasceva peroksisomalna katalaza A (Ctal)
[161].

Masne kiseline (P UFA)

Ctal
_ =¥ acyl- CoA
7
;
(]
I H,0 + 0,
acyl,,- CoA trans-2-enoil-CoA
Potl Mfe2
A 3-ketoacil- CoA
acetil- CoA
CoA

Slika 11. Shematski prikaz procesa B-oksidacije kod kvasca. U prvom i klju¢nom koraku
djelovanjem enzima acil-CoA oksidaze (Pox1) nastaje vodikov peroksid, za ¢ije uklanjanje je
zaduzena peroksisomalna katalaza A (Ctal). Acetil-CoA koji nastaje razgradnjom masnih
kiselina se dalje transportira u mitohondrije, gdje se koristi za proizvodnju energije ili
biosintetske procese.
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1.4. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj rada bio je istraziti metabolicke putove masnih kiselina i lipida u procesu
adaptacije stanica kvasca na prisutnost PUFA. Takoder, koriste¢i kolekciju jednostrukih
mutanata cilj je bio identificirati ,,esencijalne* gene koji Stite stanicu od toksi¢nosti PUFA u
uvjetima oksidacijskog stresa i lipidne peroksidacije, u svrhu razumijevanja sli¢nih patoloskih
procesa u eukariota.

Buduci da su prijasnji rezultati analize genske ekspresije mikroc¢ipovima ukazali na
ulogu procesa B-oksidacije u stani¢nom odgovoru na endogenu sintezu PUFA, u radu je
ispitan utjecaj PUFA na rast, indukciju antioksidacijske zastite te osjetljivost na egzogeni
oksidacijski stres jednostrukih mutanata bez dva vazna gena u procesu (-oksidacije: mutantu
kojem nedostaje acil-CoA oksidaza (pox1) i mutantu bez peroksisomalne katalaze A (ctal).
Takoder, kao kontrola koristen je mutant bez citoplazmatske katalaze T (cttl), koji Stiti
citoplazmu od vodikovog peroksida.

Kako bi se ispitao utjecaj PUFA na promjene u metabolizmu lipida, napravljena je
detaljna kvantifikacija osnovnih razreda glicerofosfolipida i triacilglicerida te njinovih vrsta u
tri razli¢ita vremena od pocetka akumulacije PUFA u stanici kvasca. Takoder, ispitano je da li
suplementacija oleinskom kiselinom (koja sluzi kao prekursor za sintezu ®-6 PUFA), u
kvascu s Al12 desaturazom dovodi do povecane endogene proizvodnje linolne kiseline.
Nadalje, cilj je bio ispitati da li povecani udio linolne kiseline utjeCe na promjene u sastavu
membranskih lipida i triacilglicerida, u odnosu na stanice kvasca sa nizim udjelom PUFA.

Kako bi se identificirali vazni geni, koji su uklju¢eni u odgovor stanice kvasca na
prisutnost PUFA, u fizioloSkim uvjetima i uvjetima oksidacijskog stresa, napravljena je
sveobuhvatna analiza utjecaja PUFA na rast 4300 dostupnih jednostrukih mutanata na mediju
s galaktozom i na mediju s galaktozom i tert-butil hidroperoksidom. U svrhu ove analize

napravljen je soj s kromosomski ugradenim genom zaA12 desaturazu.
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2. MATERIJALI | METODE

36



2.1. SOJEVI KVASCA | UVJETI RASTA

2.1.1. Plazmid pYES2

Plazmid pYES2 (Invitrogen) (slika 12), s ugradenim gendh?2 zdesaturazu
(GenBank, Accession No. DQ023609) iz biljke kaucuka, Hevea brasiliensis, (oznacen kao
pYES2desa), ustupljen je ljubaznoséu prof. Seppa Kohlweina sa Sveucilista Karl-Franz u
Grazu.

gen za desaturazu Al2

L
©
=
(on

“Uiogciuny

Slika 12. Plazmid pYES2. Modificirano prema Invitrogen, 2008.

Plazmid pYES2 je episomalni ekspresijski vektor veli¢ine 5.9 kb, koji je u stanici
kvasca prisutan u velikom broju kopija, a koristi se za inducibilnu ekspresiju rekombinantnih
proteina u kvascu. Gen za Al2 desaturazu ugen je u viSestruko mjesto za kloniranje
izmedu mjesta koja prepoznaju restrikcijski enzimi Kpnl i Xhol, a ispred inducibilnog
promotora GAL1 (dio GAL1/GAL10 promotorske regije S. cerevisiae). Promotor GAL1 sadrzi
regiju za regulaciju inicijacije transkripcije, a geni koji se kloniraju u vektor moraju sadrzavati
inicijacijski kodon za pocetak translacije. Transkripcija s promotora GAL1 inhibirana je u
prisustvu glukoze, a inducira se dodatkom galaktoze, koja ujedno sluzi kao izvor
ugljikohidrata. Plazmid pYES2 takoder sadrzi signalni slijed CYCL1 iz S.cerevisiae, koji
osigurava u¢inkovitu terminaciju transkripcije kloniranog gena te stabilizaciju transkribirane
mRNA. U plazmidu pYES2 takoder se nalazi regija 2u ori, koja je odgovorna za replikaciju i

odrzavanje visokog broja kopija ovog plazmida u S. cerevisiae. Plazmid pYES2 sadrzi gen
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URAS3, koji se koristi kao selekcijski marker u stanicama kvasca, budu¢i omogucava
prezivljenje sojeva s genotipom ura34 u mediju bez uracila. Plazmid pYES2 takoder se moze
umnoZzavati u bakteriji Escherichia coli, budu¢i sadrzi regiju pUC ori za pocetak replikacije
plazmida u E. coli, a kao selekcijski marker sadrzi gen koji E. Coli daje rezistenciju na

ampicilin,

2.1.2. Sojevi kvasca

Sojevi kvasca koristeni u ovom radu navedeni su u tablici 4. Svi osnovni sojevi
ustupljeni su ljubaznoséu prof. Seppa Kohlweina sa Sveudilista Karl-Franz u Grazu. Soj

Y7092desa i dvostruki mutanti iz SGA kolekcije konstruirani su za potrebe izrade ovog rada.

Tablica 4. Popis sojeva kvasca koji su koristeni u ovom radu. XXX::KanMX4 oznacava
mutirani gen (XXX) zamijenjen sa kazetom KanMX4, koja daje rezistenciju na selekcijski
marker geneticin (G418). Za metodu SGA, koristena je kompletna kolekcija od 4300
jednostrukih vijabilnih mutanata. Regija natMX-GAL1-desal-CYC1, oznacava DNA fragment
koji je ugraden u lokus his341, a sadrzi promotor GAL1, gen z&l2 desaturazu (desal),
terminator transkripcije CYC1 i selekcijski marker: kazetu natMX, koja daje kvascu
rezistenciju na antibiotik ClonNAT

Soj Genotip Izvor
BY4742 MATa his341 leu2A1 lys240ura340 Euroscarf
ctal MATa his341 leu2A0 lys240 met1540 ura340 YDR256¢::KanMX4 Euroscarf
cttl MATa his3A41 leu2A40 lys240 met1540 ura340 YGRO88w::KanMX4 Euroscarf
pox1 MATa his341 leu2A0 lys240 met1540 ura340 YGL205w: :KanMX4 Euroscarf
Y7092 MATa canlA::STE2pr-his5 lyplA4 ura340 leu2A0 his341 met1540 Boone Lab
MATa canld::STE2pr-his5 his341::natMX-GAL1-desal-CYCI lypiA .
Y7092desa ovaj rad
ura3A40 leu2A0 met1540
SGA kolekcija -
. ) ) MATa his3A41 lyplA ura340 leu2A0 met1540 XXX::KanMX4 Euroscarf
jednostruki mutanti
SGA kolekcija - MATa caniA::STE2pr-his5 his341::natMX-GAL1-desal-CYCI lypiA  rad
ovaj ra

,.Jdvostruki“ mutanti ura340 leu240 met1540 XXX::KanMX4

Sojevi BY4742, ctal, cttl i poxl, transformirani su s plazmidom pYES2 koji

omogucava rast na minimalnoj podlozi bez uracila te pYES2desa u koji je ukloniran gen za
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A12 desaturazu. Sukladno tome, sojevi transformirani plazmidom pYES2 oznaceni su u
daljnjem tekstu sufiksom —ctrl, a oznacava kontrolni soj kvasca, dok su sojevi transformirani
plazmidom pYES2desa oznaceni sufiksom —desa, a oznacava prisutnost A12 desaturaze. Soj
Y7092desa konstruiran je u svrhu izrade metode SGA 1 ima kromosomski ugraden fragment
za A12 desaturazu. Sukladno tome, svi ,,dvostruki® mutanti koji su dobiveni ovom metodom
imaju uz delelciju odredenog funkcionalnog gena i kromosomski ugraden gen za Al2

desaturazu.

2.1.3. Hranjivi mediji i otopine (sastav izrazen po masenim udjelima)

a) Osnovni mediji

1. Sastav kompletne podloge SD (eng. Synthetic Defined): 0,67% kvas¢eve dusi¢ne
baze bez aminokiselina (eng. Yeast Nitrogen Base, Difco, SAD) uz dodatak potrebnih
aminokiselina i baza: 0,004% adenina, 0,002% arginina, 0,002% histidina, 0,001% leucina,
0,003% lizina, 0,002% metionina, 0,01% treonina i 0,002% triptofana (sve Sigma, SAD) i
0,004 % uracila. Kao izvor ugljika koristena je glukoza ili galaktoza (Difco, SAD), u
konac¢noj koncentraciji od 1% ili 2%; medij s glukozom u daljnjem tekstu oznacen je kao
SD/glu, a medij s galaktozom kao SD/gal. MjeSavina aminokiselina i uracil pripremljeni su
kao mati¢ne vodene otopine (50x) i dodavani su u medij nakon autoklaviranja. Sojevi
transformirani plazmidom pYES2 ili pYES2desa uzgajani su na podlozi SD bez dodatka
uracila (SD-ura), dok su sojevi s kromosomski ugradenim genom zaA12 desaturazu uzgajani

u kompletnom SD mediju.

2. Medij YEPD: 2% glukoza (Difco, SAD), 2% pepton (Difco, SAD), 1% kvascev
ekstrakt (eng. Yeast Extract, Difco, SAD).

3. Medij LB (Lurria-Bertani): 1% Bacto tripton (Difco, SAD), 0,5% kvaséev ekstrakt,
1% NaCl (Kemika, Hrvatska). Medij je koriSten za uzgoj bakterije E. coli transformirane
plazmidima pYES2, pYES2desa, pYES2desa-natMX i p4339 u svrhu umnazanja i izolacije
plazmida. Kao selekcijski marker za stanice s plazmidima pYES2 i p4339 koristen je
antibiotik ampicilin u kona¢noj koncentraciji 10Qg/ml, a za pripremu kompetentnih s tanica

koristen je antibiotik tetraciklin u kona¢noj koncentraciji 12,5ug/ml.
39



Krute podloge nadopunjene su agarom (2%) (Difco, SAD).

b) Medij suplementiran oleinskom kiselinom

Svi sastojci za jednu litru kompletnog SD medija otopljeni su u 860 ml destilirane
vode i autoklavirani (aminokiseline i uracil dodani su nakon autoklaviranja). Posebno je
napravljena 0,1%-tna mati¢na otopina oleinske kiseline (Sigma) u vodenoj otopini 10%-tnog
Tergitola (Sigma); otopina je zagrijavana u vodenoj kupelji (60°C) dok se oleinska kiselina
nije otopila. Nakon autoklaviranja, SD medij je ohladen na 60°C i nadopunjen s 100 ml
matice otopine oleinske kiseline u kona¢noj koncentraciji: oleinska kiselina (0,01%) i Tergitol
(1%).

c) Selektivni mediji koriSteni u metodi ,,Synthetic genetic array* (SGA):

1. YEPD+G418/clonNAT: nakon autoklaviranja, u ohladeni YEPD medij (~65°C)
dodano je 1 ml antibiotika G418 (kona¢na koncentracija 200 mg/l) i 1 ml antibiotika
clonNAT (konacna koncentracija 100 mg/1).

2. Medij za sporulaciju: 1% kalijevog acetata (Fisher), 0,1% kvas¢evog ekstrakta,
0,05% glukoze, 0,01% mjeSavine praha aminokiselina za sporulaciju. G418 dodan je u
kona¢noj koncentraciji 50 mg/I.

3. SD-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin: 0,67% kvaSceve duSi¢ne baze bez
aminokiselina, 0,2% mjeSavine praha aminokiselina (-His/Arg/Lys), 2% glukoze. Tializin i
kanavanin dodani su u kona¢nim koncentracijama 0,025 mg/l, svaki.

4. SDIMSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418: 0,17% kvasceve dusi¢ne baze bez
aminokiselina, 0,1% MSG (engl. L-glutamic acid sodium salt hydrate), 0,2% mjeSavine praha
aminokiselina (-His/Arg/Lys), 2% glukoze. Tializin i kanavanin dodani su u kona¢nim
koncentracijama 0,025 mg/1 svaki, te G418 u kona¢noj koncentraciji 200 mg/1.

5. SD/MSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418/clonNAT: sastav je bio identi¢an
kao i u mediju pod rednim brojem 4., uz to Sto je dodan i clonNAT u kona¢noj koncentraciji
100 mg/l.

6. SD/MSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418/clonNAT: sastav je bio identi¢an

kao i u mediju pod rednim brojem 5., s time da je umjesto glukoze dodana galaktoza (2%).
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7. SD/IMSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418/clonNAT + tBH: sastav je bio
identi¢an kao i u podlogama pod rednim brojevima 5. i 6., uz to $to je dodatan tert-Butil
hidroperoksid (tBH, Sigma) u kona¢noj koncentraciji 0,9 mM.

Sastav mjeSavine praha aminokiselina i hranjivih suplemenata koristenih u medijima
od rednog broja 3. do 7.: 3 g adenina, 2 g uracila (ICN), 2 g inozitola, 0,2 g para-
aminobenzoi¢ne kiseline (Acros Organics), 2 g alanina, 2 g aspargina, 2 g aspartinske
kiseline, 2 g cisteina, 2 g glutamatske Kiseline, 2 g glutamina, 2 g glicina, 2 g izoleucina, 10 g
leucina, 2 g metionina, 2 g fenilalanina, 2 g prolina, 2 g serina, 2 g treonina, 2 g triptofana, 2 g
tirozina, 2 g valina (Fisher). Svi proizvodi, osim oznacenih, su od proizvodaca Sigma, SAD.
Ovoj mjeSavini nedostaju aminokiseline lizin, histidin i arginin, $to je koriSteno kao
selekcijski marker.

Sastav mjeSavine praha aminokiselina i hranjivih suplemenata za sporulaciju (medij
pod rednim brojem 2.): 2 g histidina, 10 g leucina, 2 g lizina, 2 g uracila.

Svi antibiotici koji su koristeni u selekcijskim podlogama dodavani su u podloge
nakon autoklaviranja, kada je temperatura medija bila oko 65°C, a prethodno su napravljeni
kao mati¢ne vodene otopine: G418 (Geneticin, Invitrogen) 200 mg/ml; clonNAT (engl.
Nourseothricin, Werner BioAgents, Jena, Njemacka) 100 mg/ml; kanavanin (engl. L-
canavanine sulfate salt, Sigma) 100 mg/ml; tializin (engl. S-(2-aminoethyl)-L-cystein
hydrochloride, Sigma) 100 mg/ml. Sve mati¢ne otopine sterilizirane su filtriranjem (0,gm) i
¢uvane na +4°C.

Tert-butil hidroperoksid napravljen je kao mati¢na otopina u destiliranoj vodi u

koncentraciji 365 mM neposredno prije dodavanja u medije pod rednim brojem 7.

2.1.4. Uvjeti i pracenje rasta stanica

Sojevi kvasca uzgajani su na krutoj hranjivoj podlozi na 30°C ili u teku¢em hranjivom
mediju takoder na 30°C, ali uz stalnu kruznu treSnju brzine 250 okretaja/minuti. Stanice E.
coli uzgajane su na isti nacin, ali na 37°C. Za svaki pokus, sojevi su svjeze nasadeni na
agarozne ploce iz zamrznutih glicerolskih kultura (-80°), te su stanice uzgajane 2 dana do
pojave pojedinacnih kolonija koje su koristene u daljnjem radu.

Kako bi se pratio rast kultura kvasca uzgajanih u tekucoj hranjivoj podlozi, mjerena je

opticka gustoca kultura odgovarajuceg razrjedenja, pri valnoj duljini od 600 nm (ODggo)
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(UV1601, Shimatzu, Japan). Za pozadinsko mjerenje koriSteno je razrjedenje medija u kojem

su stanice uzgajane, ekvivalentno razrjedenju stanica.

2.2. TRANSFORMACHA i IZOLACIJA PLAZMIDA

2.2.1 Transformacija kvasca

Transformacija stanica kvasca radena je metodom litijeva acetata [165]. Stanice
kvasca uzgajane su preko no¢i u teku¢em mediju YEPD na 30°C. Drugi dan izmjerena je
opticka gustoc¢a kulture, koja je zatim razrijedena u 20 ml teku¢eg medija YEPD na ODgqo 0,4
te inkubirana na 30°C 4 sata do ODggo ~ 1,5. Po zavrSetku inkubacije, stanice su isprane u dva
uzastopna koraka, s 25 ml i 1 ml destilirane vode; u svakom koraku stanice su centrifugirane
na 2500 g 5 minuta, a supernatant bacen. Nakon zadnjeg ispiranja, talog stanica resuspendiran
je u 650 ul destilirane vode (ODggo ~ 50). Za transformaciju, 100 pl suspenzije stanica je
alikvotirano u nove mikroepruvete, te je redom dodavano: 240 pl PEG 3400 (50%, Vv,
Sigma), 36 pul 1 M litijevog acetata, 10 ul ssDNA (10 mg/ml, Invitrogen) i 5 ul plazmida
(~1ug pYES2 ili pYES2desa). Smjesa je dobro promijeSana i inkubirana na 30°C 30 minuta.
Po isteku inkubacije transformacijskoj smjesi dodano je 40 ul dimetil sulfoksida (DMSO,
Sigma) te je smjesa inkubirana na 42°C 10 minuta kako bi se izazvao toplinski Sok. Nakon
toga, stanice su centrifugirane na 6000 g 1 minutu, a talog je resuspendiran u 100 pl
destilirane vode. Kompletan volumen nasaden je na SD-ura selektivne ploce s glukozom, koje
omogucavaju rast transformantima s pYES2 plazmidima.

Prilikom transformacije soja Y7092 linearnim fragmentom DNA (natMX-GAL1-
desal-CYC1), koristeno je 8 ug proc¢is¢enog PCR produkta, kako bi se povecala u¢inkovitost
transformacije. Takoder, nakon koraka toplinskog Soka, stanice su centrifugirane i prebacene
u teku¢i medij YEPD na 3 sata (30°C), kako bi se omogucila kromosomska ugradnja DNA
fragmenta (rekombinacijskim popravkom) i ekspresija kazete natMX (koja daje rezistenciju

na clonNAT). Nakon toga stanice su prebacene na selektivni medij s antibiotikom clonNAT.

2.2.2. lzolacija plazmida iz E. coli

Pojedina¢ne kolonije bakterije E. Coli, transformirane plazmidima pYES2,

pYES2desa, pYES2desa-natMX i p4339, uzgojene na agaroznim plo¢ama, inokulirane su u
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tekuc¢i LB medij preko no¢i. Rast prekono¢nih kultura zaustavljen je u eksponencijalnoj fazi
rasta (ODgoo ~ 4) na nacin da su stanice stavljene na led. Plazmidi su izolirani pomocu
kompleta GeneJET Plasmid Miniprep (Fermentas, EU). Oko 5 ml stani¢ne kulture
centrifugirano je na 10000 g 2 minute. Supernatant je bacen, a talog stanica otopljen je na
elektricnoj mijesalici u 250 pl pufera za resuspenziju. Otopina stanicac@mebge u

mikroepruvete od 1,5 ml (Eppendorf) te je dodano 250 ul pufera za lizu stanica. Nakon
laganog okretanja epruvete i inkubacije od 3 minute na sobnoj temperaturi dodano je 10 pl
otopine alkalne fosfataze. Epruvete su ponovno lagano okretane nekoliko puta, nakon ¢ega je
slijedila inkubacija od 3 minute. Dodano je 350 pl otopine za neutralizaciju i epruvete su
ponovno lagano okretane nekoliko puta. Lizati stanica su centrifugirani na 14000 g 10 minuta
kako bi se uklonili razgradeni djelovi stanica i kromosomska DNA. Supernatant je prebacen
u GENJet® kolone koje su centrifugirane na 12000 g 1 minutu. Kolone su zatim isprane dva
puta s 500 ul otopine za ispiranje u koju je prethodno dodan etanol. Nakon drugog ispiranja,
kolone su naknadno centrifugirane radi uklanjanja ostataka otopine za ispiranje. Zatim, kolona
je prebacena u novu epruvetu, a plazmid je eluiran prvotnom inkubacijom s 50 ul otopine za
eluiranje (2 minute), te naknadnim centrifugiranjem na 14000 g 2 minute. Ovako dobiveni

plazmid pohranjen je na -20°C do upotrebe.

2.2.3. Priprema kompetentnih stanica E. Coli

Soj E. Coli, XL-1 (ustupljen ljubaznos¢u dr.sc. Helene Cetkovié iz Laboratorija za
Molekularnu genetiku Instituta Ruder BoSkovi¢) uzgojen je na agaroznim ploCama s
tetraciklinom (12,5 pg/ml). Stanice su inokulirane u teku¢i LB medij iz pojedinacne kolonije.
Idu¢i dan prekono¢na kultura razrijedena je 100 puta u 350 ml svjezeg LB medija (v:v).
Stanice su uzgajane do opticke gustoce ODggo 0,45, nakon Cega je kultura prebacena na led 1
svi daljnji koraci radeni su na temperaturi nizoj od 4°C. Ohladena stani¢na kultura
centrifugirana je 12 minuta na 4000 g, supernatant je bacen, a stanice su resuspendirane u 300
ml destilirane vode. Slijedila su dodatna dva koraka ispiranja s 100 ml destilirane vode, nakon
svakog koraka stanice su centrifugirane, a supernatant bacen. Nakon zadnjeg centrifugiranja,
talog stanica resuspendiran je u 15 ml 10%-tne vodene otopine glicerola. Stanice su ponovno
centrifugirane kao u svakom koraku, a talog stanica resuspendiran je u 750 pl 10%-tne

otopine glicerola. Alikvoti od 40 pl smjese stanica otpipetirani su u mikroepruvete, nakon
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¢ega su kompetentne stanice naglo zamrznute u teku¢em dusiku i dalje ¢uvane na -80°C do

koristenja.

2.2.4. Transformacija kompetentnih stanica

Kompetentne stanice E. Coli (XL-1) transformirane su plazmidom pYES2desa-natMX
metodom elektroporacije. Ova metoda zasniva se na povecanoj propusnosti stani¢ne
membrane prema molekuli DNA (plazmid, PCR fragment), izazvanoj primjenom vanjskog
elektri¢nog polja na stanicu. Alikvot od 40 ul kompetentnih stanica otopljen je na ledu te su
stanice dobro pomijeSane s 1,5 ul ligacijske smjese (pYES2desa-natMX) i prebac¢ene na dno
plasticne kivete s aluminijskim elektrodama za elektroporaciju. Kiveta je prebacena u
ohladeni nosa¢ za kivete koji je zatim umetnut u elektroporator (Electroporator 2510,
Eppendorf). Stanice su bile izlozene elektricnom polju jac¢ine 2500 V u trajanju od 5
milisekundi. Nakon toga stanice su brzo prebacene u 1 ml ugrijanog LB medija te su
ostavljene 1 sat u inkubatoru na 37°C, kako bi se omogucila ekspresija gena za rezistenciju na
ampicilin. Nakon toga kompletan volumen stanica presaden je na LB ploce s ampicilinom, u

svrhu selekcije transformanata s plazmidom pYES2desa-natMX.

2.3. ISPITIVANJE UTJECAJA PUFA NA MUTANTE UKLJUCENE U PROCES
B-OKSIDACIE

Za ove pokuse koristeni su jednostruki mutanti bez dva vazna gena u procesu -
oksidacije: mutant kojem nedostaje acil-CoA oksidaza (pox1) i mutant bez peroksisomalne
katalaze A (ctal). Takoder, kao kontrola, koriSten je mutant bez citoplazmatske katalaze T
(cttl) te divlji tip kvasca (BY4742). Svi sojevi transformirani su plazmidom pYES2desa, a
kao kontrola koriSteni su isti sojevi transformirani praznim plazmidom pYES2. U svim

pokusima koristeni su hranjivi mediji s glukozom ili galaktozom u koncentraciji 1% (w:v).

2.3.1. Utjecaj PUFA na fiziologiju rasta

Pojedinacne kolonije navedenih mutanata inokulirane su u 5 ml teku¢eg medija SD-
ura/glu i ostavljene preko noci u rotacionom inkubatoru. Idu¢i dan stanice su isprane
destiliranom vodom i nasadene kao pocetne kulture gusto¢e ODggo 0,1 u mediju SD-ura/gal,
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kako bi se inducirala ekspresija gena A12 desaturaze. Rast stanica pracen je tijekom 40 sati od

trenutka nasadivanja stanica u mediju s galaktozom.

2.3.2. Odredivanje osjetljivosti na oksidacijski stres

Stanice iz eksponencijalne faze rasta (ODggo ~ 1,5), uzgajane u teku¢em mediju s
galaktozom (SD-ura/gal) razrijedene su na gustoéu ODgy 0,5 u istom mediju, te je dodan
vodikov peroksid u kona¢noj koncentraciji 1,5 mM. Paralelno, inokulirane su stanice bez
tretmana vodikovim peroksidom, kao kontrola. Stanice su inkubirane tijekom 6 sati, a rast
stanica pracen je svaka 2 sata mjerenjem opticke gustoce (ODgoo). Rezultati su prikazani kao
postotak rasta tretiranih stanica u odnosu na netretirane kontrole (mjereno nakon 4 sata dok su
sve stanice bile u logaritamskoj fazi rasta).

2.3.3. Odredivanje unutarstanicnog ROS-a

Metoda se temelji na deacilaciji 1 unutarstaninoj oksidaciji = 2,7-
diklorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA, Fluka, Njemacka) u fluorescentni 2,7-
diklorofluorescein (DCH) [166]. Spoj DCFH-DA ne fluorescira dok se ne pocijepa
unutarstaninim esterazama, te kao takav postaje visoko reaktivan s vodikovim peroksidom
pri ¢emu dolazi do oksidacije 1 fluorescencije, stoga se standardno koristi za unutarstani¢no
odredivanje ROS-a. Stanice iz eksponencijalne faze rasta (ODggoo ~ 1,5), uzgajane u mediju
SD-ura/gal su centrifugirane, a talog stanica otopljen je u 1 ml fosfatnog pufera (PBS, pH 7,0)
s DCFH-DA u kona¢noj koncentraciji 100uM 1 konacnoj gustocéi stanica ODggo 2,0. Stanice
su inkubirane 1 sat u rotacionom inkubatoru na 30°C, kako bi se omogucio ulazak boje u
stanicu. Nakon toga stanice su isprane jedan puta u PBS-u i nasadene u volumenu od 10Qul
(ODegoo 2,0) u kvadriplikatima u mikrotitarske ploc¢ice za mjerenje fluorescencije (Thermo
Scientific). Za mjerenje ROS-a nakon tretmana vodikovim peroksidom, stanice su nasadene u
volumenu 200 pl (ODgyo 1) s vodikovim peroksidom u konac¢noj koncentraciji 4 mM. Nakon
2 sata inkubacije, uz konstantno mijeSanje, intenzitet fluorescencije (RFU) izmjeren je
pomocu fluorescentnog spektrofotometra (Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer,
Varian). Valna duljina ekscitacijskog zracenja bila je 500 nm, a emisijsko zracenje mjereno je
na 530 nm. Rezultati su prikazani kao postotak intenziteta fluorescencije stanica koje
proizvode PUFA, u odnosu na njihove kontrole s praznim plazmidom pYES2.

45



2.3.4. Priprema uzoraka za kolorimetrijske metode

Za mjerenje glutationa, aktivnosti katalaze i glutation-S-transferaze stanice uzgajane u
mediju SD-ura/gal sakupljene su u eksponencijalnoj fazi rasta (ODggo ~ 1,5). Zatim, stanice su
centrifugirane na 3000 g 5 minuta, isprane desiliranom vodom, a suhi talog stanica zamrznuti
su na -80°C do analize. Stanice su homogenizirane mehani¢kim razaranjem staklenim
kuglicama (425-600 um, Sigma) pomoc¢u automatskog razaraCa stanica (Disruptor genie,
Scientific Industries, USA). Homogeniziranje stanica radeno je u sedam intervala od po jednu
minutu, uz hladenje na ledu (1 minuta) nakon zavrsenog svakog intervala. Ovisno o metodi,
stanice su homogenizirane u posebnim puferima; za mjerenje katalazne aktivnosti (60 mM
KH,PO,4, pH 7.4); za mjerenje glutationa (10 mM NaH,PO4, 5 mM EDTA, pH 7.4); za
mjerenje glutation-S-transferazne aktivnosti (100 mM KH,PQO,, 0.1% n-dodecil B-D-maltozid
(DDM, Sigma) pH 6.25). Stani¢ni homogenati zatim su centrifugirani na 16000 g 15 minuta
pri 4°C, a bistri supernatanti prebaceni su u nove mikroepruvete i zamrznuti na -80°C do

analize.

2.3.5. Odredivanje koncentracije proteina

Za odredivanje koncentracije proteina koriStena je kolorimetrijska metoda po
Bradfordu [167]. Na 10 ul supernatanta stanicnih homogenata i standarda, u mikrotitarskoj
plogici, dodano je 200 pl Bradfordovog reagensa (100 mg Coomassie Brilliant Blue® G-250,
50 mL 96% EtOH, 100 ml 85% fosfatne kiseline — za 1L otopine). Kao standardi, koriStena su
razli¢ita razrijedenja albumina iz govedeg seruma (BSA, Sigma) u rasponu koncentracija
0,0375 - 1 mg/ml. Intenzitet plavog obojenja, koji nastaje u reakciji proteina i Bradfordovog
reagensa mjeren je apsorpcijom valne duljine od 595 nm.

2.3.6. Odredivanje koncentracije unutarstani¢nog glutationa

Za odredivanje koncentracije unutarstani¢nog glutationa, koriSten je prilagodeni
protokol od Tietzea [168]. Supernatanti stani¢nih homogenata razrijeden je 1:50 (v:v) u
vodenoj otopini klorovodic¢ne kiseline (10 mM). Uzorci (150 ul) otpipetirani su u triplikatima

u mikrotitarske plo¢ice. Kao standardi, koriStena su serijska razrjedenja reduciranog
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glutationa (0 - 5 uM). Reakcija je zapoceta dodatkom 75ul otopine sastava: 5,5’ditio -bis-2-
nitrobenzoi¢ne kiseline (DTNB, 1.8 mM), GSH reduktaze (0.03 mg/ml) i NADPH (0.6 mM)
u fosfatnom puferu (100 mM NaH,PO,4, 5 mM EDTA pH 7.4). Sve otopine su pripremljene
svjeze na ledu i pomijeSane neposredno prije izvodenja eksperimenta. Princip metode bazira
se na spektrofotometrijskom mjerenju Kinetike formiranja 2-nitro-5-tiobenzoi¢ne kiseline
(zuto obojenje), koja nastaje u reakciji reduciranog glutationa i DTNB. GSH reduktaza uz
pomo¢ NADPH reducira oksidirani glutation (GSSG) u GSH, koji zatim reducira DTNB.
Reakcija je inkubirana na ledu, a kinetika reakcije mjerena je svakih 60 sekundi pri valnoj
duljini 415 nm na mikrotitarskom citacu ploCica (Anthos, Njemacka). Koli¢ina
unutarstaniénog glutationa izraZzena je prema koliCini proteina u staniénom homogenatu
(nmol/mg). Rezultati su prikazani kao postotak koncentracije unutarstanicnog glutationa u

stanicama koje proizvode PUFA u odnosu na njihovu kontrolu s praznim plazmidom pYES.

2.3.7. Odredivanje aktivnosti katalaze

Katalaza spada u grupu antioksidacijskih enzima c¢ija je funkcija neutralizacija
vodikovog peroksida koji se raspada do molekula vode i kisika. Obje kvaséeve katalaze
reduciraju vodikov peroksid koriste¢i redoks svojstva hem grupe kompleksirane u proteinu.
Ovom metodom mjeri se ukupna aktivnost obiju katalaza, osim u sluaju mutanata
deficijentnih u jednoj od katalaza (A ili T).

Supernatanti stani¢nih homogenata (25 pl) pomijeSani su s 50 ul fosfatnog pufera (120
mM KH3PO,, pH 7,4) u mikrotitarskim plo¢icama, u triplikatima. Reakcija je zapoceta
dodatkom 50 pl vodene otopine vodikovog peroksida koncentracije 250 mM. Kao standardi
koriStena su serijska razrjedenja vodikovog peroksida (0 — 100 mM). Reakcija je inkubirana
10 minuta na sobnoj temperaturi, kako bi se omogucéila reakcija katalaze i vodikovog
peroksida. Reakcija je zaustavljena dodatkom 100 pl otopine amonijevog molibdata
koncentracije 200 mM, koji stvara zuto obojenje u reakciji s vodikovim peroksidom.
Intenzitet boje mjeren je na Citacu plo¢ica pri 450 nm (Anthos, Njemacka).

Za ocitavanje vrlo niske aktivnosti peroksisomalne katalaze A, u mutantima bez
citoplazmatske katalaze T (cttl) protokol je prilagoden kako slijedi: 50 pl supernatanta
stani¢nih homogenata pomijesSano je s 25ul fosfatnog pufera, a reakc ija je zapoceta dodatkom
50 wul vodikovog peroksida koncentracije 100 mM. Kao standardi, koriStena su serijska
razrjedenja vodikovog peroksida (0 — 40 mM). Jedinica aktivnosti katalaze (1 U) definira se
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kao koli¢ina enzima koja je potrebna da razgradi jumol vodikovog peroksida u 1 minuti pri
25°C. Aktivnost katalaze izraZena je prema koli€ini proteina stani¢nom homogenatu (U/mg).
Rezultati su prikazani kao postotak aktivnosti katalaze u stanicama koje proizvode PUFA, u
odnosu na njihove kontrole s praznim plazmidom pYES2.

2.3.8. Odredivanje aktivnosti glutation-S-transferaza

Ovom metodom mjerena je ukupna gluation-S-transferazna aktivnost u stanicama
kvasca, prema prilagodenom protokolu po Habigu [169]. Supernatanti stani¢nih homogenata
(200 pl) pomijeSani su u kiveti s 800 pl kalij-fosfatnog pufera (100 mM KH;PO4,, pH 6,0) koji
je sadrzavao 0.3 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) i 1 mM reduciranog GSH.
Reakcija je inkubirana na sobnoj temperaturi. Princip metode temelji se na medusobnoj
reakciji supstrata GSH i CDNB koju Kkataliziraju enzimi s glutation-S-transferaznim
djelovanjem, pri ¢emu nastaje obojeni adukt GS-DNB. Kinetika reakcije mjerena je svakih 60
sekundi na UV/Vis spektrofotometru (UV1601, Shimatzu, Japan), apsorpcijom valne duljine
od 340 nm. Jedinica aktivnosti glutation-S-transferaza (1 U) definirana je kao koli¢ina enzima
potrebna za proizvodnju 1 pmol GS-DNB pri 25°C. Aktivnost enzima izrazena je prema
koli¢ini proteina u stanicnom lizatu (U/mg), a rezultati su prikazani kao postotak aktivnosti
glutation-S-transferaza u sojevima koji proizvode PUFA u odnosu na njihove kontrole s
praznim plazmidom pYES2.

2.4. KROMOSOMSKA UGRADNJA GENA ZA A12 DESATURAZU

Za primjenu SGA metode bilo je potrebno konstruirati soj kvasca Kkoji uz
kromosomski ugraden gen za\12 desaturazu ima selekcijski marker, kazetu natMX, koja
stanici kvasca daje rezistenciju na antibiotik clonNAT. Popis DNA pocetnica koje su
koriStene prilikom izrade ovog soja prikazane su u tablici 5. Soj bakterije E. Coli
transformiran plazmidom p4339 (Boone Lab) koji sadrzi kazetu natMX ustupljen je
ljubaznoscu prof. Seppa Kohlweina. Plazmid je izoliran prema standardnom protokolu ranije
opisanome u poglavlju 2.2.2. Metodom PCR amplificiran je DNA fragment kazete natMX s
plazmida p4339; koriStene su DNA pocetnice s fosforiliranim krajevima u svrhu kasnijeg
lakSeg izvodenja tupe ligacije ovog fragmenta i lineariziranog vektora pYES2desa. Veli¢ina
oc¢ekivanog PCR produkta (1150 pb) potvrdena je DNA elektroforezom na agaroznom gelu
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(opisano u poglavlju 2.4.5), a PCR produkt pro¢iséen je pomoéu kompleta PCRquick-spin™
(INtRON Biotechnology).

Tablica 5. DNA pocetnice (Invitrogen) koristene tijekom konstrukcije soja Y7092desa s
kromosomski ugradenim genom za A12 desaturazu i kazetom natMX unutar lokusa his341 na
kromosomu XV.

DNA pocetnica Sekvenca
Nat-f 5’P- ACATGGAGGCCCAGAATACCCT-3’
Nat-r 5’P-CAGTATAGCGACCAGCATTCAC-3’
HIS3-NAT-f 5-ATGAAACCAAGATTCAGATTGCGATCTCTTTAAAGGGTGGT
CCCCTAGCACATGGAGGCCCAGAATACCCT-3
HIS3-DESAT 5’-CATCGTTGGTACCATTGGGCGAGGTGGCTTCTCTTATGGCA
ACCGCAAGGGCCGCAAATTAAAGCCTTC-3’
Desa(ugr)-F 5-GTGTGTTTACGTCGAGCCAGATG-3'
Down His3-R 5-GCCTCGTTCAGAATGACACGTA-3'

Zatim, plazmid pYES2desa podvrgnut je razgradnji (linearizaciji) restrikcijskim
enzimom Kkoji stvara tupe krajeve (opisano u poglavlju 2.4.4). UspjeSnost razgradnje
potvrdena je na agaroznom gelu. Buduci restrikcijska razgradnja nije bila potpuna,
linearizirani plazmid skalpelom je izrezan iz gela i proc¢is¢en pomocu kompleta MEGAquick-
spin™ (JH Science). Pro&iséeni linearni plazmid pYES2desa zatim je podvrgnut reakciji
alkalnom fosfatazom, kako bi se defosforilirali tupi krajevi, odnosno, kako bi se sprijecila
mogucnost autoligacije linearnog plazmida (opisano u poglavlju 2.4.2.). Defosforilirani
plazmid ponovno je pro&iiéen iz agaroznog gela pomocéu kompleta MEGAquick-spin™,
nakon Cega je napravljena tupa ligacija lineariziranog i defosforiliranog vektora pYES2desa i
kazete natMX (opisano u poglavlju 2.4.2.). Ligacijska smjesa koriStena je za transformaciju
bakterije E. Coli. Bakterijske kolonije, koje su narasle na selektivnim podlogama s
ampicilinom, koristene su u metodi PCR na kolonijama (opisano u poglavlju 2.4.3.), kako bi
se potvrdila ugradnja kazete natMX u plazmid pYES2desa. U PCR reakciji koristene su
fosforilirane DNA pocetnice za umnazanje kazete natMX, a ugradnja kazete natMX
potvrdena je usporedbom veli¢ine umnozenog PCR fragmenta (1150 pb) sa standardnom
DNA ljestvicom na agaroznom gelu. Novi plazmid, pYES2desa-natMX, izoliran je iz E.coli,
kako bi se pomocu razgradnje plazmida restrikcijskim enzimima potvrdila orijentacija

ugradene kazete natMX (opisano u poglavlju 2.4.4.); razgradnjom je dobiven DNA fragment
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veli¢ine 1113 pb (provjera na agaroznom gelu) ¢ime je potvrdena orijentacija kazete natMX u
smijeru 5—3' (promotor—terminator transkripcije) uzvodno od regije GAL1-desal-CYCL.

U sljedec¢em koraku bilo je potrebno umnoziti linearni fragment DNA natMX-GAL1-
desal-CYC1 za kromosomsku ugradnju u kvascu. Umnazanje ovog fragmenta s plazmida
pYES2desa-natMX napravljeno je metodom PCR uz pomo¢ para DNA pocetnica koje imaju
visec¢e krajeve, Ciji je slijed baza komplementaran regijama unutar kvas¢evog lokusa his341
na kromosomu XV. Na taj nacin su na krajeve umnozenog PCR fragmenta, natMX-GAL1-
desal-CYC1, uvedene regije koje omoguéavaju njegovu kromosomsku ugradnju, pri ¢emu
pomaze i vrlo u¢inkovit mehanizam rekombinacijskog popravka DNA kod kvasca [170]. PCR
umnazanjem dobiven je ocekivani linearni DNA fragment veli¢ine 3304 pb (provjera na
agaroznom gelu), koji je zatim pro¢iséen pomoéu kompleta PCRquick-spin™™, odredena mu je
koncentracija, te je iskoriSten za transformaciju soja Y7092. Kolonije koje su narasle na
selektivnim podlogama s antibiotikom clonNAT koriStene su za provjeru ugradnje ovog
fragmenta, metodom PCR na kolonijama. Koristen je par pocetnica koji prepoznaje regiju 206
pb nizvodno od mjesta ugradnje fragmenta DNA natMX-GAL1-desal-CYCL i regiju unutar
ugradenog fragmenta. Umnozeni fragment bio je veli¢ine oko 550 parova baza (provjera na
agaroznom gelu), ¢ime je potvrdena kromosomska ugradnja ovog fragmenta u lokusu his341.
Funkcionalna ekspresija desaturaze A12 u dobivenom soju, nazvanom Y 7092desa, potsiena

je analizom sastava masnih kiselina.

2.4.1. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Za izvodenje PCR reakcija koristen je komplet PrimeSTAR® HS DNA Polymerase
(Takara) i aparat Mastercycler gradient (Eppendorf). Prije svake reakcije napravljen je
,Master mix* sljede¢eg sastava: pufer za polimerazu PrimeSTAR (koncentracija Mg®* 1mM),
mjeSavina deoksinukleozid trifosfata (dNTPs, koncentracija 800 pM; 200 uM svaki), DNA
pocetnice (0,6uM; 0,3 uM svaka) i mqH 0. Posebno u mikroepruvete za PCR (200 pl)
dodano je 1 pl kalupa DNA (~25 ng plazmidne DNA). Neposredno prije pocetka reakcije u
~Master mix“ dodana je polimeraza (PrimeSTAR® HS DNA) u kona&noj koncentraciji 0,025
U/ul, a zatim je ,,Master mix“ otpipetiran u mikroepruvete s DNA kalupom, u ukupnom
volumenu rekacijske smjese od 25 ili 50 pl. Program PCR reakcije odvijao se u 30
ponavljajucih ciklusa: 10 sekundi denaturacija na 98°C, 5 sekundi sjedanje pocetnica (engl.
annealing) na 55°C, 60 sekundi elongacija na 72°C. Ovom programu prethodio je korak
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pocetne denaturacija 2 minute na 98°C, a nakon posljednjeg ciklusa slijedila je zavrSna
elongacija 7 minuta na 72°C, te hladenje uzoraka na +4°C. Prilikom PCR umnazanja
fragmenta natMX-GAL1-desal-CYC1, zbog vece duzine pocetnica, Vvrijeme sjedanja
pocetnica produzeno je na 15 sekundi, a korak elongacije produzen je na 3 minute, zbog

veli¢ine umnazanog fragmenta.

2.4.2 Defosforilacija i ligacija

Defosforilacija lineariziranog i procis¢enog plazmida pYES2desa radena je pomocu
alkalne fosfataze (Alkaline phosphatase, shrimp, Roche). U reakcijsku smjesu dodano je 27 ul
plazmida (~2 pg), 3,2 pl pufera za alkalnu fosfatazu (10x koncentracija) i 2 pl alkalne
fosfataze (2U). Reakcija smjesa inkubirana je 60 minuta na 37°C, nakon Cega je enzim
termicki inaktiviran inkubacijom na 65°C 15 minuta. Defosforilirani plazmid proc¢iscen je iz
agaroznog gela pomo¢u kompleta MEGAquick-spin™ (JH Science) i eluiran u mgH-0.

Za ligaciju DNA kazete natMX i plazmida pYES2desa koriSten je komplet za DNA
ligaciju (DNA ligation Kkit, Takara). U ligacijsku smjesu dodano je 4,4 ul (150 ng)
lineariziranog i1 defosforiliranog vektora pYES2desa, 2,4 ul (240 ng) ptos¢ene DNA kazete
natMX (insert), 9,35 pl ligacijske smjese 1 2,5 pl vodene otopine PEG4000 (30%, w:v,
Sigma). Polimer PEG4000 koriSten je kao stabilizator DNA fragmenata ¢ija prisutnost
pospjesSuje ucinkovitost ligacije tupih krajeva. Prije reakcije izmjerena je koncentracija
vektora 1 inserta pomocu UV/Vis spektrofotometra za mjerenje malih volumena (BioSpec-
nano Micro-volume UV-Vis Spectrophotometer, Shimadzu), kako bi se lakSe optimizirala
reakcija ligacije, koja ovisi o pravilnom omjeru broja molekula inserta i vektora. U ovom
slu¢aju optimalan broj molekula inserta prema broju molekula vektora bio je 10:1. Ukupni
volumen ligacijske smjese bio je 19 ul, a reakcijska smjesa inkubirana je preko noc¢i na 15°C,

te zamrznuta (-20°C) do transformacije E.coli.

2.4.3. PCR na kolonijama

PCR na kolonijama (engl. colony PCR) raden je kako bi se preskocio korak izolacije
plazmida ili genomske DNA, koja sluzi kao kalup za potvrdu ugradnje odredenog DNA
fragmenta. U ovoj metodi, ukupni stani¢ni lizat (ukljucujuci i DNA) koristi se kao kalup za
reakciju PCR. Pojedinac¢ne kolonije s agaroznih selekcijskih plo¢a (E. coli ili kvasac)
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resuspendirane su u 1 ml reH,O u mikroepruveti. Izmjeren je ODgoo 1 talog stanica
ekvivalentan ODggo 0,3 (~3x10° stanica) resuspendiran je u 30 pl vodene otopine SDS 0,25%
(w:v). Suspenzija stanica dobro je promijesana i inkubirana 12 minuta na 99°C, kako bi doslo
do razgradnje stanica. Tijekom inkubacije suspenzija je dobro promijeSana svakih 3 minute na
elektri¢noj mjesalici 30 sekundi. Homogenati stanica centrifugirani su na 4000 xg 40 sekundi,
kako bi se istalozile nerazgradene stanice i razgradeni djelovi stanica. Supernatant, u kojem se
nalazila DNA, prebacen je u novu mikroepruvetu te je 1 pl ovako dobivene suspenzije

koristeno kao kalup za reakciju PCR.

2.4.4. Razgradnja restrikcijskim enzimima

Plazmid pYES2desa podvrgnut je razgradnji restrikcijskim enzimom Nael (New
England Biolabs) kako bi doSlo do linearizacije plazmida. Nael stvara tupe krajeve, a
prepoznaje regiju plazmida pYES2desa, 145 pb uzvodno od promotora GAL1 (unutar lokusa
f1 ori). Za reakciju, dodano je Syl pufera za Nael (NEB4, 10x koncentracija), 5 pl plazmida
pYES2desa (~1,5 pg), 3 ul enzima Nael (30 U) i 37 pul reH,O. Reakcijska smjesa dobro je
promjeSana i inkubirana 6 sati na 37°C. Nakon toga je slijedila provjera razgradnje na
agaroznom gelu.

Za provjeru smjera ugradnje DNA kazete natMX, u plazmidu pYES2desa-natMX,
koristeni su restrikcijski enzimi Hindlll i NgoMIV (New England Biolabs). Enzim Hindlll
prepoznaje regiju unutar mjesta za visestruko kloniranje na plazmidu pYES2desa, a NgoMIV
prepoznaje regiju unutar kazete natMX. U reakcijsku smjesu dodano je 4 pl plazmida (~500
ng), 1,25 pl pufera za HindIII (NEB2, 10x koncentracija), 1,25 pl pufera za NgoMIV (NEB4,
10x koncentracija), 1 pl enzima HindIII (20 U), 1,25 pl enzima NgoMIV (12,5 U) i 16,25 nl
reH,O. Reakcijska smjesa inkubirana je 4 sata na 37°C. Nakon toga, slijedila je provjera

razgradnje na agaroznom gelu.

2.4.5. DNA elektroforeza na agaroznim gelovima

Za provjeru veli¢ine 1 prociS¢avanje DNA fragmenata (PCR produkti i produkti
razgradnje plazmida restrikcijskim enzimima), koriStena je DNA elektroforeza na agaroznim
gelovima. U radu su koristeni 1%-tni agarozni gelovi (w:v) u puferu TAE (40 mM Tris baza,
20 mM octena kiselina i 1 mM EDTA). KoriStena je aparatura za horizontalnu elektroforezu
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(Clever Scientific), a prije nanoSenja na gel pomijeSano je 2 ul PCR produkta ili
razgradenog/prociséenog plazmida s 8 pl dH,O i 2 pl 6x koncentriranog pufera za nangenje

uzoraka (vodena otopina brom fenolnog plavila 0,25%, w:v i glicerola 30%, w:v). Kao
standardi, pomocu kojih je odredena veli¢ina ispitavanin DNA fragmenata koriStena je DNA
ljestvica od 100 do 10000 pb (Generuler™ DNA Ladder Mix,) i DNA ljestvica od 50 do
1000 pb (Generuler™ 50 pb DNA Ladder), oba od Thermo Scientific. Jakost struje iznosila
je 5-7 Vicm gela, a elektroforeza je trajala dok fronta boje nije stigla do donjeg ruba gela.
Nakon toga, gelovi su prebaceni u kadice s vodenom otopinom etidijevog bromida (1%, w:v).
Etidij bromid ima afinitet nekovalentnog vezanja izmedu baza na molekuli DNA, §to se
koristi za vizualizaciju molekula DNA u gelu. Nakon pola sata, gelovi su kratko isprani u vodi
i zatim je DNA vizualizirana pod UV svijetlom pomoc¢u aparata za mijerenje

kemiluminiscencije i fluorescencije Alliance 4,7 (UVITEC Cambridge).
2.5. ANALIZA MASNIH KISELINA | LIPIDA
2.5.1. Ekstrakcija lipida

Za analizu masnih kiselina i lipida radena je ekstrakcija lipida prema modificiranoj
metodi po Folchu [171] iz ukupnog homogenata stanica uzgajanih u odgovaraju¢em tekuc¢em
mediju. Prethodno, stanice su isprane dva puta u 25 ml destilirane vode, centrifugirane na
3300 xg 5 minuta, a talog stanica ekvivalentan ODgoo 20 (~20 x 10’ stanica) pohranjen je na
-80°C do ekstrakcije. Zamrznuti talog stanica otopljen je u 5 ml Folchove otopine (kloroform:
metanol = 2:1, v:v), te je smjesa prebacena u staklene epruvete od 25 ml (Pyrex), u koje je
prethodno dodano 1 ml staklenih kuglica (425-600 um). Za kvantitativno odredivanje lipida,
dodano je 50 ul m@vine standarda  za fosfolipide (Avanti polar) i za neutralne lipide
(Larodan) koncentracije, svaki po 0,05 mg/ml u smjesi (tablica 6). Prilikom ekstrakcije lipida
za analizu masnih kiselina, nisu koriSteni interni standardi, budu¢i da su analizirani samo
relativni udjeli masnih kiselina. Kako bi doSlo do homogeniziranja stanica, uzorci su stavljeni
na treskalicu (IKA) 30 minuta pri maksimalnoj brzini (nivo 10), u hladnoj komori na +4°C.
Zatim je u uzorke dodano 1 ml vodene otopine magnezijevog klorida (0,034%, w:v),
homogenizacija se nastavila jos 10 minuta, te se odvajanje slojeva provelo centrifugiranjem 3
minute na 2000xg na +4°C. Gornja vodena faza je uklonjena pomocu vakuum sisaljke. U
donju fazu je dodano 2 ml smjese otapala (MeOH:H,O:CHCls, 48:47:3, v:v:v), nakon ¢ega su
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Gornja vodena faza ponovno je uklonjena pomoc¢u vakuum sisaljke. Donja, organska faza
pazljivo je otpipetirana u epruvete od 15 ml (Pyrex), te uparena u laminaru pod strujom plina
dusika. Suhi ostatak lipida zamrznut je na -80°C za daljnju analizu sastava masnih kiselina ili
je resuspendiran u 1 ml Folcheve otopine (CHCIl;:MeOH, 2:1, v:v) te pohranjen na -80°C-

Tablica 6. Popis internih standarda koji su koristeni za kvantitativno odredivanje razlicitih
lipidnih razreda i1 njihovih lipidnih vrsta. Za kvantitativno odredivanje fosfatidil-inozitola
koristeni su standardi fosfatidil-serina.

Lipidne vrste koncentracija (mg/ml)
DAG 28:0 0.05
TAG 36:0 0.05
TAG 45:0 0.05
TAG 51:0 0.05
TAG 57:0 0.05

PC 24:0 0.05
PC 34:0 0.05
PC 38:0 0.05
PE 24:0 0.05
PE 34:0 0.05
PS 34:0 0.05
PA 24:0 0.05
PA 28:0 0.05
PA 34:0 0.05

2.5.2. Analiza masnih kiselina

Prije pocetka procesa transesterifikacije suhi ostatak lipida termostatiran je na sobnu
temepraturu. U ovom radu koriStena je alkalna transesterifikacija metanolom, koja se bazira
na hidrolizi masnih kiselina u lipidima i nastanka metilnih estera slobodnih masnih kiselina
[172]. U svaki uzorak dodano je 5 ml 0.5 M otopine kalijeve luzine u metanolu. Epruvete su
zatvorene, te je smjesa mijeSana 10 minuta na sobnoj temperaturi. Potom je dodano po 5 ml n-
heksana, i nakon mjesanja, gornji organski sloj je pomocu staklene Pasterove pipete odvojen u
Cistu epruvetu te ispran dva puta s po 2,5 ml destilirane H,O, na naéin da su uzorci mijesani

dok god nije doSlo do odvajanja faza. Nakon ispiranja, uzorak je susen s dodatkom natrijevog
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sulfata (Na;SO,). Nakon filtriranja natrijev sulfat je uklonjen filtriranjem. Uzorci su upareni
do suha pod strujom plina dusika te pohranjeni na -20°C do analize.

Metilni esteri masnih kiselina analizirani su primjenom plinskog kromatografa s
plameno-ionizacijskim detektorom (Varian 450-GC). Suhi ostatak metilnih estera masnih
kiselina otopljen je u 150 pul n-heksana, a za analizu injektiran 1ul. Za njihovo razdvajanje
koriStena je kapilarna kolona Stabilwax (Crossbond Carbowax polyethylene glycol; 60 m x
0,25 mm). Temperaturni rezim kolone: poveéanje temperature od 80°C do 250°C u 15
minuta, s brzinom porasta temperature 40°C/min. Temperatura injektora bila je 80°C, a
temperatura detektora 250°C, uz plin nosac helij protoka 1,5 ml/min. Metilni esteri masnih
kiselina identificirani su usporedbom s vremenima zadrzavanja kromatograma komercijalno

dostupnih standarda.

2.5.3. Analiza lipida

Za analizu lipida koristen je sustav UPLC-MS (engl. ultra performance liquid
chromatograph (ACQUITY UPLCR, Waters) - mass spectrometer (qTOF, Waters)). Lipidi su
analizirani u dva razli¢ita moda; u negativnom modu analizirani su razredi PA, PC, PE, Pl i
PS, a u pozitivnom modu analizirani su razredi TAG, DAG i LPC. Za analizu lipida u
negativnom modu, 150 pl uzorka upareno je pod strujom plina dusika i zatim je suhi talog
otopljen u 150 pul otopine izopropanol : (CHCI3 : MeOH, 2:1, v:v), (9:1, v:v). Injektirano je 10
ul uzorka. Za analizu lipida u pozitivnom modu, 40 pl uzorka otopljenog u CHCI; : MeOH
(2:1, v:v) pomijeSano je sa 160ul izopropanola, od ¢ega je injektirano 5 pl. Kromatografsko
razdvajanje postignuto je na koloni BEH C18, 2,1 x 150 mm, 1,7 um (Waters), poméu
sustava binarnog gradijenta: otapalo A, (H,O:MeOH = 1:1, v:v) i otapalo B (izopropanol).
Svako otapalo sadrzavalo je 1% amonijevog acetata, 0,1% metanske kiseline i BM fosfatn e
kiseline, kako bi se poboljsali kromatogrami fosfatidil-serina i fosfatidilne kiseline [173].
Kromatografsko razdvajanje zapocelo je 45%-tnim udjelom otapala B, s linearnim
povecanjem udjela otapala B do 90% nakon 30 minuta. U idu¢e 2 minute udio otapala B
povecan je na 100%, $to je zadrzano idu¢ih 10 minuta. Nakon toga sustav je vracen na
pocetne udjele otapala B (45%) tijekom 1 minute, i u tim uvjetima je kolona ekvilibrirana
sljede¢ih 7 minuta, do analize idu¢eg uzorka. Analiza spektroskopije masa lipidnih vrsta
radena je pomocu hibridnog masenog spektrometra Synapt G1 (qTOF, Waters) u negativnom
modu s naponom kapilare od 2,1 kV (sampling cone: 45, extraction cone: 3, desolvation: 900
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I/h, source: 100°C, desolvation: 400°C). Leucin enkefalin (100 pg/ul) u otopini voda :
acetonitril 1:1 (v:v) 1 0,1% metanske Kiseline, koriSten je kao referenca, kako bi se
kompenzirali pomaci u kalibracijskom vremenu leta, te je injektiran pomocu vanjske pumpe
(L-6200 intelligent pump, Hitachi) brzinom toka od 200 pl/min, podjeljeno u omjer 1:13.
Kromatogrami lipidnih vrsta snimani su pomocu programa MassLynx V4.1 (Waters), a
kvantifikacija lipidnih razreda i lipidnih vrsta napravljena je pomocu programa Lipid Data

Analyzer (UniTech, Graz).

2.6. ,,SYNTHETYC GENETIC ARRAY “ - SGA

SGA je automatizirana genetska metoda kojom se omogucava identifikacija gena
ukljucenih u odredene metabolicke putove, u ovom radu konkretno putove metabolizama
PUFA i lipidne peroksidacije. Sama metoda izvodi se krizanjem osnhovnog soja kvasca (s
mutiranim genom Kkoji se istrazuje) s kolekcijom jednostrukih mutanata, kako bi se dobili
dvostruki mutanti. Svrha ove metode je identificirati interakcije izmedu dva gena, Ciji
nedostatak moze rezultirati ubrzanim rastom, djelomi¢nom ili potpunom inhibicijom rasta te
smréu stanice [174, 175]. Djelomi¢na inhibicija rasta upucuje da se dva gena nalaze na
slicnom metabolickom putu koji utjece na istu stanicnu funkciju. Ukoliko stanica nema
alternativni put kojim bi nadoknadila gubitak funkcije ova dva gena, dolazi do zastoja rasta
stanica 1 mogucée smrti. U ovom radu, umjesto kreiranja dvostrukih endogenih mutanata, u
kolekciju jednostrukih vijabilnih mutanata (4300 sojeva) unesen je strani gen za Al2
desaturazu. Svrha pokusa bila je identifikacija klju¢nih gena, koji u stanicama kvasca
sprjeCavaju toksicnost uzrokovanu prisutnos¢u PUFA; u fizioloSkim uvjetima i1 uvjetima

oksidacijskog stresa, odnosno lipidne peroksidacije.

2.6.1. Princip metode

Prvotnim krizanjem soja Y7092desa (tip krizanja MATa) s kolekcijom jednostrukih
mutanata (tip krizanja MATa), te naknadnim uzastopnim koracima selekcije dobiveni su
jednostruki mutanti koji imaju gen za Al12 desaturazu (,,dvostruki® mutanti). Genotipovi
kolekcije mutanata i osnovnog soja (Y7092desa) dizajnirani su tako da posjeduju specifi¢ne
genetske markere koji omogucavaju selekciju haploidnih ,,dvostrukih®* mutanata tipa krizanja
MATa. Osnovni soj i kolekcija mutanata auksotrofi su za sintezu histidina budu¢i imaju
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parcijalnu deleciju ovog gena (his341) i mogu rasti samo na podlozi s histidinom. Napomena:
DNA fragment s genima za A12 desaturazu i kazetu natMX ugraden je u lokusu Ais341 u soju
Y7092desa. Osnovni soj ima ugraden gen HIS5 (iz S. pombe), koji kodira za protein
imidazolglicerol-fosfat dehidrogenazu, prvi enzim u biosintezi histidina, te je funkcionalni
homolog gena HIS3 kod S. cerevisiae i moze ga zamijeniti. Medutim, gen HIS5 nalazi se pod
kontrolom promotora STE2pr, ¢ija ekspresija je ovisna o tipu krizanja, a eksprimira se
isklju¢ivo u haploidnim stanicama tipa krizanja MATa. Buduci osnovni soj ima tip krizana
MATa, gen HIS5 nije funkcionalan. Dalje, STE2pr-his5 fragment nalazi se unutar deletiranog
lokusa gena CAN1. Geni CANL1 i LYP1 kodiraju za enzime permeaze, koji dopustaju ulazak
kanavanina i tializina u stanicu. Kanavanin je toksi¢ni analog arginina, a tializin je toksi¢ni
analog lizina. Divlji soj kvasca koji ima gene CAN1 ili LYP1 ne moze rasti na podlogama s
kanavaninom i/ili tializinom. Kolekcija mutanata ima funkcionalan gen CAN1, dok je gen
LYP1 mutiran i kod osnovnog soja i kod kolekcije mutanata. U razli¢itim koracima selekcije,
hranjive podloge sadrze kanavanin i tializin, Sto omogucava germinaciju stanica koje imaju
mutirani CAN1 lokus (caniA). Zakljucno, stanice tipa krizanja MATa, koje imaju genotip
canl:STE2pr-hisslypl (nastaju sporulacijom, odnosno rekombinacijom kromosoma tijekom
mejoze), mogu rasti na podlozi s kanavaninom i tializinom i bez histidina. Stanice tipa
krizanja MATo ne mogu rasti na ovoj podlozi, zbog represije promotora STE2pr. Diploidne
stanice (MATa/a) pokazuju ekspresiju promotora STE2pr, ali im je rast ékoinhibiran,
buduci imaju gen CAN1, koji dopusta ulazak kanavanina u stanicu.

Za izradu ove metode, koriStene su Cetvrtaste plocice (PLUSPLATE© dishes, Singer
Instruments), koje su kompatibilne s robotskim replikatorom (RoTor HDA, Singer
Instruments, slika 13). Ovakve plocice, S odgovarajucom selektivnom podlogom s agarom
koriStene su za automatizirano presadivanje kolonija, za §to su koriSteni nastavci Short-pin

repad u formatu 384 ili 1536 kolonija (Singer Instruments).

57



Slika 13. Fotografije automatskog replikatora (RoTor HDA, Singer Instruments) kakav je
koristen za replikaciju kolonija prilikom izrade metode SGA.

2.6.2. Selekcija jednostrukih mutanata s genom za A12 desaturazu

Soj Y7092desa uzgojen je preko no¢i u 5 ml tekuceg medija (YEPD+clonNAT).
Prekonocna kultura izlivena je na YEPD agaroznu podlogu, a stanice su presadene na tri nove
YEPD agarozne plocice u formatu 384 kolonije (24 x 16) te su ostavljene u inkubatoru preko
no¢i na 30°C. Tocan sastav medija koriStenih u daljnjim koracima selekcije opisan je u

poglavlju 2.1.3., a proces selekcije prikazan je na slici 14.

Korak 1: Parenje
Tri ploc¢e sa sojem Y7092desa koriStene su za krizanje s kolekcijom mutanata, na
nacin da su prvo presadeni mutanti, a zatim soj Y7092desa na istu plocicu s medijem YEPD.

Kompletna kolekcija nalazi se na 14 plocica. Ploce su inkubirane 1 dan na sobnoj temperaturi.

Korak 2: Selekcija zigota

Kolonije iz prethodnog koraka presadene su na plocice sa selektivnim medijem
YEPD+clonNAT+G418, koja osigurava rast diploida nastalih krizanjem. Stanice su uzgajane
u inkubatoru 2 dana na 30°C.

Korak 3: Sporulacija

Diploidni sojevi iz prethodnog koraka presadeni su na podloge sa smanjenim udjelom
glukoze i izvora dusika, Sto poti¢e sporulaciju i formaciju tetrada. Stanice su uzgajane u
inkubatoru 5 dana na 20°C.
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Korak 4: Selekcija haploida (MATa)

Spore iz prethodnog koraka presadene su na plocice sa selektivnim medijem SD-
His/Arg/Lys + kanavanin/tializin, koji osigurava isklju¢ivo rast haploidnih stanica tipa
krizanja MATa. Stanice su uzgajane u inkubatoru 2 dana na 30°C. Nedostatak aminokiselina
arginina i lizina stvara pojacan pritisak za ugradnju njihovih toksi¢nih analoga kanavanina i
tializina iz podloge u diploidne stanice, a nedostatak histidina osigurava prezivljavanje

haploidnih stanica tipa krizanja MATa, koje imaju genotip CAN1::STE2pr-Hisb5.

‘(?I}Bzdesa keolekcija mutanata

Korak 1: MAT(I MATa
his3A1::natMX-GAL1-desal-CYC1 ’"‘m KanMX
GA18, clonNAT
_ A e
Korak 2: alo @ divljitip OO

v
(so)e0) @@ )

kanavanin, tializin, HIS

. MATa selekcija haploida
Korak4: “ ‘@D CAN1:STE2pr-his5

kanavanin, tializin, -His,

G418 . MATa selekcija haploida
Korak 5: @ xxxA:KanMX (G418)

kanavanin, tializin, -His.'L

G418, clonNAT selekeija ,,dvostrukih” mutanata MATa
xxxA:KanMX (G418)
Korak 6: ,
his3A1::natMX-GALI-desal-CYCI (clonNAT)

Slika 14. Pregled potrebnih koraka selekcije u metodi SGA, pomoc¢u kojih se na kraju
selektiraju ,,dvostruki mutanti, odnosno jednostruki mutanti s genom za A12 desaturazu.
Korak 5: Selekcija jednostrukih mutanata (MATa)

Haploidne stanice (MATa) iz prethodnog koraka presadene su na selektivni medij

SD/MSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418, koji osigurava iskljuc¢ivo rast haploidnih

59



stanica tipa krizanja MATa, koje imaju kazetu KanMX na mjestu mutiranog gena. Stanice su
uzgajane u inkubatoru 2 dana na 30°C.

Korak 6: Selekcija ,,dvostrukih* mutanata (MATa)

Haploidne stanice (MATa) koje imaju kazetu KanMX na mjestu mutiranog gena iz
prethodnog koraka presadene su na selektivhu podlogu SD/MSG-His/Arg/Lys +
kanavanin/tializin/G418/clonNAT, koji osigurava iskljucivo rast haploidnih stanica tipa
krizanja MATa, koje imaju kazetu KanMX na mjestu mutiranog gena i kazetu natMX spojenu
na gen za desaturazu Al12. Glukoza osigurava represiju gena za Al2 desaturazu. U ovom
koraku kolonije su nasadene u formatu 1536, kako bi se dobili tehnicki kvadriplikati svakog
soja. Stanice su ostavljene u inkubatoru 2 dana na 30°C, nakon ¢ega su ploce skenirane za

racunalnu analizu rasta kolonija (kontrola).

Korak 7: Ispitivanje u¢inka PUFA na rast jednostrukih mutanata

Haploidne stanice tipa krizanja MATa, koje imaju kazetu KanMX na mjestu mutiranog
gena 1 kazetu natMX spojenu na gen za desaturazu A12, iz prethodnog koraka, replicirane su
na selektivni medij SD/MSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418/clonNAT. Umjesto
glukoze, kao izvor ugljikohidrata dodana je galaktoza, kako bi se inducirala ekspresija gena za
A12 desaturazu i sinteza PUFA. Kao i u prethodnom koraku kolonije su presadene u formatu
1536, kako bi se dobili tehnicki kvadriplikati svakog soja. Stanice su uzgajane u inkubatoru 2

dana na 30°C, nakon ¢ega su ploc¢e skenirane za rac¢unalnu analizu rasta kolonija.
9

Korak 8: Ispitivanje uc¢inka oksidacijskog stresa na rast jednostrukih mutanata s i bez PUFA
Kolonije iz koraka 6 presadene su u formatu 1536 na selektivne plo¢e SD/MSG-
His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418/clonNAT + tBH. Kao izvor ugljikohidrata koriStena je
glukoza; na ovaj nacin ispitan je utjecaj oksidacijskog stresa na jednostruke mutante, buduci
je sinteza PUFA inhibirana prisutno$¢u glukoze. Kolonije iz koraka 7. replicirane su u
formatu 1536 na selektivne ploce SD/MSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418/clonNAT
+ tBH. Kao izvor ugljika koristena je galaktoza kako bi se osigurala stalna ekspresija gena za
A12 desaturazu; na ovaj nain ispitan je utjecaj oksidacijskog stresa na jednostruke mutante u
prisustvu PUFA. U oba slucaja stanice su inkubirane 24 sata, nakon ¢ega su ploce skenirane

za ra¢unalnu analizu rasta kolonija.
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2.6.3. Obrada rezultata

Fotografije skeniranih plo¢a obradene su pomocu programa ImageJ (National
Institutes of Health), na naCin da je izraCunata prosje¢na povrsSina tehnickih kvadriplikata
kolonija. Izracunat je koeficijent rasta za svaki soj, na nacin da je podijeljena vrijednost
prosjecne povrsine svakog soja s prosje¢nom Vrijednosti svih kolonija pojedine ploce. Zatim,
za svaki soj, podijeljena je vrijednost koeficijenta rasta na mediju s galaktozom (Kgal) sa
koeficijentom rasta na mediju sa glukozom (Kglu). Pomoc¢u dobivene vrijednosti procijenio se
ucinak PUFA na rast mutanata (K1). U obzir su uzeti samo sojevi na podlogama s glukozom
¢iji je koeficijent rasta (Kglu) bio iznad 50% prosjecne vrijednosti povrsina kolonija svake
ploce, te sojevi na podlogama s galaktozom C¢iji koeficijent rasta (Kgal) je bio ispod 50%
prosjecne vrijednosti povrsine kolonija svake ploce. Na isti na¢in izracunat je koeficijent rasta
sojeva na podlozi s tBH u odnosu na rast sojeva na podlozi bez tBH; posebno na glukozi (K2)
i na galaktozi (K3). Pomoc¢u dobivenih vrijednosti procjenio se uc¢inak oksidacijskog stresa na
rast jednostrukih mutanata s i bez PUFA. Kako bi se procijenio ucinak tBH na rast
jednostrukih mutanata u prisutnosti PUFA u odnosu na rast jednostrukih mutanata u
prisutnosti tBH, podjeljen je koeficijent rasta K3 s koeficijentom rasta K2. Dobivena
vrijednost, oznac¢ena kao K4, koriStena je za procijenu osjetljivosti jednostrukih mutanata na
oksidacijski stres, isklju¢ivo kao posljedice prisutnosti PUFA. Mutirani geni u sojevima koji
su pokazali smanjeni rast, bilo na podlozi s galaktozom ili podlozi s galaktozom i tBH,
svrstani su pomoc¢u programa ,,SGD Gene Ontology Slim Mapper®, dostupnog na internetskoj

stranici (www.yeastgenome.org) prema stani¢nim procesima (engl. ,,Cellular process®).

2.7. POTVRDA FENOTIPOVA | SOJEVA DOBIVENIH METODOM SGA

2.7.1. Potvrda mutanata metodom PCR

Budu¢i su velike kolekcije sojeva poput ovih koriStenih u metodi SGA podlozne
greSkama 1 zamjenama sojeva od strane dobavljaca, bilo je potrebno nakon izvodenja metode
potvrditi vjerodostojnost dobivenih sojeva i fenotipova. U tu svrhu metodom PCR na
kolonijama (opisano u poglavlju 2.4.3) potvrdeni su genotipovi, odnosno potvrdena je delecija
gena u jednostrukim mutantima s genom za Al2 desaturazu. Budu deletirani geni u

jednostrukim mutantima zamijenjeni s kazetom KanMX, za sve mutante koriStena je
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univerzalna DNA pocetnica koja prepoznaje regiju untar kazete KanMX (Kanmx4rev). Druga
pocetnica, koja prepoznaje regiju uzvodno od deletiranog gena, specifi¢na je za svaki gen te je
posebno dizajnirana za svaki soj (XXXfwd). Takoder, kao kontrola, koriStena je i treca
pocetnica koja prepoznaje regiju unutar funkcionalnog gena, kako bi se iskljucila moguénost
kontaminacije kulture s drugim sojevima (XXXrev). Popis DNA pocetnica koje su koristene

za potvrdu sojeva nalaze se u tablici 7.

2.7.2. Potvrda fenotipova

Buduc¢i je ekspresija gena zaA12 desaturazu inhibirana glukozom, u metodi SGA kao
kontrola koristeni su ,,dvostruki® mutanti na mediju s glukozom ili glukozom i tert-butil
hidroperoksidom; funkcionalni jednostruki mutanti. Medutim, galaktoza kao izvor
ugljikohidrata, osim Sto u koristenom sustavu inducira ekspresiju A12 desaturaze, inducira
drugacije stanicne odgovore i samim time drugacije utjece na rast pojedinih jednostrukih
mutanata u odnosu na njihov rast na mediju s glukozom [176, 177]. Kako bi se eliminirali
potencijalno lazni fenotipovi, koji su se mogli javiti kao posljedica utjecaja galaktoze, rast
pojedinih ,,dvostrukih® mutanata (jednostruki mutanti u prisutnosti PUFA) usporeden je s
rastom jednostrukih mutanata iz originalne kolekcije na plocama s galaktozom (fizioloski
uvjeti) ili na plo¢ama s galaktozom i tert-butil hidroperoksidom. Na taj na¢in eliminirana je
moguca interferencija same galaktoze na rast jednostrukih mutanata, odnosno fenotipovi su
pripisani isklju¢ivo utjecaju PUFA. Takoder, u svrhu lakSe obrade rezultata, koriSten je
magistarski rad Christophera Uschinga, u kojem je napravljena analiza utjecaja galaktoze na
rast kompletne kolekcije jednostrukih mutanta; ovaj magistarski rad napraviljen je u
laboratoriju Prof. Kohlweina, kao i metoda SGA u ovom radu.
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Tablica 7. Popis DNA pocetnica koje su koriStene za potvrdu genotipova jednostrukih
mutanata s kromosomski ugradenim genom zaA12 desaturazu, dobivenih metom SGA.

DNA pocetnica Sekvenca
Kanmx4rev 5-GAAACAACTCTGGCGCATCG-3’
BSD2 fwd 5-CGTGTTATACGATGCGGAGTC-3’
BSD2 rev 5-GTCCTCTATGCTATCTTCCTCG-3’
GLR1 fwd 5-GACGTCACTTAGTAAGCACGAC-3’
GLR1rev 5-GCTTCAACTAGTAATGTCTTCGC-3'
GRX1 fwd 5’- CTCCTGATTCACGTGATGTGG -3’
GRX1 rev 5’- CGCAGCCTGAATGTCTGCG -3’
MXR2 fwd 5- GCTATCTCTGCTAGTACGACC -3’
MXR2 rev 5’- CACCATCAGCTGCAATGGTG -3’
VPS24 fwd 5- CTGCGGTTCCAATGGAATGG -3'
VPS24 rev 5- CCTAACATCGTTCTTCTTTGCAG -3
DNF1 fwd 5- CCGAAGGTCATCGTAATACGC -3
DNF1 rev 5- CATCATTGAAGCTGACCTGTGG -3
LEM3 fwd 5- GGTAGTATGTGTCCAATGTTGTAG -3'
LEM3 rev 5- ACGCACAGGCTTTACTTCATCC -3'
SRO7 fwd 5- AGAGCAAGCAATACTATTTCTGAC -3'
SRO7 rev 5- CGATCGGTTTACTGCTCATCC -3'
RAS1 fwd 5- GTACGGTGTCTCTATTATCATCTG -3'
RASI rev 5- CTCATGTACTGTTCTCTCATCGC -3'
RAS2 fwd 5- CAAGCGTAACGCAATCCGGC -3
RAS2 rev 5- CTTCCTGCCCTGCAGTATCC -3'
RCY1 fwd 5- CGAAATATTTCGTTGAAGGAAGG -3
RCY1 rev 5’- CTGTTGGAGACCCATTCTAGTC -3’
ROD1 fwd 5-TTGTATGGCTGGGCTCTTGCA -3'
ROD1 rev 5- GCCAAAGACTTGATTTGAATTGGC-3'
VPS74 fwd 5'- CCACGCTAACAAATAGAGCT -3
VPS74 rev 5- CTCTCAATTTCGATTCTTCTG -3'
TSA2 fwd 5- GAGTAATCAAGGATCAACTATGG -3
TSA2 rev 5’- GCAACAATCTCAGTTGGACAG -3’
RCF2 fwd 5- GGCCTCAACCCTTGCTTCC -3
RCF2rev 5- GACCATGTTAGAGTCGAAGGC-3'
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2.7.2.1. Test na plocama

Kako bi se potvrdile razlike u rastu izabranih ,dvostrukin®“ mutanata dobivenih
metodom SGA u odnosu na rast jednostrukih mutanata iz originalne kolekcije, sojevi su
uzgajani u teku¢em mediju SD s glukozom (2%) preko no¢i do eksponencijalne faze (ODggo ~
3,0). Stanice su isprane vodom te su napravljena serijska razrjedenja stanica u mikrotitarskim
plo¢icama (ODggo 1,0, 0,5, 0,25 1 0,1). Zatim su stanice nasadene na agarozne SD ploce s
galaktozom (2%). Stanice su inkubirane dva dana, nakon Cega su ploce skenirane za
racunalnu analizu.

Za potvrdu fenotipova ovisno tretmanu tert-butil hidroperoksidom, ,,dvostruki* i jednostruki
mutanti uzgajani 2 dana na krutoj SD podlozi s galaktozom (2%), kako bi se osigurala
akumulacija PUFA u ,,dvostrukim®“ mutantima. Zatim, pojedina¢ne kolonije inokulirane Su u
tekuci SD medij s galaktozom (2%), izmjeren je ODggo, te Su sojevi razrijedeni na ODggp 0,2 U
svjezi SD medij s galaktozom (2%) u plocicama s 24 bunarcica. Stanice su inkubirane do
eksponencijalne faze rasta (OD600 ~ 3,0) i zatim su napravljena serijska razrjedenja (ODgoo
1,0 10,5) u mikrotitarskim plo¢icama. Stanice su nasadene na krute SD podloge s galaktozom
(2%) 1 razlicitim koncentracijama tert-butil hidroperoksda (0,4 mM i 0,6 mM). Stanice su

uzgajane u inkubatoru 24 sata, nakon ¢ega su ploce skenirane za ra¢unalnu obradu.

2.7.2.2. . Bioscreen*

Za odredene mutante, koji su pokazali razliku u rastu, ovisno o tretmanu tert-butil
hidroperoksidom u prisutnosti PUFA, napravljena je dodatna analiza, gdje se pratio rast
sojeva u tekuéem mediju. Za ovaj pokus koristen je aparat koji ima funkciju inkubatora, ¢itaca
plocica i treskalice, BIOSCREEN C MBR (Oy Growth Curves Ab Ltd). Ovaj aparat spojen je
na racunalo, koje kontrolira zadane parametre i biljezi izmjerene vrijednosti. Stanice su
inkubirane u mikrotitarskim plo¢icama u formatu 10 x 10 (100 bunarci¢a), u takozvanom
»Honeycomb* formatu.

Sojevi su uzgajani u tekuéem SD mediju s glukozom (2%), preko no¢i, do eksponencijalne
faze (ODggo ~ 3,0), nakon Cega Su isprane vodom te su nasadene kao ODgoo 0,1 u SD medij s
galaktozom (2%), u volumenu 400 pul po bunaricu. Rast stanica pracen je do stacionarne faze
rasta, mjerenjem opticke gustoce stanicnih kultura (ODG6qg), pri temperaturi 30°C, uz
intenzivno mijeSanje ploCica svakih 2 minute. Kao kontrola, na isti na¢in analiziran je rast
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stanica na SD mediju s glukozom (2%), koja inhibira ekspresiju A12 desaturaze. Za tretman
tert-butil hidroperoksidom, stanice su uzgajane 48 sati na krutom SD mediju s galaktozom
(2%), kako bi se osigurala akumulacija PUFA u ,,dvostrukim®“ mutantima. Zatim, kolonije su
inokulirane u tekuc¢i SD medij i razrijedene na ODggo 0,1 u mikrotitarskim plo¢icama te su
tretirane s dvije koncentracije tert-butil hidroperoksida (0,5 i 0,7 mM). Rast stanica pracen je
do stacionarne faze, mjerenjem opticke gustoce stani¢nih kultura (ODggo), pri temperaturi

30°C, uz intenzivno mijeSanje plocica svakih 2 minute.

2.8. STATISTICKA ANALIZA

Svi pokusi radeni su u triplikatima, a dobivene vrijednosti prikazane su kao srednje
vrijednosti (mean value). Usporedba dobivenih srednjih vrijednosti provedena su pomocu
dvosmjernog Studentovog testa koriste¢i program Astute (Leeds University) za Excell 5.0.
Vrijednosti p<0,05 uzete su kao pokazatelj statisticke znac¢ajnosti razlika.

Obrada podataka za metodu SGA opisana je u poglavlju koje opisuje samu metodu
radi posebnosti obrade ovakvih podataka.
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3. REZULTATI



3.1. ULOGA B-OKSIDACIJE U ADAPTACIJI NA PRISUTNOST PUFA

3.1.1. Fiziologija rasta i proizvodnja ROS-a

Kako bi se istrazio utjecaj PUFA na stani¢nu fiziologiju, analiziran je rast izabranih

sojeva u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom (Slika 15a).
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Slika 15. Prikazana je krivulja rasta sojeva u uvjetima indukcije gena za A12 desaturazu u
mediju s galaktozom (a) te su usporedena generacijska vremena sojeva u prisutnosti PUFA u

odnosu na njihove kontrole u logaritamskoj fazi rasta (b).
x - statisticki znacajna razlika u odnosu na svoju kontrolu (p<0,05).

Promjena izvora vrste Se¢era u hranjivom mediju, glukoze za galaktozu, uzrokuje
prilagodbu stanica za koju je karakteristican duzi period zastoja rasta stanica (lag faza), prije
nego Sto stanice udu u intenzivnu fazu diobe (eksponencijalna ili logaritamska faza rasta). 1z
krivulje rasta vidljivo je da je prisutnost PUFA uzrokovala duzi period prilagodbe kod svih
sojeva (ukljucujuéi i kontrolni soj BYdesa). Medutim, u logaritamskoj fazi rasta prisutnost
PUFA nije uzrokovala promjene u vremenu diobe stanica (generacijsko vrijeme, Slika 15b);

jedino je soj bez peroksisomalne katalaze A (ctaldesa) pokazao duze generacijsko vrijeme u
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odnosu na svoju kontrolu (p<0,05). Takoder, prisutnost PUFA uzrokovala je raniji prekid
logaritamske faze, te su stanice pokazale manji prinos u stacionarnoj fazi (ODgy ~ 3,5) u
odnosu na sojeve s praznim plazmidom pYES2 (ODegoo 4,0). Soj ctaldesa imao je joS nizi
prinos od ostalih ispitanih sojeva (ODgoo 3,0).

Budu¢i je od prije poznato da PUFA uzrokuju povecanu proizvodnju unutarstani¢nog
ROS-a u kontrolnom soju (BYdesa) [178], cilj je bio vidjeti, da li prisutnost PUFA u

izabranim mutantima uzrokuje dodatno pove¢anje ROS-a. Rezultati su prikazani na slici 16.
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Slika 16. Kako bi se jasnije prikazale razlike utjecaja PUFA na proizvodnju ROS-a medu
sojevima, rezultati su prikazani kao postotci izmjerenih relativnih jedinica fluorescencije
(RFU = eng. Relative Fluorescence Units) u sojevima koji proizvode PUFA u odnosu na iste
sojeve s praznim plazmidom pYES2. RFU vrijednosti sojeva s praznim plazmidom pYES2

prikazane su kao 100%.
x - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolni soj (BY desa), p<0,05.

Kao sto se oc¢ekivalo, PUFA su uzrokovale znacajno povecanje ROS-a kod svih sojeva
(p<0,05), medutim najvece povecanje ROS-a izmjereno je kod soja ctaldesa, statisti¢ki
znacajno u odnosu na kontrolni soj BYdesa (p<0,05). Glavna uloga katalaze A je uklanjanje
vodikovog peroksida nastalog prilikom razgradnje masnih kiselina. Pove¢anje ROS-a u ovom
mutantu mogucéa je posljedica indukdije -oksidacije u prisutnosti PUFA te smanjenog
uklanjanja nastalog H2O, u ovom procesu bez funkcionalne katalaze A. Posljedi¢no tome,
poveéanje ROS-a u soju ctaldesa mogu¢i je uzrok duzem generacijskom vremenu u
logaritamskoj fazi te nizem prinosu u stacionarnoj fazi (Slika 15). Medutim, prisutnost PUFA
u soju bez funkcionalne B-oksidacije (poxldesa), slicno kao i u soju bez citoplazmatske

katalaze T (cttldesa), nije uzrokovala dodatno poveéanje ROS-a u odnosu na soj BYdesa.
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3.1.2. Antioksidacijski odgovori

Buduc¢i PUFA utjecu na povecanje ROS-a, $to posljediéno moze uzrokovati indukciju
antioksidacijske zastite, sljede¢im nizom eksperimenata ispitano je da li u prisutnosti PUFA
dolazi do indukcije nekih sustava antioksidacijske zastite stanica. Takoder, cilj je bio vidjeti
da li PUFA u izabranim mutantima uzrokuju promjene u indukciji antioksidacijske zastite u

odnosu na soj BYdesa. Za pocetak analizirana je koncentracija ukupnog unutarstanicnog
glutationa (Slika 17.)
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Slika 17. Ovisnost koncentracije GSH u sojevima koji proizvode PUFA (desa) u odnosu na
iste sojeve s praznim plazmidom pYES2 (ctrl). Rezultati su prikazani kao postoci
koncentracija GSH (nmol/mg proteina) u sojevima koji proizvode PUFA u odnosu na iste
sojeve s praznim plazmidom pYES2. Koncentracija GSH u svim sojevima s praznim
plazmidom pYES2 prikazana je kao 100%. %.

x - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolni soj (BYdesa), p<0,05.

Prisutnost PUFA uzrokovala je povecanje ukupnog unutarstanicnog glutationa u svim
ispitanim sojevima (p<0,05), osim u soju bez peroksisomalne katalaze A, sto bi posljedi¢no
mogao biti uzrok povecanju ROS-a u ovom soju u odnosu na soj BYdesa. Povecanje

glutationa u navedenim sojevima potvrdilo je njegovu bitnu ulogu u zastiti stanice u uvjetima

PUFA. Medutim, sojevi poxldesa i cttldesa nisu pokazali statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolni soj BYdesa, Sto je u korelaciji s izmjerenim povec¢anjem ROS-a, gdje
takoder nije zabiljezena razlika u odnosu na soj BYdesa.

Nadalje, u izabranim sojevima analizirana je ukupna katalazna aktivnost, koja je u

prijaSnjem radu pokazala ulogu u adaptaciji na prisutnost PUFA [178]. Treba naglasiti da je u
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mutantima cttl i ctal mjerena aktivnost samo jedne katalaze. Rezultati su prikazani na slici
18.
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Slika 18. Ovisnost aktivnosti katalaze u sojevima koji proizvode PUFA (desa) u odnosu na
iste sojeve s praznim plazmidom pYES2 (ctrl). Rezultati su prikazani kao postoci aktivnosti
katalaze (U/mg proteina) u sojevima koji proizvode PUFA u odnosu na njihove kontrole.

Katalazna aktivnost svakog kontrolnog soja prikazana je kao 100%.
x - statistiCki znacajna razlika u odnosu na divlji tip (BYdesa), p<0,05.

U korelaciji s povecanjem GSH, izmjereno je povecanje ukupne aktivnosti katalaza u
staniénom odgovoru na prisutnost PUFA u sojevima BYdesa i poxldesa (p<0,05). Ovaj
rezultat potvrdio je ulogu katalaza u antioksidacijskom odgovoru stanica kvasca na povecanje
ROS-a u prisutnosti PUFA. Medutim, soj bez funkcifnalne -oksidacije nije pokazao
znacajnu razliku u aktivnosti katalaze u odnosu na soj BYdesa, Sto je u korelaciji s
izmjerenim ROS-om i glutationom. U sojevima cttlctrl i cttldesa, izmjerene vrijednosti bile
su do 10 puta nize nego u ostalim sojevima, Sto je posljedica nedostatka citoplazmatske
katalaze T. Medutim, izmjereno povecanje aktivnosti katalaze u soju cttldesa (p<0,05) moze
se pripisati indukciji peroksisomalne katalaze A. Prisutnost PUFA nije uzrokovala povecanje
aktivnosti citoplazmatske katalaze u soju ctaldesa, Sto je u korelaciji s izmjerenim GSH, te

takoder moze biti uzrok izmjerenom povec¢anju ROS-a u ovom soju u odnosu na soj BYdesa.

U konacnici, izmjerena je ukupna glutation-S-transferazna aktivnost u navedenim
sojevima, a rezultati su prikazani na slici 19. Zanimljivo, prisutnost PUFA uzrokovala je
snizenje glutation-S-transferazne aktivnosti u sojevima BYdesa, cttldesa i ctaldesa u odnosu
na njihove kontrole (p<0,05), medutim nije bilo razlike u navedenim u mutantima u usporedbi

sa sojem BYdesa. Prisutnost PUFA nije uzrokovala promjenu glutation-S-transferazne
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aktivnosti u soju bez funkcionalne B-oksidacije. Ovaj rezultat je zanimljiv, prvenstveno iz
razloga Sto je sustav glutation-S-transferaza, u ¢iji je mehanizam djelovanja uklju¢en i GSH,
bitan u detoksifikaciji produkata lipidne peroksidacije koji su mogli nastati u uvjetima

poveéanog ROS-a i prisutnosti PUFA.
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Slika 19. Ovisnost ukupne aktivnosti glutation-S-transferaza u sojevima koji proizvode PUFA
(desa) u odnosu na iste sojeve s praznim plazmidom pYES2 (ctrl). Rezultati su prikazani kao
postoci ukupne glutation-S-transferazne aktivnosti (U/mg) u sojevima koji proizvode PUFA u
odnosu na iste sojeve s praznim plazmidom pYES2. Glutation-S-transferazna aktivnost sojeva

s praznim plazmidom pYES2 prikazana je kao 100%.
x - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolni soj (BYdesa), p<0,05.

3.1.3. Osjetljivost sojeva na oksidacijski stres

Prijasnjim radom pokazano je da prisutnost PUFA inhibira rast stanica kvasca ovisno
0 tretmanu razli¢itim oksidansima, ukljucuju¢i i H,O, [160]. Kako bi ispitali da li PUFA u
ispitivanim mutantima uzrokuje dodatno povecanje osjetljivosti na oksidacijski stres, stanice
su tretirane vodikovim peroksidom, nakon ¢ega je pracen zastoj u rastu stanica kroz 6 sati
(slika 20a). Ocekivano, svi sojevi ovisno o prisutnosti PUFA pokazali su poveéanu
osjetljivost na tretman H,0- (p<0,05). Medutim, soj pox1desa nije pokazao znacajnu razliku u
osjetljivosti u odnosu na soj BYdesa. Za razliku od mutanta bez citoplazmatske katalaze T,
prisutnosti PUFA u mutantu bez peroksisomalne katalaze A uzrokovala je povecanje
osjetljivosti na tretman H,O, u odnosu na soj BYdesa (p<0,05).

Takoder, kako bi ispitali da li je povecana osjetljivost sojeva na oksidacijski stres
uzrokovana prisutno$¢u PUFA posljedica nemoguénosti stanica da odrze oksido-redukcijsku

homeostazu, analiziran je utjecaj H20, na proizvodnju unutarstani¢nog ROS-a (slika 20b).
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Tretman H;O; uzrokovao je povecanu proizvodnju ROS-a u svim sojevima ovisno 0
prisutnosti PUFA (p<0,05). Medutim, soj bez funkcidhalne -oksidacije nije pokazao
povecéanu proizvodnju ROS-a u odnosu na soj BYdesa, Sto je u korelaciji s testom osjetljivosti
na tretman HyO,, gdje takoder nije izmjerena razlika. Nadalje, soj ctaldesa pokazao je
statisticki znacajno povecanje u proizvodnji ROS-a nakon tretmana H,O, u odnosu na soj
BYdesa (p<0,05), za razliku od soja cttldesa, $to je takoder bilo u korelaciji je s izmjerenom

osjetljivoséu ovih sojeva na tretmana H,O..
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Slika 20. Rezultati testa osjetljivosti na oksidacijski stres prikazani su kao postoci stani¢nog
rasta sojeva u prisutnosti PUFA u odnosu na isti soj s praznim plazmidom pYES2, izmjerene
6 sati nakon tretmana H,O,. Postoci rasta tretiranih sojeva s praznim plazmidom pYES2 u
odnosu na rast ne tretiranih sojeva prikazani su kao 100% (a). Rezultati proizvodnje ROS-a
nakon tretmana H,O; prikazani su kao postoci izmjerenih vrijednosti RFU u sojevima koji
proizvode PUFA u odnosu na iste sojeve s praznim plazmidom pYES2, 2 sata nakon
tretmana. RFU vrijednost svakog soja s praznim plazmidom pYES2 prikazana je kao 100%

(b).

x - statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolni soj (BYdesa), p<0,05.
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3.2. KARAKTERIZACIJA SOJA S KROMOSOMSKI UGRADENIM GENOM ZAA12
DESATURAZU

Za primjenu SGA metode kreiran je soj kvasca s kromosomski ugradenim genom za
A12 desaturazu. Kao i u skaju ep isomalnog sustava (pYES2desa), gen za Al12 desaturazu
nalazio se pod kontrolom inducibilnog galaktoznog promotora (GAL1). Medutim, za razliku
od episomalnog sustava gdje je kao selekcijski marker koristen medij bez uracila (-ura), u
slu¢aju kromosomske ugradnje, gen za A12 desaturazu bio je spojen na kazetu natMX, koja
ovom soju daje rezistenciju na antibiotik clonNAT. Nakon selekcije soja Y7092desa na
agaroznim plo¢ama s clonNAT-om, potvrdena je ugradnja DNA fragmenta natMX-GAL1-
desal-CYC1 u lokus his3A1 metodom PCR. Nadalje, usporedena je fiziologija rasta
dobivenog soja Y7092desa s kontrolnim sojem Y7092 u mediju s galaktozom (slika 21). Iz
krivulje rasta vidljivo je da stanice s i bez PUFA ne pokazuju znacajne razlike, kako u

vremenu rasta tako ni u generacijskim vremenima u logaritamskoj fazi rasta.
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Slika 21. Prikazana je krivulja rasta kontrolnog soja (Y7092) i soja s kromosomski ugradenim
genom za Al12 desaturazu (Y7092desa) u uvjetima indukcije u mediju s galaktozom.
Generacijska vremena stanica u logaritamskoj fazi rasta su prikazana na slici desno.

Takoder, kako bi se potvrdila funkcionalna ekspresija geénk2 zdesaturazu,
napravljena je analiza sastava masnih kiselina stanica u logaritamskoj fazi rasta, u mediju s
glukozom i mediju s galaktozom (slika 22). 1z rezultata vidljivo je da u mediju s glukozom ne
dolazi do sinteze PUFA, dok u mediju s galaktozom dolazi do akumulacije PUFA, kao
posljedice indukcije A12 desaturaze. Linolna kiselina (18:2, ®-6) 1 heksadekadienska kiselina
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(16:2, ®-9) zastupljene su u slicnom rasponu relativnih udjela kao i u stanicama s

episomalnom ekspresijom gena za A12 desaturazu [160].
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Slika 22. Prikazan je udio najzastupljenijih masnih kiselina u sojevima Y7092 i Y7092desa, u
mediju s glukozom (gore) i mediju s galaktozom (dolje).

3.3. ANALIZA LIPIDA

Kako bi se istrazile promjene u metabolizmu glicerofosfolipida i triacilglicerida
tijekom prilagodbe stanica kvasca na prisutnost PUFA, napravljena je kvantifikacija osnovnih
razreda glicerolipida i njihovih vrsta u tri razli¢ita vremena od pocetka indukcije gena zaA12
desaturazu. Za analizu lipidnog sastava koristen je soj Y7092desa, a kao kontrola koristen je
soj Y7092. Analizirani su osnovni razredi glicerofosfolipida: PA, PC, PE, PS i PI, te neutralni
lipidi TAG i DAG. Takoder, napravljena je kvantifikacija lizofosfatidilkolina (LPC).
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Slika 23. Ukupan sastav analiziranih lipidnih razreda sojeva Y7092 (gore) i Y7092desa
(dolje) sakupljenih u ranoj logaritamskoj fazi (OD 1.0), srednjoj logaritamskoj fazi (OD 4.0) i
stacionarnoj fazi (OD stac., 48 sati). Zbog niske koncentracije, razred LPC prikazan je na
posebnom grafu.

U oba soja doslo je do znacajnih promjena u ukupnim koli¢inama pojedinih lipidnih
razreda kao posljedice promjene faze rasta (slika 23). Primjetan je bio trend manjeg
snizavanja ukupnih koli¢ina razreda PC i PE tijekom progresije kroz faze rasta. Razred LPC i
DAG pokazali su znacajno snizavanje ukupnih koli¢ina u stacionarnoj fazi u odnosu na
prethodne dvije faze, u oba soja. Nadalje, u srednjoj logaritamskoj fazi doslo je do trostrukog
snizavanja ukupnih koli¢ina PI, te njihovog ponovnog poveavanja u stacionarnoj fazi.
Suprotno tome, u srednjoj logaritamskoj fazi doSlo je do trostrukog povecanja ukupnih
koli¢ina PA u odnosu na ostale dvije faze. Razred PS pokazali su trend manjeg porasta
ukupnih koli¢ina u stacionarnoj fazi u odnosu na dvije prethodne faze. Medutim, najvece
promjene tijekom napredovanja kroz faze rasta izmjerene su u razredu TAG, koji su pokazali
trend eksponencijalnog povecanja ukupnih koli¢ina od rane logaritamske faze do stacionarne

faze.
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Unato¢ sli¢noj dinamici promjena ukupnih koli¢ina lipidnih razreda ovisno o fazi
rasta, prisutnosti PUFA uzrokovala je manje, no statisticki znacajne, razlike u ukupnim
koli¢inama pojedinih lipidnih razreda u odnosu na kontrolni soj Y7092 (slika 24). U ranoj
logaritamskoj fazi prisutnost PUFA uzrokovala je znacajno snizavanje ukupnih koli¢ina
razreda PC, PE 1 PS (p<0,05), te povecanje ukupnih koli¢ina razreda LPC (p<0,05).
Prijelazom u srednju logaritamsku fazu, doSlo je do izjednacavanja ukupnih koli¢ina svih
lipidnih razreda u oba soja, osim razreda PS i LPC, koji su pokazali slicnu razliku izmjerenu u
prethodnoj fazi rasta (p<0,05). U stacionarnoj fazi, unato¢ znac¢ajnom snizavanju ukupnih
koli¢ina razreda LPC u oba soja, prisutnost PUFA je i dalje uzrokovala povecanje ukupnih
koli¢ina u odnosu na kontrolu (p<0,05). Takoder, u stacionarnoj fazi doslo je do
izjednacavanja ukupnih koli¢ina PS izmedu sojeva, medutim doslo je do snizenje ukupnih
koli¢ina PI ovisno o prisutnosti PUFA (p<0,05).

Kako bi se detaljnije istrazili putevi ugradnje PUFA u pojedinim lipidnim razredima, i
promjene koje su se deSavale tijekom prilagodbe stanica na prisutnost PUFA, napravljena je
analiza zastupljenosti lipinih vrsta s obzirom na prisutnost dvostrukih veza. Najzastupljenije
lipidne vrste u glicerofosfolipidima kod kvasca su 32 i 34, te u manjem udjelu 36 lipidne
vrste, koje nastaju razliCitim kombinacijama najzastupljenijih kvasc¢evih masnih kiselina:
palmitinske (16:0), palmitoleinske (16:1), stearinske (18:0) i oleinske (18:1). Budu¢i da
jednostruko nezasi¢ene masne kiseline ¢ine do 80% u ukupnom udjelu masnih kiselina u
aerobnim uvjetima u stanicama kvasca, najzastupljenije u oba soja bile su lipidne vrste s
jednom dvostrukom vezom (kombinacija zasi¢ene i jednostruko nezasi¢ene masne Kiseline),
te s dvije dvostruke veze (kombinacija dvije jednostruko nezasiCene masne kiseline).
Medutim, djelovanjemA12 desaturaze délo je do proizvodnje lipidnih vrsta koje u svom
sastavu imaju PUFA. Unato¢ velikoj razlici u zastupljenosti PUFA medu lipidnim razredima
(slika 33), u prosjeku, najzastupljenije vrste koje sadrze PUFA bile su 34:3 (kombinacija
palmitoleinske i linolne kiseline), te u manjem udjelu 32:3 (kombinacija plamitoleinske i
heksadekadinske kiseline). Ovaj rezultat bio je u korelaciji s udjelima linolne i heksadienske
masne kiseline u ukupnom sastavu masnih kiselina u inducirajué¢im uvjetima u mediju s
galaktozom. Takoder, u pojedinim lipidnim razredima izmjerena je manja koli¢ina vrste 36:3
(kombinacija oleinske i linolne kiseline), dok su vrste s dvije dvostruko nezasi¢ene masne

kiseline bile u vrlo niskim koncentracijama u svim lipinim razredima.
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Slika 24. Usporedba ukupnog sastava pojedinih lipidnih razreda izmedu sojeva Y7092 i
Y7092desa u tri razliCite faze rasta (vremena) u induciraju¢im uvjetima u mediju s
galaktozom.

tri dvostruke veze, uzrokovala je dvostruko snizavanje vrsta s dvije dvostruke veze, te u
manjem djelu snizavanje vrsta s jednom dvostrukom vezom (slika 25). Unato¢ visokom
udjelu vrsta koje sadrze PUFA (~30%), u ovoj fazi, njihove ukupne koli¢ine nisu bile
dovoljne da kompenziraju pad lipidnih vrsta s jednom i dvije dvostruke veze, Sto je za
posljedicu imalo sniZzenje ukupnih koli¢ina PC za 15% (p<0,05). Zanimljivo, pri prijelazu u

srednju logaritamsku fazu, u kontrolnom soju, doSlo je do sniZzavanja vrsta s dvije dvostruke



veze za jednu polovinu i dvostrukog povecanja vrsta s jednom dvostrukom vezom. Ovakav
trend bio je zamjetan i1 u prisutnosti PUFA, s time da je pad stupnja nezasi¢enosti u soju
Y7092desa prvenstveno bio kompenziran snizavanjem lipidnih vrsta s tri dvostruke veze za
jednu polovinu; lipidne vrste s dvije dvostruke veze zadrzale su slicnu koli¢inu kao i u
prethodnoj fazi. Posljedi¢no tome i udio vrsta koje sadrze PUFA snizen je na 18%. U srednjoj
logaritamskoj fazi doSlo je do izjednacavanja ukupnih koli¢ina PC izmedu dva soja,
prvenstveno kao posljedica snizavanja vrsta s dvije dvostruke veze u kontrolnom soju. U
srednjoj logaritamskoj fazi, proizvodnja wvrsta koje imaju PUFA u svom sastavu,
kompenzirana je podjednako snizavanjem vrsta s jednom i dvije dvostruke veze. Sli¢an trend
zadrzan je i u stacionarnoj fazi, s time da je zabiljezeno dodatno snizavanja udjela vrsta koje
sadrze PUFA na 13%.

Za razliku od PC, unutar razreda PE zabiljezene su puno manje promijene u lipidnim
vrstama ovisno o fazi rasta, u obadva soja (slika 26). U ranoj logaritamskoj fazi, vrste koje
sadrzavaju PUFA (udio 18%) uzrokovale su sniZzavanje vrsta s dvije dvostruke veze, sto je
posljedi¢no rezultiralo i nizim ukupnim koli¢inama razreda PE za 10% (p<0,05). U srednjoj
logaritamskoj fazi, u soju Y7092, dosSlo je do snizavanja vrsta s dvije dvostruke veze, te
posljedi¢no tome izjednac¢avanju ukupnih koli¢ina PE izmedu dva soja. Unutar razreda PE, u
sve tri faze rasta, proizvodnja vrsta sa tri dvostruke veze bila je iskljuc¢ivo kompenzirana
snizavanjem vrsta s dvije dvostruke veze, s time da su koli¢ine (i udjeli) vrsta koje sadrze
PUFA bile gotovo nepromijenjene u sve tri faze rasta.

Oba soja, u prve dvije faze rasta, zadrzala su gotovo identi¢ne koli¢ine lipidnih vrsta
unutar razreda PS (slika 27), s time da je prisutnost PUFA uzrokovala snizavanje ukupnih
koli¢ina PS za oko 15% u obje faze rasta (p<0,05). Ovakav pad ukupnih koli¢ina prvenstveno
je bio posljedica snizenih koli¢ina vrsta s dvije dvostruke veze i manjim djelom vrsta s
jednom dvostrukom vezom. Unutar razreda PS, udio vrsta koje sadrze PUFA, u prve dvije
faze rasta bio je nizi u odnosu na razrede PC i PE (8 - 10%). Zanimljivo, u kontrolnom soju u
stacionarnoj fazi dosSlo je do povecanja proizvodnje vrsta s jednom dvostrukom vezom (za
vise od dva puta), te snizavanja koli¢ina vrsta s dvije dvostruke veze. Ovakav trend takoder je
zabiljezen i u prisutnosti PUFA, s time da je u soju Y7092desa pad nezasi¢enosti prvenstveno
bio reguliran smanjenom proizvodnjom vrsta s tri dvostruke veze (udio je snizen na 2%), dok
su vrste s dvije dvostruke veze zadrzale sli¢ne koli¢ine kao i u prethodnim fazama. Kao

posljedica snizenog udjela vrsta koje imaju PUFA u svom sastavu, u stacionarnoj fazi doslo je
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do izjednacavanja ostalih vrsta izmedu sojeva, Sto je rezultiralo i izjednacavanjem ukupnih
koli¢ina PS.

Unutar razreda PI, prisutnost PUFA uzrokovala je znacajne promjene u udjelima
lipidnih vrsta, iako su ukupne koli¢ine bile nepromijenjene izmedu dva soja u prve dvije faze
rasta (slika 28). PUFA su uzrokovale povecanje lipidnih vrsta s dvije dvostruke veze te
kompenzacijsko snizavanje vrsta s jednom dvostrukom vezom u sve tri faze rasta. Zanimljivo,
do ovakvih promjena doslo je unato¢ vrlo niskom udjelu vrsta Pl koje sadrze PUFA (ispod
5%; najnizi udio od svih lipidnih razreda). Kada se gledaju promjene ovisno o fazi rasta, u
srednjoj logaritamskoj fazi doSlo je do snizavanja ukupnih koli¢ina Pl za gotovo 70%, u
obadva soja. U stacionarnoj fazi ponovno je doslo do poveéanja ukupnih koli¢ina, s time da je
kontrolni soj imao viSe ukupnih Pl za 15% u odnosu na soj Y7092desa (p<0,05). Medutim,
unato¢ znacajnim varijacijama ukupnih koli¢ina PI, ovisno o fazi rasta, udjeli pojedinih
lipidnih vrsta ostali su gotovo nepromijenjeni u oba soja; zabiljezene promjene odnose se na
snizavanje udjela vrsta s dvije dvostruke veze u srednjoj logaritamskoj fazi (u soju Y7092desa
doslo je takoder i do snizavanja udjela vrsta s tri dvostruke veze sa 4,5% na 1,5%), te
povecéanje udjela vrsta s jednom dvostrukom vezom u stacionarnoj fazi.

Unutar razreda DAG, u sve tri faze rasta, prisutnost PUFA nije utjecala na statisticki
znacajne razlike ukupnih koli¢ina u odnosu na kontrolni soj (slika 29). U ranoj logaritamskoj
fazi, kao kompenzacija proizvodnji vrsta koje sadrze PUFA doSlo je do podjednakog
snizavanja vrsta s jednom i dvije dvostruke veze; vrste s tri dvostruke veze sacinjavale su 30%
udjela svin DAG vrsta. Prilikom prijelaza u srednju logaritamsku fazu, u kontrolnom soju
dosSlo je do snizavanja vrsta s dvije dvostruke veze za gotovo jednu polovinu, te manjeg
povecanja vrsta s jednom dvostrukom vezom, §to je dovelo do snizavanja ukupnih koli¢ina
DAG u odnosu na prethodnu fazu za 15% (p<0,05). Ovakav trend smanjenja stupnja
nezasic¢enosti bio je zamjetan i u prisutnosti PUFA, s time da je u soju Y7092desa on bio
prvenstveno reguliran snizavanjem vrsta s tri dvostruke veze za jednu treé¢inu, ¢ime je njihov
udio pao na 20%; lipidne vrste s dvije dvostruke veze zadrzale su sli¢ne koli¢ine kao i u
prethodnoj fazi. U soju Y7092desa, u srednjoj logaritamskoj fazi, nije doSlo do snizavanja
ukupnih koli¢ina DAG u odnosu na prethodnu fazu, §to je rezultiralo povecanjem ukupnih
koli¢ina DAG u odnosu na kontrolni soj za oko 10% (iako nije statisticki znacajno). U
srednjoj logaritamskoj fazi proizvodnja lipidnih vrsta koje sadrze PUFA, iskljucivo je bila
kompenzirana snizenom koli¢inom vrsta s jednom dvostrukom vezom. U stacionarnoj fazi, u
obadva soja, doslo je do snizavanja ukupnih koli¢ina DAG za oko 40%. Kada se usporeduju
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relativni udjeli, vidljivo je da je u stacionarnoj fazi, u obadva soja, doslo do povecéanja stupnja
nezasi¢enosti DAG vrsta u odnosu na prethodnu fazu (smanjeni udio vrsta s jednom
dvostrukom vezom i povecani udio vrsta s dvije dvostruke veze). Soj Y7092desa zadrzao je
udjele vrsta koje sadrze PUFA na razini iz prethodne faze (20%), koje su takoder, kao i u
prethodnoj fazi, bile kompenzirane snizenjem vrsta s jednom dvostrukom vezom. Zanimljivo,
u srednjoj logaritamskoj i stacionarnoj fazi, snizenje vrsta s jednom dvostrukom vezom nije
bilo dovoljno da kompenzira proizvodnju vrsta s tri dvostruke veze, Sto je pridonjelo
poveéanju ukupnih koli¢ina DAG u soju Y7092desa za oko 10%, Sto medutim nije bilo
statisticki znacajno (p>0,05).

Prisutnost PUFA nije uzrokovala statisticki znacajnu razliku u ukupnim koli¢inama
PA, u odnosu na kontrolni soj, u sve tri faze rasta (slika 30). U ranoj logaritamskoj fazi, vrste
koje sadrzavaju PUFA, sacinjavale su 11,5 % ukupnog udjela vrsta PA, a kao kompenzacija
doSlo je do snizene proizvodnje vrsta s jednom dvostrukom vezom. Prilikom prelaska u
srednju logaritamsku fazu, u obadva soja doslo je do trostrukog povecanja ukupnih koli¢ina
PA, medutim svaki soj zadrzao je sli¢ne relativne udjele lipidnih vrsta kao i u prethodnoj fazi;
primjetan je bio manji porast udjela vrsta s jednom dvostrukom vezom i kompenzacijskog
snizavanja udjela vrsta s dvije dvostruke veze. U stacionarnoj fazi doslo je ponovno do
snizavanja ukupnih koli¢ina na sli¢nu razinu sli¢nu kao i u prvoj fazi; u oba soja nastavljen je
trend manjeg povecanja relativnih udjela vrsta s jednom dvostrukom vezom i snizavanja vrsta
s dvije dvostruke veze iz prethodne faze. U soju Y7092desa, pad stupnja nezasi¢enosti
prvenstveno je bio reguliran smanjenjem udjela vrsta s tri dvostruke veze za gotovo jednu
polovinu, u odnosu na prethodne dvije faze (6% udjela). Kao i u prethodnim fazama,
proizvodnja vrsta PA s tri dvostruke veze prvenstveno je bila kompenzirana snizenom
proizvodnjom vrsta s jednom dvostrukom vezom.

U soju Y7092desa zabiljezen je porast ukupnih koli¢ina LPC u sve tri faze rasta
(p<0,05), iako je tijekom progresije kroz faze rasta doslo do smanjenja razlike u odnosu na
kontrolni soj: 80% u ranoj logaritamskoj fazi, 40% u srednjoj logaritamskoj i 20% u
stacionarnoj fazi (slika 31). U ranoj logaritamskoj fazi, PUFA su uzrokovale poveéanje svih
LPC vrsta (osim 18:1), u odnosu na kontrolu, s time da je udio vrsta koje sadrze PUFA u
svom sastavu bio 30% (sli¢no kao i u razredu PC). Smanjenje razlike ukupnih koli¢ina LPC
izmedu sojeva, tijekom kasnijih faza rasta, popraceno je takoder i smanjenjem udjela vrsta
koje sadrzavaju PUFA u svom sastavu (19% u srednjoj logaritamskoj i 10% u stacionarnoj
fazi); dobra korelacija sa slicnim smanjenjem udjela vrsta koje sadrze PUFA u razredu PC.
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Ovaj rezultat pokazao je da povecani udio PUFA unutar razreda PC direktno utjece na
povecéanu potrebu stanice za remodeliranjem ovog lipidnog razreda (i obrnuto).

U skladu s literaturnim podacima, tijekom progresije kroz faze rasta, u oba soja doslo
je do eksponencijalnog povecanja ukupnih koli¢ina TAG [179-181], s time da PUFA nisu
uzrokovale statisticki znacajne razlike u ukupnim koli¢inama u odnosu na kontrolni soj (slika
32). U ranoj eksponencijalnoj fazi, u soju Y7092desa, doslo je do snizavanja koli¢ina vrsta s
jednom i dvije dvostruke veze, te proizvodnje vrsta sa Cetiri i pet dvostrukih veza, koje su
sacinjavale 11% ukupnog udjela TAG. Medutim, takoder je bila moguca ugradnja PUFA u
vrste koje sadrze tri ili dvije dvostruke veze, ali zbog ograni¢enja metode nije bila moguca
detaljnija analiza sastava masnih kiselina pojedinih vrsta. U daljnjem tekstu Kkoristit ¢e se
samo vrste s Cetiri ili viSe dvostrukih veza u kontekstu vrsta koje sadrze PUFA. Kada se
analiziraju relativni udjeli, pri prijelazu u srednju eksponencijalnu fazu, u kontrolnom soju,
doslo je do velikog porasta vrsta jednom dvostrukom vezom te kompenzacijskog smanjenja
udjela vrsta s tri dvostruke veze. Slican trend zabiljeZen je i u prisutnosti PUFA, s time da je
doSlo do puno manjeg pada udjela vrsta s tri dvostruke veze i komplementarno manjeg
porasta udjela vrsta s jednom dvostrukom vezom. Posljedi¢no tome, u soju Y7092desa,
ukupne koli¢ine vrsta s jednom i dvije dvostruke veze bile su snizene u odnosu na kontrolu
(kao i u prethodnoj fazi), medutim doslo je do povecanja koli¢ina vrsta s tri dvostruke veze.
Udjeli vrsta koje sadrze PUFA pokazali su manji pad u odnosu na prethodnu fazu (8%). U
kontrolnom soju, u stacionarnoj fazi, ukupni udjeli vrsta ovisno o broju dvostrukih veza bili
su gotovo identi¢ni kao i u ranoj logaritamskoj fazi (unato¢ deset puta ve¢oj ukupnoj koli¢ini i
odredenim razlikama u udjelima pojedinacnih vrsta). SliCan trend zabiljezen je i u soju
Y7092desa, uz poveéanje udjela vrsta s dvije dvostruke veze. Medutim, kada se usporeduju
koli¢ine, za razliku od rane logaritamske faze, u stacionarnoj fazi doslo je gotovo do
izjednacavanja vrsta s dvije dvostruke veze izmedu dva soja, a takoder se smanjila razlika u
vrstama s jednom dvostrukom vezom. Vrste s tri dvostruke veze zadrzale su povecanu
koli¢inu iz prethodne faze u soju Y7092desa. Udio vrsta koje sadrze PUFA ostao je na razini

iz prethodne faze (8%), unato¢ padu udjela vrsta s pet dvostrukih veza.
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Slika 25. Usporedba najzastupljenijih vrsta PC ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom
(gore). Usporedba dinamike promjena najzastupljenijih vrsta PC ovisno o broju dvostrukih
veza u soju Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s
galaktozom (dolje).
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Slika 26. Usporedba najzastupljenijih vrsta PE ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom
(gore). Usporedba dinamike promjena najzastupljenijih vrsta PE ovisno o broju dvostrukih

veza u soju Y7092 1 Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s
galaktozom (dolje).
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Slika 27. Usporedba najzastupljenijih vrsta PS ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 i Y7092desa u tri razlic¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom
(gore). Usporedba dinamike promjena najzastupljenijih vrsta PS ovisno o broju dvostrukih
veza u soju Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s
galaktozom (dolje).
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Slika 28. Usporedba najzastupljenijih vrsta Pl ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 i Y7092desa u tri razlic¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom
(gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije najzastupljenijih vrsta Pl ovisno o broju
dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u tri razliCite faze rasta u induciraju¢im
uvjetima u mediju s galaktozom (sredina), te ista usporedba prikazana pomocu relativnih
udjela (dolje).

85



Zastupljenost vrsta DAG

®10D1.0 0D 4.0 OD stac.
r=) Y7092 - crni rub
3 % {» Y7092desa -crvenirub
Q
= 41 h | 36
% B £ _ O34
:E? 8 + H 5 O32
5 u = =T
5 2 B B B3
(] = B % |
c = — | | |
2 B =
D T T i T = L | T T [ T = L} T T — T
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
broj dvostrukih veza
Zastupljenost vrsta DAG
6 - OD1.0 -crnirub
— Y7092 Y7092d
<) esa OD4.0 -crvenirub
o - i
Q % :} OD stac. - plavirub
waqf L 036
=[] 034
8 o32
c
2

: BN E— NHRHEN .

1 2 3 4 1 2 3
broj dvostrukih veza

B

Zastupljenost vrsta DAG

OD1.0 -crnirub

[y
=
(=]

Y7092 Y7092desa OD4.0 -crvenirub
< 80 OD stac. - plavirub
= 036
591 ] 034
3
'c os32
=40
B
bt

o]
o

Wliled  BoHnaslan

1 2 3 4 1 2 3 4
broj dvostrukih veza

Slika 29. Usporedba najzastupljenijih vrsta DAG ovisno o broju dvostrukih veza izmedu
sojeva Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s
galaktozom (gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije najzastupljenijih vrsta DAG
ovisno o broju dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u tri razliite faze rasta u

induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom (sredina), te ista usporedba prikazana pomocu
relativnih udjela (dolje).
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Slika 30. Usporedba najzastupljenijih vrsta PA ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 i Y7092desa u tri razlic¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom
(gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije najzastupljenijin vrsta PA ovisno o broju
dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u tri razliCite faze rasta u induciraju¢im

uvjetima u mediju s galaktozom (sredina), te ista usporedba prikazana pomocu relativnih
udjela (dolje).
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Slika 31. Usporedba najzastupljenijih vrsta LPC ovisno o broju dvostrukih veza izmedu
sojeva Y7092 i Y7092desa u tri razliCite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s
galaktozom (gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije najzastupljenijih vrsta LPC
ovisno o broju dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u
induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom (sredina), te ista usporedba prikazana pomocu
relativnih udjela (dolje).
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Slika 32. Usporedba najzastupljenijih vrsta TAG ovisno o broju dvostrukih veza izmedu
sojeva Y7092 i Y7092desa u tri razliCite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s
galaktozom (gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije najzastupljenijih vrsta TAG
ovisno o broju dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u
induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom (sredina), te ista usporedba prikazana pomocu
relativnih udjela (iduca strana).
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Slika 33. Promjene u udjelima vrsta koje sadrze PUFA u analiziranim lipidnim razredima,
ovisno o fazi rasta u mediju s galaktozom.
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3.3.1. Suplementacija oleinskom kiselinom (18:1)

Kvasac lako unosi masne kiseline iz okolnog medija u stanicu, te ih ugraduje u svoje
lipide, a ovisno o vrsti suplementiranih masnih kiselina moze do¢i do znacajnih promjena u
sastavu lipidnih vrsta [19]. Oleinska kiselina (18:1, ®-9) sluzi kao supstrat za A12 desaturazu,
pri ¢emu dolazi do sinteze linolne kiseline (&8:2, -6) [11]. Kako bi se istrazilo da li
suplementacija medija oleinskom kiselinom uzrokuje povecanu sintezu linolne kiseline u soju
Y7092desa, analiziran je sastav masnih kiselina stanica sakupljenih u logaritamskoj fazi rasta
u inducirajué¢im uvjetima u mediju s galaktozom suplementiranim oleinskom kiselinom. Kao

kontrola koristen je soj Y7092 (slika 35).

70

—_ SD/GAL + 18:1
?S- 60 —F
(]
é 50
{
v
E 40
=
E 30
(1]
E 20
e/ ’_‘ :
B 1w
o 0=
16:0 16:1 16:2 18:0 18:1 18:2
oY7082 14,7 20,6 0,0 5,2 59,6 0,0
OY7092desa| 19,9 17,4 2,5 5,8 23,6 31,0
. . 4,0
14 - Krivulje rasta - galaktoza + 18:1 0OY7092
33 1 O Y7092desa
12 - —B8-Y7092 20
—=-Y7092desa '
10 - .
g = >
o & E’ 20 -
© 6 g
5 1,5 -
4 - 1,0 -
2 - 05
o =—E—u_u_=8 8 = . : : : : .00
0 5 10 15 20 25 30 35 40

vrijeme (h) generacijska vremena

Slika 34. Prikazan je udio najzastupljenijih masnih kiselina u sojevima Y7092 i Y7092desa
sakupljenim u logaritamskoj fazi rasta, u mediju s galaktozom suplementiranim oleinskom
kiselinom (0,01%, w:v) (gore). Na donjem grafu, prikazana je krivulja rasta sojeva Y7092 i
Y7092desa u istim uvjetima. Generacijska vremena stanica u logaritamskoj fazi rasta
prikazana su na slici dolje desno.

Kao posljedica suplementacije, doSlo je do znacajnih promjena u sastavu masnih

kiselina. Ocekivano, doslo je do povecanja udjela suplementirane oleinske Kiseline i

smanjenja udjela palmitinske i palmitoleinske kiseline, u oba soja. Medutim, u soju
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Y7092desa, takoder je doslo i do dvostrukog povecéanja udjela linolne kiseline u odnosu na ne
suplementirane stanice, a kao posljedica snizavanja udjela masnih kiselina sa 16 ugljikovih
atoma, doSlo je do smanjene proizvodnje heksadekadienske kiseline (16:2, w-4). Medutim,
povecani udio PUFA (linolne kiseline), u uvjetima suplementacije, nije uzrokovao razliku u
rastu stanica u odnosu na soj Y7092 (slika 34).

Nadalje, kako bi se istrazile promjene u sastavu pojedinih lipidnih razreda i lipidnih
vrsta tijekom prilagodbe stanica kvasca na povecanje udjela PUFA (linolne Kkiseline),
napravljena je kvantifikacija lipida u stanicama sakupljenim u tri razli¢ita vremena od
pocetka indukcije gena za A12 desaturazu u mediju s galaktozom suplementiranim oleinskom
kiselinom (SD/GAL + C18:1) (slika 35). Kao i u prethodnom slucaju, analizirani su lipidni
razredi: PA, PC, PE, PS, PI, TAG, DAG i LPC.
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Slika 35. Ukupan sastav lipidnih razreda sojeva Y7092 (gore) i Y7092desa (dolje)
sakupljenih u ranoj logaritamskoj fazi (OD 1.0), srednjoj logaritamskoj fazi (OD 4.0) i
stacionarnoj fazi (OD stac., 48 sati) u mediju s galaktozom suplementiranim oleinskom
kiselinom. Zbog niske koncentracije, razred LPC prikazan je na posebnom grafu.
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U uvjetima suplementacije, u oba soja slicno kao i u mediju s galaktozom, doslo je do
znacajnih promjena u ukupnim koli¢inama pojedinih lipidnih razreda kao posljedice promjene
faze rasta (slika 35). Nadalje, zabiljezene su znacajne razlike u odredenim lipidnim razredima
u odnosu na uvjete bez suplementacije. U oba soja bio je primjetan trend manjeg snizavanja
ukupnih koli¢ina razreda PC u stacionarnoj fazi, dok su PE zadrzali slicne koli¢ine u sve tri
faze rasta. Sli¢no kao i u mediju s galaktozom, razredi LPC i DAG pokazali su snizavanje
ukupnih koli¢ina u stacionarnoj fazi u odnosu na prethodne dvije faze. Takoder, u oba soja,
zadrzao se trend povecanja ukupnih koli¢ina PA u srednjoj logaritamskoj fazi, s time da u
soju Y7092desa nije doSlo do smanjivanja ukupnih koli¢ina PA u stacionarnoj fazi. Nadalje,
TAG su takoder pokazali slican trend eksponencijalnog povecanja ukupnih koli¢ina od rane
logaritamske do stacionarne faze, slicno kao i u uvjetima bez suplementacije. Najvece
promjene u odnosu na uvjete bez suplementacije zabiljezene su u razredima Pl i PS u ranoj
logaritamskoj i stacionarnoj fazi. U ove dvije faze, u oba soja doslo je do znacajnog povecanja
ukupnih koli¢ina PS i snizavanja ukupnih koli¢ina PI. Medutim, zadrzan je trend snizavanja
ukupnih koli¢ina PI u srednjoj logaritamskoj fazi u oba soja. Zanimljivo, dok su ukupne
kolicine PS bile gotovo konstantne u uvjetima bez suplementacije u sve tri faze rasta, u
uvjetima suplementacije doslo je do pada ukupnih koli¢ina za skoro jednu polovinu u srednjoj
logaritamskoj fazi, te njihovog ponovnog povecanja u stacionarnoj fazi, u oba soja.

lako je u uvjetima suplementacije zabiljezena sli¢na dinamika promjena ukupnih
koli¢ina lipidnih razreda ovisno o fazi rasta izmedu dva soja, povecani udio PUFA uzrokovao
je razlike u ukupnim koli¢inama pojedinih lipidnih razreda u odnosu na kontrolni soj (slika
36). U ranoj logaritamskoj fazi pove¢ani udio PUFA uzrokovao je povecanje ukupnih koli¢ina
razreda PC i LPC (p<0,05). U srednjoj logaritamskoj fazi, doslo je do izjednacavanja ukupnih
koli¢ina PC izmedu dva soja, dok su LPC zadrzali poveéanje iz prethodne faze rasta (p<0,05).
Takoder, u ovoj fazi, u soju sA12 desaturazom ddslo je do snizavanja ukupnih koli¢ina PI 1
PA, te povecanja ukupnih koli¢ina DAG (p<0,05). U stacionarnoj fazi, LPC su zadrzali
povecéanje ukupnih koli¢ina iz prethodne faza u soju Y7092desa (p<0,05), unato¢ zna¢ajnom
snizavanju ukupnih koli¢ina razreda LPC u oba soja. Zanimljivo, u stacionarnoj fazi, u soju s
A12 desaturazom doSlo je do povecanja ukupnih koli¢ina razreda PC, PS, PA i TAG.

Kako bi se detaljnije istrazile promjene koje se deSavaju tijekom prilagodbe stanica
kvasca na povecanje udjela PUFA u uvjetima suplementacije, napravljena je analiza
zastupljenosti lipidnih vrsta s obzirom na broj dvostrukih veza (kao i u mediju s galaktozom).
U uvjetima suplementacije, u svim lipidnim razredima doslo je do povecanja proizvodnje
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lipidnih vrsta koje sadrze oleinsku kiselinu, prvenstveno 34 i 36 lipidnih vrsta. Takoder,

posljedi¢no smanjenju udjela masnih kiselina s 16 ugljikovih atoma, snizena je i proizvodnja

32 lipidnih vrsta. Nadalje, u uvjetima suplementacije doslo je do povecanja udjela vrsta koje
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Slika 36. Usporedba ukupnog sastava pojedinih lipidnih razreda izmedu sojeva Y7092 i
Y7092desa u tri razliCite faze rasta (vremena) u inducirajuéim uvjetima u mediju s

galaktozom suplementiranim oleinskom kiselinom.

sadrze PUFA u pojedinim lipidnim razredima (slika 45). U soju s A12 desaturazom, délo je

prvenstveno do povecanja prozvodnje 36 lipidnih vrsta koje sadrze linolnu kiselinu te manjim
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djelom i 34 vrsta, dok su 32 vrste, koje sadrze heksadiensku kiselinu, bile znacajno snizene u
odnosu na uvjete bez suplementacije. Medutim, unato¢ tome, 34:3 je u prosjeku, i u uvjetima
suplementacije, ostala najzastupljenija vrsta koja sadrzi PUFA u svim razredima
glicerofosfolipida. Takoder, u pojedinim razredima glicerofosfolipida doslo je do povecanja
udjela lipidnih vrsta s cetiri dvostruke veze, iako su i ovdje one saCinjavale tek manji udio
vrsta koje sadrze PUFA. Ovakva distribucija PUFA je u korelaciji s udjelima linolne i
heksadienske kiseline u ukupnom sastavu masnih kiselina izmjerenim u uvjetima
suplementacije (slika 34).

Unutar razreda PC, promjene u proizvodnji lipidnih vrsta, ovisno o fazi rasta, su
velikim djelom usporedive s promjenama u uvjetima bez suplementacije (slika 37). U ranoj
logaritamskoj fazi, unato¢ povecanju vrsta koje sadrze linolnu kiselinu, ukupni udio vrsta koje
sadrze PUFA bio je gotovo identi¢an kao i u uvjetima bez suplementacije (33%). Takoder
slicno, kao kompenzacija proizvodnji vrsta koje sadrze PUFA, doslo je do snizavanja ukupnih
koli¢ina vrsta s jednom i dvije dvostruke veze. Medutim, posljedi¢no povecanju koli¢ina
lipidnih vrsta koje sadrze oleinsku kiselinu, u soju Y7092desa nije doSlo do istovjetnog
snizavanja vrsta s dvije dvostruke veze, Sto je dovelo do povecanja ukupnih koli¢ina PC u
odnosu na kontrolni soj. Takoder, i u uvjetima suplementacije, pri prijelazu u srednju
logaritamsku fazu doslo je do snizavanja stupnja nezasicenosti lipidnih vrsta, te je i u ovom
slu¢aju, u soju Y7092desa, ova promjena bila isklju¢ivo regulirana snizavanjem vrsta koje
sadrze PUFA za jednu polovinu (udio je pao na 18%). U stacionarnoj fazi, u oba soja, doslo je
do snizavanja vrsta s jednom dvostrukom vezom, $to je posljedi¢no rezultiralo i snizavanjem
ukupnih koli¢ina PC u ovoj fazi. U posljednje dvije faze rasta, proizvodnja lipidnih vrsta koje
sadrzavaju PUFA, bila je kompenzirana, u najve¢em djelu snizavanjem vrsta s jednom
dvostrukom vezom. U stacionarnoj fazi doslo je do manjeg povecanja proizvodnje vrsta koje
sadrze PUFA (36:3), Sto je uz snizavanje ukupnih koli¢ina PC dovelo do poveéanja njihovog
udjela na 21% (razlika u odnosu na uvjete bez suplementacije). Takoder, snizavanje vrsta s
jednom dvostrukom vezom, u stacionarnoj fazi, nije bilo dovoljno da kompenzira proizvodnju
vrsta koje sadrze PUFA, sto je dovelo do povecanja ukupnih koli¢ina PC u odnosu na
kontrolni soj.

Povecanje udjela PUFA nije uzrokovalo razlike u ukupnim koli¢inama PE izmedu dva
soja (slika 38). Kao i u uvjetima bez suplementacije, i u oba soja, unutar razreda PE
zabiljezene su puno manje promjene u lipidnim vrstama ovisno o fazi rasta. Udio vrsta koje
sadrze PUFA bio je povecan (25%), medutim, kao i u mediju s galaktozom nije doslo do
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znacajnih promjena njihovih udjela u sve tri fazi rasta. Takoder sli¢no, proizvodnja vrsta koje
sadrze PUFA, u sve tri faze rasta, bila je kompenzirana iskljucivo snizavanjem vrsta s dvije
dvostruke veze. Nadalje, kao i u uvjetima bez suplementacije, pri prijelazu u srednju
logaritamsku fazu doSlo je do manjeg snizavanja vrsta s dvije dvostruke veze, dok je u
stacionarnoj fazi doslo do manjeg povecanja vrsta s jednom dvostrukom vezom.

Povecani udio PUFA, nije uzrokovao razliku u ukupnim koli¢inama PS u prve dvije
faze rasta (razlika u odnosu na uvjete bez suplementacije); u soju Y7092desa, doslo je do
snizenja vrsta s dvije dvostruke veze kao kompenzacija vrstama koje sadrze PUFA (slika 39).
Udio vrsta s tri dvostruke veze, u prve dvije faze rasta, bio je neSto visSi u odnosu na
nesuplementirane stanice (10 - 13%); medutim takoder nizi u usporedbi s razredima PC i PE.
Nadalje, u odnosu na uvjete bez suplementacije, u ranoj logaritamskoj fazi, u oba soja doslo je
do velikog povecanja ukupnih koli¢ina PS (za oko 70%), dok su u srednjoj logaritamskoj fazi
ukupne koli¢ine PS bile sniZene na sli¢nu razinu kao i u uvjetima bez suplementacije. Unatoc
tome, relativni udjeli vrsta u prve dvije faze rasta ostali su gotovo nepromijenjeni unutar
svakog soja (slican trend kao i u mediju s galaktozom). U stacionarnoj fazi, ponovno je doslo
do povecanja ukupnih koli¢ina PS u oba soja, s time da su u soju Y7092desa ukupne koli¢ine
bile vece za 0ko 40% u odnosu na kontrolni soj. Slicno kao i u uvjetima bez suplementacije,
doslo je do dvostrukog porasta udjela vrsta s jednom dvostrukom vezom, te snizavanja udjela
vrsta s dvije dvostruke veze. U soju Y7092desa pad nezasicenosti bio je djelom reguliran
smanjenjem proizvodnje vrsta s tri dvostruke veze, ¢iji je udio pao na 2% (sli¢an trend kao i u
mediju s galaktozom). Unato¢ snizavanju udjela vrsta koje sadrze PUFA u stacionarnoj fazi,
zanimljivo je da je u soju Y7092desa dosSlo do povecanja ukupnih koli¢ina PS, ¢emu je
podjednako pridonijelo poveéanje vrsta s jednom i s dvije dvostruke veze.

Povecani udio PUFA nije uzrokovao razlike u ukupnim koli¢inama PI u ranoj
logaritamskoj i stacionarnoj fazi u odnosu na kontrolu, dok su u srednjoj logaritamskoj fazi
ukupne koli¢ine PI bile snizene u odnosu na kontrolni soj za oko 15% (p<0,05) (slika 40).
Sli¢no kao i u mediju s galaktozom, PUFA su uzrokovale povecanje lipidnih vrsta s dvije
dvostruke veze te kompenzacijsko snizavanje vrsta s jednom dvostrukom vezom, s time da je
udio vrsta koje sadrze PUFA takoder bio nizi od 5% u sve tri faze rasta. U uvjetima
suplementacije, doslo je do snizavanja ukupnih koli¢ina PI u oba soja u ranoj logaritamskoj i
stacionarnoj fazi (za oko 50%), ali je, kao i u mediju s galaktozom, zadrzan trend snizavanja

ukupnih koli¢ina Pl u srednjoj logaritamskoj fazi. U stacionarnoj fazi ponovno je doslo do
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manjeg povecanja ukupnih koli¢ina. Medutim, kada se usporeduju relativni udjeli pojedinih
lipidnih vrsta, svaki soj zadrzao je sli¢ne udjele pojedinih lipidnih vrsta neovisno o fazi rasta.

Unutar razreda DAG, povecani udio PUFA uzrokovao je povecanje ukupnih koli¢ina u
srednjoj logaritamskoj fazi (p<0,05), dok su u ostale dvije faze ukupne koliCine bile
nepromijenjene u odnosu na kontrolni soj (slika 41). Sli¢no kao 1 u mediju s galaktozom, u
ranoj logaritamskoj fazi doslo je do podjednakog shizavanja vrsta s jednom i dvije dvostruke
veze, kao kompenzacija proizvodnji vrsta koje sadrze PUFA, ¢iji je udio takoder bio oko
30%. Prilikom prijelaza u srednju logaritamsku fazu, u kontrolnom soju doSlo je do
snizavanja vrsta s dvije dvostruke veze, te slicnog povecanja vrsta s jednom dvostrukom
vezom te su ukupne koli¢ine ostale su nepromijenjenije. Suprotno tome, u soju Y7092desa
doslo je do manjeg povecanja vrsta s jednom i dvije dvostruke veze, dok su vrste s tri i Cetiri
dvostruke veze pokazale manje snizenje ukupnih koli¢ina, §to je rezultiralo i padom udjela
vrsta koje sadrze PUFA na 20%, ali i poveéanjem ukupnih koli¢ina DAG u odnosu na
kontrolu za oko 15% (p<0,05) (slican trend kao i u mediju s galaktozom). U srednjoj
logaritamskoj fazi, proizvodnja lipidnih wvrsta koje sadrze PUFA isklju¢ivo je bila
kompenzirana snizenjem vrsta s jednom dvostrukom vezom (slicno kao i mediju s
galaktozom), s time da je doSlo do manjeg povecanja vrsta s dvije dvostruke veze u odnosu na
kontrolu. U stacionarnoj fazi, u oba soja, doslo je do snizavanja ukupnih koli¢ina DAG za 20-
30%, posljedi¢no snizavanju vrsta s jednom dvostrukom vezom za skoro jednu polovinu.
Medutim, u soju Y7092 takoder je doslo i do manjeg povecanja vrsta s dvije dvostruke veze,
dok je u soju Y7092desa zabiljezen manji pad ovih vrsta, Sto je rezultiralo njihovom manjom
koli¢inom u soju Y7092desa u odnosu na kontrolu. Posljedi¢no tome, u stacionarnoj fazi,
proizvodnja vrsta koje sadrze PUFA bila je kompenzirane snizavanjem vrsta s jednom i s
dvije dvostruke veze (slicno kao i ranoj logaritamskoj fazi). U odnosu na prethodnu fazu,
vrste koje sadrze PUFA zadrzale su sli¢ne koli¢ine, $to je s obzirom na snizavanje ukupnih
koli¢ina rezultiralo i pove¢anjem njihovog udjela na 25%.

Za razliku od uvjeta bez suplementacije, povecani udio PUFA, uzrokovao je znacajne
promjene u ukupnim koli¢inama PA izmedu dva soja u srednjoj logaritamskoj i stacionarnoj
fazi (slika 42). Sli¢no kao i u uvjetima bez suplementacije, unutar razreda PA udio vrsta koje
sadrze PUFA bio je nepromijenjen u prve dvije faze rasta, iako nesto visi (13,5%). Takoder, u
ranoj logaritamskoj fazi proizvodnja vrsta koje sadrze PUFA bila je kompenzirana snizenom
proizvodnjom vrsta s jednom dvostrukom vezom. U srednjoj logaritamskoj fazi, u oba soja,
doslo je do povecanja proizvodnje ukupnih koli¢ina PA, s time da je u kontrolnom soju doslo

97



do trostrukog povecanja, a u soju Y7092desa do dvostrukog. Ovakve promjene rezultirale su
poveéanjem ukupnih koli¢ina PA za 15% (p<0,05) u kontrolnom soju, iako su oba soja
zadrzala sli¢ne relativne udjele vrsta kao u prethodnoj fazi. U stacionarnoj fazi, u kontrolnom
soju doslo je do snizavanja ukupnih koli¢ina za jednu tre¢inu, dok su u soju Y7092desa
ukupne koli¢ine ostale na razini iz prethodne faze. Ovakve promjene rezultirale su
povecanjem ukupnih koli¢ina PA u soju Y7092desa za 30% (p<0,05), s time da su relativni
udjeli vrsta ovisno o broju dvostrukih veza takoder ostali gotovo nepromijenjeni. Medutim,
slicno kao i u uvjetima bez suplementacije, tijekom progresije kroz faze rasta bio je primjetan
trend manjeg porasta udjela vrsta s jednom dvostrukom vezom te snizavanja udjela vrsta s
dvije dvostruke veze. Nadalje, slicno kao i u mediju s galaktozom, u stacionarnoj fazi, u soju
Y7092desa pad nezasi¢enosti vrsta PA bio je prvenstveno reguliran snizavanjem udjela vrsta
koje sadrze PUFA za skoro jednu polovinu (7,5%).

Kao posljedica suplementacije doslo je do povecanja ukupnih koli¢ina LPC u oba soja
za viSe od 50%, u sve tri faze rasta (slika 43). U srednjoj logaritamskoj fazi, u oba soja, doslo
je do manjeg povecanja ukupnih kolic¢ina LPC. Takoder, kao i u mediju s galaktozom, u soju
Y7092desa zabiljezen je porast ukupnih koli¢ina LPC u sve tri faze rasta (p<0,05). Nadalje,
iako je u srednjoj logaritamskoj fazi doSlo do snizavanja udjela vrsta koje sadrze PUFA
unutar razreda PC, u razredu LPC zadrzano je povecanje ukupnih koli¢ina za oko 50% iz
prethodne faze (razlika u odnosu na uvjete bez suplementacije). U stacionarnoj fazi, slicno
kao i uvjetima bez suplementacije, u oba soja doslo je do smanjenja ukupnih koli¢ina LPC za
60 - 70%. Medutim, kao posljedica povecanja udjela vrsta koje sadrze PUFA unutar razreda
PC, doslo je i do povecanja razlike ukupnih koli¢ina LPC za 85%, $to je takoder velika razlika
u odnosu na uvjete bez suplementacije. Zanimljivo, iako je u razli¢itim fazama rasta doslo do
promjena ukupnih koli¢ina LPC, svaki soj zadrzao je sli¢ne relativne udjele vrsta ovisno o
broju dvostrukih veza. U soju Y7092desa zabiljezen je trend manjeg povecanja vrsta s jednom
dvostrukom vezom, te snizavanja vrsta s dvije dvostruke veze. Nadalje, iako je udio vrsta koje
sadrze PUFA unutar razreda PC bio slican u prve dvije faze rasta kao i u uvjetima bez
suplementacije, udio vrsta LPC koje sadrze PUFA bio je znacajno povisen (37% u ranoj
logaritamskoj i 31% u srednjoj logaritamskoj fazi), Sto je vjerojatno posljedica poveéanja
udjela linolne kiseline unutar razreda PC.

U uvjetima suplementacije, doslo je do povecanja ukupnih koli¢ina TAG u oba soja za
25-50%, ovisno o soju te fazi rasta, premda je zadrzan trend eksponencijalnog povecanja
ukupnih koli¢ina TAG tijekom progresije kroz faze rasta (slika 44). Tijekom prve dvije faze
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rasta povecani udio PUFA nije uzrokovao statisti¢ki znacajnu razliku u ukupnim koli¢inama
TAG u odnosu na kontrolu, ali je u stacionarnoj fazi doslo do znacajnog povecanja ukupnih
koli¢ina za skoro 40% (p<0,05). Kao i u mediju s galaktozom, u ranoj logaritamskoj fazi, kao
kompenzacija proizvodnji vrsta koje sadrze PUFA, smanjena je proizvodnja vrsta s jednom i
dvije dvostruke veze. Medutim, vrste koje sadrze PUFA sacinjavale su 20% ukupnog udjela
TAG, Sto je gotovo dvostruko vise u odnosu na uvjete bez suplementacije. Kada se analiziraju
relativni udjeli, doslo je do sli¢nih promjena pri prijelazu u srednju logaritamsku fazu, kao i u
mediju s galaktozom. U kontrolnom soju zabiljezen je wveliki porast vrsta s jednom
dvostrukom vezom te kompenzacijski pad udjela vrsta s tri dvostruke veze, dok je soju
Y7092desa doSlo do puno manjeg pada udjela vrsta s tri dvostruke veze te manjeg porasta
udjela vrsta s jednom dvostrukom vezom. Posljedi¢no tome, kao i u mediju s galaktozom,
Y7092desa soj je imao snizene koli¢ine vrsta s jednom i dvije dvostruke veze, medutim doslo
je do povecanja koli¢ina vrsta s tri dvostruke veze. Nadalje, kao i u mediju s galaktozom,
zadrzan je trend smanjenja udjela vrsta s Cetiri i pet dvostrukih veza pri prijelazu u srednju
logaritamsku fazu (15%), s time da je njihov udio joS uvijek bilo gotovo dvostruko veci u
odnosu na uvjete bez suplementacije. U kontrolnom soju, u stacionarnoj fazi, ukupni udjeli
vrsta ovisno o broju dvostrukih veza bili su gotovo identi¢ni kao i u ranoj logaritamskoj fazi
(unato¢ deset puta vecoj ukupnoj koli¢ini i odredenim razlikama u udjelima pojedinac¢nih
vrsta), §to je takoder slican trend kao i u mediju s galaktozom. Bez obzira na povecanje
ukupnih koli¢ina od 40% u soju Y7092desa, relativni udjeli vrsta takoder su bili sli¢ni kao iu
ranoj logaritamskoj fazi; s tom razlikom da je osim povecanja udjela vrsta s dvije dvostruke
veze, doslo i do manjeg povecanja udjela vrsta s tri dvostruke veze (razlika u odnosu na uvjete
bez suplementacije). Ukupni udio vrsta koje sadrze PUFA ostao je na razini iz prethodne faze
(15,5%), $to je takoder trend slican kao i u mediju s galaktozom, iako je zadrzan njihov

dvostruko veéi udio u odnosu na uvjete bez suplementacije.
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Slika 37. Usporedba najzastupljenijih vrsta PC ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i
oleinskom kiselinom (gore). Usporedba dinamike promjena najzastupljenijih vrsta PC ovisno
o broju dvostrukih veza u soju Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im
uvjetima u mediju s galaktozom i oleinskom kiselinom (dolje).
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Zastupljenost vrsta PE
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Slika 38. Usporedba najzastupljenijih vrsta PE ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i
oleinskom kiselinom (gore). Usporedba dinamike promjena najzastupljenijih vrsta PE ovisno
o broju dvostrukih veza u soju Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im
uvjetima u mediju s galaktozom i oleinskom kiselinom (dolje).
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Slika 39. Usporedba najzastupljenijih vrsta PS ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i
oleinskom kiselinom (gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije najzastupljenijih
vrsta PS ovisno o broju dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze
rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i oleinskom kiselinom (sredina), te ista
usporedba prikazana pomocu relativnih udjela (dolje).
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Slika 40. Usporedba najzastupljenijih vrsta Pl ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i
oleinskom kiselinom (gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije najzastupljenijih
vrsta PI ovisno o broju dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u tri razliCite faze
rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i oleinskom kiselinom (sredina), te ista
usporedba prikazana pomocu relativnih udjela (dolje).
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Slika 41. Usporedba najzastupljenijih vrsta DAG ovisno o broju dvostrukih veza izmedu
sojeva Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s
galaktozom i oleinskom kiselinom (gore). Usporedba dinamike promjena najzastupljenijih
vrsta DAG ovisno o broju dvostrukih veza u soju Y7092 i Y7092desa u tri razliite faze
(vremena) u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i oleinskom kiselinom (dolje).
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Slika 42. Usporedba najzastupljenijih vrsta PA ovisno o broju dvostrukih veza izmedu sojeva
Y7092 1 Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i
oleinskom kiselinom (gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije najzastupljenijih
vrsta PA ovisno o broju dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u tri razliCite faze
rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i oleinskom kiselinom (sredina), te ista
usporedba prikazana pomocu relativnih udjela (dolje).

105



Zastupljenostvrsta LPC

oD 1.0 oD 4.0 0D stac. )
— Y7092 - crnirub
rc\’o 6 Y7092desa - crvenirub
o’ h
8]
"5 % £ ois
=)
0 O1le
md,4
1
2 | |
£ |
a
D2 1 m
) ’i‘ ﬂ lil H
D]D ﬁ 1 T 1 ﬂ 1 1 % H 1 1 |_I-| 1
0 ] 1 2

1 2
broj dvostrukih veza

Zastupljenost vrsta LPC

—_ Y7092 Y7092desa OD1.0 -crnirub
b OD4.0 -crvenirub
8 06 1 1 OD stac. - plavirub
S I
® B o1s
=04 - 016
=]
[o-] -
= ||
502 |
]
-

0o L1 0 = H |+|

r 1 1 11 1 1 1
0 1 2 0 1 2

broj dvostrukih veza

Zastupljenost vrsta LPC

[
=]
(=]

1 Y7092 Y7092desa OD1.0 -crnirub
_— = OD4.0 -crvenirub
— 20 4 B .
£ OD stac. - plavi rub
:ﬁ.so ] 01is
3 oi6
=
240 - ||
B
E | |
“lmAf 0 H 6 U F
S0 [
0 T 1 1 2 11 0 1 1 1 2 1

broj dvostrukihveza

Slika 43. Usporedba najzastupljenijih vrsta LPC ovisno o broju dvostrukih veza izmedu
sojeva Y7092 i Y7092desa u tri razliCite faze rasta u induciraju¢éim uvjetima u mediju s
galaktozom i oleinskom kiselinom (gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije
najzastupljenijih vrsta LPC ovisno o broju dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u
tri razliCite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i oleinskom kiselinom
(sredina), te ista usporedba prikazana pomocu relativnih udjela (dolje).
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Zastupljenost vrsta TAG
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Slika 44. Usporedba najzastupljenijih vrsta TAG ovisno o broju dvostrukih veza izmedu
sojeva Y7092 i Y7092desa u tri razli¢ite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s
galaktozom i oleinskom kiselinom (gore). Usporedba dinamike promjena koncentracije
najzastupljenijih vrsta TAG ovisno o broju dvostrukih veza u sojevima Y7092 i Y7092desa u
tri razliCite faze rasta u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom i oleinskom kiselinom
(sredina), te ista usporedba prikazana pomocu relativnih udjela (iduca strana).
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Slika 44. Nastavak.
s 50 Udio vrsta koje sadrie PUFA u lipidnim razredima
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O DAG 28,64 20,45 25,55
OLPC 37,56 31,82 27,70
OPE 2497 25,21 24,91
OPA 13,87 12,28 7,48
OTAG 20,40 14,36 15,54
mPs 9,51 13,12 2,60
EPI 4,92 2,34 3,78

Slika 45. Promjene u udjelima vrsta koje sadrze PUFA u analiziranim lipidnim razredima,
ovisno o fazi rasta u mediju s galaktozom suplementiranim oleinskom kiselinom.
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3.4. ,SYNTHETIC GENETIC ARRAY* - SGA

Cilj ove metode bio je identificirati gene ukljuc¢ene u regulaciju metabolizma PUFA u
stanici kvasca u fizioloSkim uvjetima na podlozi s galaktozom i u uvjetima oksidacijskog
stresa na podlozi s galaktozom i tBH. Za ispitivanje u¢inaka PUFA na rast jednostrukih
mutanata, u posljednjem koraku selekcije kolonije su nasadene u tehnickim kvadriplikatima

na podlogu s galaktozom, kako bi se inducirala ekspresijaA12 desaturaze (slika 46).

selektivha SD podloga s glukozom selektivha SD podloga s galaktozom
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Slika 46. Primjer rasta ,,dvostrukih® mutanata dobivenih metodom SGA nakon zadnjeg
koraka selekcije na selektivnoj SD podlozi sa glukozom (lijevo) i galaktozom (desno).
Prikazani su sojevi s plocice 3/14, a zutim kvadrati¢em, kao primjer, oznaceni su sojevi koji
su pokazali snaznu inhibiciju rasta na podlozi s galaktozom.

Metodom SGA identificirano je 78 jednostrukih mutanata, koji su u prisutnosti PUFA
pokazali barem 50%-tni zastoj u rastu na podlozi s galaktozom (tablica 8). Izabrani mutanti
(geni) grupirani su prema stani¢nim procesima (tablica 9). Veliki broj identificiranih mutanata
spadao je u kategoriju ,,petite” mutanata, u kojima kao posljedica nedostatka gena dolazi do
oStecenja respiratornog lanca, te im je otezan rast na podlogama s ne fermentabilnim izvorima
ugljikovodika. Buduéi da galaktoza predstavlja vise respiratorni izvor $ecera u odnosu na
glukozu [176, 177], defekti u rastu ovih mutanata bili su iskljuc¢ivo posljedica nemogucnosti
rasta na podlozi s galaktozom. Takoder, veliki broj identificiranih gena pripadao je u grupu
gena ukljucenih u proces metabolizma galaktoze (porodica gena GAL), te je izostanak rasta i u
ovim sojevima bio isklju¢ivo posljedica nemogucnosti ili otezanog rasta na galaktozi,
neovisno o prisutnosti PUFA. Dodatnim analizama, potvrdeno je da su defekti u rastu ostalih
mutanata bili isklju¢ivo posljedica utjecaja galaktoze.
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Tablica 8. Popis 78 identificiranih ,,dvostrukih® mutanata (gena), koji su pokazali najjaci
inhibitorni uc¢inak u rastu na podlozi s galaktozom. Geni su poredani prema koeficijentu (K1)
koji ozna€ava jacinu inhibicije rasta, s time da 0 oznacava potpuni zastoj rasta u mutantima
bez navedenog gena i u prisutnosti PUFA.

geni K1
C0Q2, CATS, SWS2, COX17, CYT1, AEP2, HMI1, ATP11, PET122, COX10, GAL10, RIM1, GSH1, 0
GAL7, YLR218C, COX7, BCS1, GAL4
GAL3, QCR2, GAL1, YOLOO8W, HTD2, PTH1, COX23 0,1
COX12, RPL8A, YBRO20W, RPL19B, PGM2, GAL2, CBT1 0,2
GONS, GSF2, YOR135C, TKL1, NHP10, SIN4, EAP1, GSH2, DST1, COX14 0,3
YLLO14W, OAR1, YOR186W, GYP1, YDJ1, CEM1, RIMS, YIL151C 0,4
NCE102, MED1, BRE1, SHG1, RPL43A, YGLO46W, ARO1, BRE1, YNL170W, CTK1, SLX8, PHOS8O0,
BUL1, SWF1, ERG3, YDR290W, FUM1, TPS2, LGE1, WHI2, YPRO44C, NDI1, QCR9, MET16, RVS167, 05
VPS27, YRA2, RTT103

Tablica 9. Popis 78 ,.dvostrukih® mutanata, koji su pokazali najjacu inhibiciju rasta na
podlozi s galaktozom, svrstanih u grupe prema stani¢nim procesima. Prikazani su samo geni
Cija je ucestalost unutar grupe ovisno o procesu, bila povisena u odnosu na ucestalost gena
koji su ukljuceni u taj proces na razini genoma.

Procesi prema bazi Udio Udio
kvasca “GO-Slim unutar unutar Geni svrstani prema pojedinim procesima kvasca
Mapper” grupe genoma
organizacija mitohondrija 21,1% 5,4% AEP2, ATP11, BCS1, BULL, COA4, COX12, COX14, COX1,
COX23, HMI1,PET122, PTH1, RIM1, RTC6, SWS2, YDJ1
biogeneza proteinskih 13,2% 4% ATP11, BCS1, CBT1, COA4, COX12, COX14, COX17,
kompleksa COX23, DST1, PET122
metabolizam 11,8% 4,2% GAL1, GAL10, GAL2, GAL3, GAL4, GAL7, PGM2,
ugljikovodika TKL1, TPS2
stvaranje metabolickih 11,8% 2,5% €0Q10, COX7, CYT1, FUM1, NDI1, OAR1, PGM2, QCR2,
prekursora i energije QCR9
transkripcija s promotora 9 9
F,) jasp 11,8% 7,2% BRE1, CTK1, DST1, GAL3, GAL4, IRC14, MED1, PHO80, SIN4
RNA polimeraze Il
stani¢no disanje 10,5% 1,4% €0Q10, COX7, CYT1, FUM1, NDI1, OAR1, QCR2, QCR9
mitohondrijska translacija 7,9% 2,2% AEP2, COX14, PET122, PTH1, RTC6, SWS2
kofaktori metabolickih 9 9
7,9% 2,1% CAT5, COQ10, COQ2, COX10, NDI1, TKL1
procesa
procesiranje mRNA 5,3% 3,0% CBT1, CTK1, DST1, RTT103
modifikacija proteina
uklanjanjemili 9 9
. ) J.. . >3% 2:4% BRE1, BUL1, LGE1, SLX8
konjugacijom malih
proteina
regulacija translacije 5,3% 1,4% COX14, CTK1, EAP1, PET122
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3.4.1. SGA - oksidacijski stres

Nadalje, kako bi se identificirali geni koji su uklju¢eni u stani¢ne odgovore tijekom
oksidacijskog stresa, u prisutnosti PUFA, ,dvostruki“ mutanti uzgajani na podlozi s
galaktozom, presadeni su na podlogu s galaktozom i tBH. Kao kontrola, ,,dvostruki* mutanti
uzgajani na podlozi s glukozom nasadeni su na podlogu s glukozom i tBH (slika 47).
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Slika 47. Primjer rasta ,,dvostrukih®“ mutanata dobivenih metodom SGA nakon zadnjeg
koraka selekcije na selektivnoj SD podlozi s glukozom (gore lijevo), galaktozom (gore
desno), glukozom s tBH (dolje lijevo) i galaktozom s tBH (dolje desno). Prikazani su sojevi s
plocice 6/14, a zutim kvadrati¢em, kao primjer, oznaceni su sojevi koji su pokazali snaznu
inhibiciju rasta u prisutnosti PUFA u uvjetima oksidacijskog stresa. Crvenim kvadraticem
oznacéeni su sojevi koji su pokazali snaznu inhibiciju rasta neovisno o prisutnosti PUFA u
uvjetima oksidacijskog stresa,.

Za pocetak, identificirani su mutanti, koji su pokazali osjetljivost na oksidacijski stres
na podlozi s glukozom, neovisno o prisutnosti PUFA, (tablica 10). Na ovaj nacin izdvojeno je
66 mutanata, koji su pokazali barem 50%-tni zastoj u rastu na podlozi s tBH, te su grupirani

prema stani¢nim procesima (tablica 11).
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Tablica 10. Popis 66 identificiranih ,,dvostrukih® mutanata (gena) koji su pokazali najjaci
inhibitorni u¢inak u rastu na podlozi s glukozom i tBH. Budu¢i glukoza inhibira ekspresiju
A12 desaturaze, na ovaj nacin identificirani su jednostruki mutanti osjetljivi na oksidacijski
stres, neovisno o prisutnosti PUFA. Geni su poredani prema koeficijentu (K2) koji oznacava
jac¢inu inhibicije rasta, s time da O oznaCava potpuni zastoj rasta u funkcionalnim

jednostrukim mutantima bez navedenog gena.

geni K2
YAP1, BST1, ERG6, CSN12, ROM2, SKN7, ARG4, YBP1, HYR1 0
PER1, LEM3, RVS167, MET32, TRX2, AHP1 0,1
MBP1, ERG3, YDL176W, GUP1, TEF4 0,2
ERG2, TAH1, EAP1, FAB1 0,3
VAM10, NKP2, SGF29, SNC2, BUD31, VPS27, YNLO13C, BEM4, ISC1, SRX1, PHOS0, PUF6, 0,4
YJL120W, GCV1, YPRO50C, TCI1, SRO9, IRA2
YILO67C, RPL19B, RPL9B, VPS35, ALT1, DRS2, RAV2, PHO86, YBRO25C, GTR2, SIC1, YBR285W, 0,5
PAK1, STB5, VCX1, PSR1, RPS28A, DST1, YDLO99W, YNL296W, ERG5, TOF2, YDL119C, YLLOO7C

Tablica 11. Popis 66 ,,dvostrukih® mutanata, koji su pokazali najjacu inhibiciju rasta na
podlozi s glukozom i tBH, svrstanih u grupe prema stani¢nim procesima. Prikazani su samo
geni Cija je ucestalost unutar grupe ovisno o procesu, bila povisena u odnosu na ucestalost
gena koji su ukljuceni u taj proces na razini genoma.

Procesi prema bazi Udio Udio
kvasca “GO-Slim unutar unutar Geni svrstani prema pojedinim procesima kvasca
Mapper” grupe genoma
transkripcija s promotora 15,2% 7,2% DST1, GTR2, MBP1, MET32, PHO80, SGF29, SKN7, STB5,
RNA polimeraze Il YAP1, YNL296W
odgovor na kemijske 13,6% 5,7% AHP1, HYR1, SKN7, SRX1, STBS5, TRX2, YAP1, YBP1, YJRO84W
podrazaje
metabolizam lipida 13,6% 4,3% BST1, ERG2, ERG3, ERG5, ERG6, FAB1, GUP1, ISC1, PER1
odgovor na oksidacijski 12,1% 1,4% AHP1, HYR1, SKN7, SRX1, STB5, TRX2, YAP1, YBP1
stres
vezikularni transport 9,1% 3,0% BST1, BUG1, DRS2, PHO86, SNC2, TRX2
Golgijevog aparata
signalni putovi 9,1% 3,6% BEM4, IRA2, LEM3, PHO80, ROM2, YJR084W
stani¢ni metabolizam 6,1% 3,8% ALT1, ARG4, GCV1, MET32
amino kiselina
stani¢na homeostaza iona 6,1% 1,9% PER1, PHO80, RAV2, VCX1
mitotski stani¢ni ciklus 6,1% 4,6% MBP1, MET32, SIC1, TOF2
ctoplazmatska translacija 6,1% 2,7% RPL19B, RPL9B, RPS28A, SRO9
endocitoza 6,1% 1,6% DRS2, ROM2, RVS167, SNC2
fosforilacija proteina 4,5% 2,8% PHO80, SAK1, SIC1
fuzija membrana 4,5% 1,2% SNC2, TRX2, VAM10
lipidacija proteina 3,0% 0,7% GUP1, PER1
transport lipida 3,0% 0,8% DRS2, LEM3
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Kao $to se oc¢ekivalo, puno vise mutanata pokazalo je osjetljivost na oksidacijski stres
u prisutnosti PUFA. Za procjenu osjetljivosti sojeva na oksidacijski stres u prisutnosti PUFA
u obzir su uzeti samo mutanti koji su imali sljedece: koeficijent rasta na galaktozi ve¢i od
50% (K1 > 0,5), koeficijent rasta na galaktozi i tBH manji od 50% (K3<0,5) i koeficijent rasta
na glukozi i tBH ve¢i ili jednak 100% (K2 > 1). Takoder, u obzir su uzeti i mutanti koji su
pokazali manji zastoj u rastu na podlozi s glukozom i tBH (K2> 0,7), ali su pokazali puno
vecu osjetljivost u prisutnosti PUFA (K3 0,2). Na ovaj nacin, identificirano je 217
jednostrukih mutanata, koji su u prisutnosti PUFA i uvjetima oksidacijskog stresa pokazali
koeficijent inhibicije rasta ve¢i od 50% u odnosu na kontrolu (K4<0,5), te su prikazani u

tablici 12. Kao i prethodno identificirani geni su grupirani prema procesima (tablica 13.)

Tablica 12. Popis 217 identificiranih ,,dvostrukih* mutanata (gena) koji su pokazali najjaci
inhibitorni uc¢inak u rastu u uvjetima oksidacijskog stresa, ovisno o prisutnosti PUFA. Geni su
poredani prema koeficijentu (K4) koji oznacava ja¢inu inhibicije rasta ,,dvostrukih* mutanata
na podlozi s galaktozom i tBH u odnosu na njihovu inhibiciju rasta na podlozi s glukozom i
tBH. Nulom (0) su oznaceni sojevi koji su pokazali potpuni zastoj rasta.

geni K4
IRA2, TPS2, MCK1, YMR155W, ERP4, VPS8, ODC2, CAF120, HIR2, YOLO46C, YNROO4W, BSD2,
MET18, FYV12, YCRO95C, TCO89, RIM15, RCY1, DNF1, SRB8, YPLO62W, RHO5, YDLO86W, FMP22,
PEPS, SRL3
SPT3, VPS29, SRO7, SSD1, KTR1, YOR051C, FEN1, CMP2, YOLO85C, YDR336W, PKH3, YPT35, CSI1, 0,1
RAS2, VPS24, YGR273C, ACS1, INH1, GIS2, FCY1, TFP1, ATX1, GPB2
YMR258C, RPL16B, BUD3, DAP2, ILM1, YDR317W, YKU70, MGA2, PHO87, SRO9, ZWF1, RSN1,

YOR024W, YKRO35C, JJJ1, YCLOO2C, YMR244W, YELO43W, NPR1, TRM7, NUP133, GPA2, YMDS, 0.2
MUP1, TIR4, RPE1, YMR278W, RAD59, ECM29, YML122C, SPS4

ATH1, KEX1, YMR147W, NGL1, YDR274C, HPC2, YPL158C, 1BD2, YLR404W, LYS20, RPA34,
YPL102C, TOM70, ICY2, YKL171W, CKB1, DID2, SNF11, YOR366W, DLS1, DNL4, YDL237W, ATR1, 03

ELA1, HBS1, YOR111W, FMP12, YAK1, MKK2, MKK2, FES1, YOLOO3C, LAG1, PCL1, YMR130W,
MUD1, YCR023C, RAS1, IMAS, BRE1, YHLO44W, PAC11, SVP26, YJL171C, ASP1, GRD19, CCC1,
YER188W

YELO28W, GRX1, SVF1, CRH1, AVT2, PDR11, GLR1, FTR1, YJR107W, XBP1, SRB2, FMP45, HAL1,
ELP3, KHA1, MSN2, SWP82, FMP42, TUL1, DIN7, YBLO83C, YELO33W, YIR042C, ECM39, CDC73, 0,4
YBRO75W, CAD1, MDG1, GLK1, 1ZH1, ELM1, RPS16A, DPH1, EOS1, YBRO32W, RAV1, YDI1,
YML131W, TSR2, SEL1, YNL285W, MAK32, YNL303W, YCR025C, YPT10

TSA2, KES1, EAF6, ELP6, GLC8, YMR102C, POL4, APT2, MNN2, THI7, YDL177C, YFLO19C, PRD1,
PMTS5, YBR20SW, YGL217C, ELP2, FUI1, YDLO26W, YOR338W, CHS1, YLR444C, NRP1, LAS21, 0,5
YHRO49C-A, TDP1, BUD27, SAP30, MAG1, MXR2, ATS1, OCA1, NRG2, RCF2, YMRO86W, GLT1,
YDR431W, RBF18, BEM2, FET3, MUS81, VPS74, SBP1, AIM2
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Tablica 13. Popis 217 ,,dvostrukih® mutanata, koji su pokazali najjacu inhibiciju rasta na
podlozi s galaktozom i tBH, svrstanih u grupe prema stani¢nim procesima. Prikazani su samo
geni Cija je ucestalost unutar grupe ovisno o procesu, bila povisena u odnosu na ucestalost
gena koji su ukljuceni u taj proces na razini genoma.

Procesi prema bazi Udio Udio
kvasca “GO-Slim unutar unutar Geni svrstani prema pojedinim procesima kvasca
Mapper” grupe genoma

AIM17, AIM18, AIM2, AIM44, AIM6, APT2, FYV12, MTC7,
NGL1, NRP1, OCA4, OPI8, PGM3, SEG1, SWM2, TIR4,
YBLO83C, YBRO32W, YBR209W, YCL0O02C, YCR023C,
YCR025C, YDLO26W, YDLOS6W, YDL177C, YDR274C,
YDR336W, YDR431W, YELO28W, YELO43W, YER188W,

nepoznati bioloski proces | 26,6% 18,6% | yFL019C, YGL217C, YGR273C, YHLO44W, YHROA9C-A,
YIR042C, YJL171C, YJR107W, YLR444C, YML122C,
YML131W, YMR102C, YMR130W, YMR147W, YMR155W,
YMR221C, YMR244W, YNL285W, YNL303W, YOLO46C,
YOLO85C, YOR024W, YOR111W,YOR366W, YPLO62W,
YPL102C, YPT35
ATR1, ATX1, CAD1, CMP2, CSI1, ELM1, EOS1, FET3, GLR1,

Odgovf’r_”a kemijske 13,8% 5,7% GPA2, GPB2, GRX1, IZH1, MDG1, MGA2, MSN2, MXR2,

podrazaje NRG2, OCA1, RAS2, RIM15, SRB2, SRBS, SVF1, THI7,
TMA19, TSA2, VPS74, ZWF1

transkripcija s promotora 015 ot BRE1, CAD1, CAF120, CDC73, ELP2, ELP3, ELP6, GPB2,

RNA polimeraze I ' ' HAL1, HIR2, HPC2, MGA2, MSN2, NRG2, NUP133, SAP30,
SNF11, SPT3, SRB2, SRBS, SWP82, YOR338W

metabolizam 7.3% 42% ALG12, ATH1, CRH1, ELM1, EOS1, GLC8, GLK1, IMAS, KTR1,

ugliikovodika MNN2, PMTS, RPE1, SVP26, TCO89, TPS2, ZWF1

signalni putovi 7.3% 3,6% BEM2, CMP2, CSI1, GPA2, GPB2, IRA2, MDG1, MKK2,
PKH3, RAS1, RAS2, RHOS, SRO7, TCO89, VPS74

odgovor na otecenja 6,9% 45% BRE1, CDC73, CKB1, DIN7, DNL4, EAF6, HIM1, MAG1,

DNA MCK1, MUS81, NUP133, POL4, RADS9, TDP1, YKU70

popravak DNA 6,4% 3,8% BRE1, CDC73, DIN7, DNL4, EAF6, HIM1, MAG1, MCK1,
MUS81, NUP133, POL4, RAD59, TDP1, YKU70

odgovor na oksidacijski 6,0% 1,4% ATX1, EOS1, GLR1, GRX1, MSN2, MXR2, OCA1, RIM15,

stres SVF1, TMA19, TSA2, ZWF1

fosforilacija proteina 5,0% 2,8% CDC73, CKB1, ELM1, MCK1, MKK2, NNK1, NPR1, PCL1,
PKH3, RIM15, YAK1

transport iona 4.6% 3,3% ATR1, ATX1, BSD2, CCC1, FET3, FTR1, KHA1, MUP1,
PHO87, YMDS

endosomalni transport 3,7% 1,2% DID2, PEPS, RAV1, RCY1, SNX3, VPS24, VPS29, VPS8

stani¢na homeostaza iona 3,7% 1,9% ATX1, CCC1, CMP2, FET3, FTR1, IZH1, RAV1, VMA1l

sporulacija 3,7% 2,0% FMP45, GPA2, GPB2, MCK1, RAS2, SPS4, SPT3, YOR338W

glikolizacija proteina 2,8% 1,0% ALG12, EOS1, KTR1, MNN2, PMTS, SVP26
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3.4.1.1. Potvrda mutanata osjetljivih na oksidacijski stres u prisutnosti PUFA

U nastavku istrazivanja cilj je bio potvrditi rezultate dobivene metodom SGA. 1z grupe
od 217 ,dvostrukih® mutanata, koji su u prisutnosti PUFA pokazali osjetljivost na
oksidacijski stres, izabrano je 14 sojeva za dodatne analize (tablica 14). Kako bi se eliminirala
mogucénost zamjene sojeva, kojoj su podlozne ovakve velike kolekcije sojeva, napravljena je
potvrda izabranih sojeva metodom PCR na kolonijama. Za potvrdu povecane osjetljivosti
izabranih mutanata na oksidacijski stres u prisutnosti PUFA, napravljen je test na plo¢ama s
tBH, a kao kontrola koristeni su jednostruki mutanti iz originalne kolekcije. Prijasnjim radom
pokazano da trajna prisutnost PUFA (drugi i tre¢i dan od pocetka indukcije A12 desaturaze) u
divljem tipu (BYdesa) uzrokuje adaptivne promjene koje dovode do rezistencije na egzogeni
oksidacijski stres [178]. Kako bi se potvrdilo da prisutnost PUFA u dobivenim mutantima
uzrokuje povecanu osjetljivost na egzogeni oksidacijski stres i nakon perioda u kojem dolazi
do adaptacije, svi sojevi uzgajani su dva dana na krutim SD podlogama s galaktozom, nakon
¢ega su sojevi inokulirani u tekuc¢i SD medij s galaktozom. Stanice iz logaritamske faze rasta
nasadene su u dvije gustoc¢e (ODggo 0,5 11,0) na krute SD podloge s galaktozom i galaktozom
s tBH (0,4 i1 0,6 mM). Iz slike 48 vidljivo je da je prisutnost PUFA utjecala na povecanu
osjetljivost ovih mutanata na oksidacijski stres, premda postoje razlike u inhibiciji rasta
ovisno o soju te koncentraciji tBH. Nadalje, soj Y7092desa u prisutnosti PUFA nije pokazao
povecéanu osjetljivost na tretman s tBH u odnosu na svoju kontrolu (Y7092), Sto je u skladu s
prijasnjim rezultatima. Na ovaj nafin potvrdena je vazna uloga identificiranih gena u

stanicnom odgovoru na oksidacijski stres u prisutnosti PUFA.

Tablica 14. Od 217 jednostrukih mutanata koji su pokazali povec¢anu osjetljivost u uvjetima
oksidacijskog stresa u prisutnosti PUFA za dodatnu analizu i potvrdu osjetljivosti izabrano je
14 sojeva.

GEN OPIS

Protein zaduZen za odrZavanje homeostaze iona metala, posreduje u prijenosu metalnih transportera
Smfl i Smf2 u vakuolu, gdje bivaju razgradeni; kontrolira transport iona metala, sprjeava
hiperakumulaciju metala i sudjeluje u detoksifikaciji bakra.

BSD2

DNF1 | Aminofosfolipidna translokaza (flipaza), lokalizirana primarno u plazma membrani; pridonosi procesu
endocitoze, transportu proteina i polarnosti stanice; spada u u P4 potporodicu P-tip ATP-aza.
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GLR1

Citoplazmatska i mitohondrijska glutation oksidoreduktaza: zaduZena za konverziju oksidiranog
glutationa u reducirani glutation; mitohondrijska, ali ne i citoplazmatska forma ima ulogu u
rezistenciji na hiperoksiju; koli¢ina proteina se povecava prilikom odgovora na stres uzrokovan
replikacijom DNA

GRX1

Glutation-ovisna disulfid oksidoreduktaza; javlja se u odgovoru na prisutnost vodikovog peroksida i
superoksidnog radikala, otporna na toplinu, sa parom cisteina na aktivnom mjestu; zastita stanice od
oksidacijskih oSte¢enja; ima paralog GRX2, nastao duplikacijom genoma; koli¢ina proteina se
povecava prilikom odgovora na stres uzrokovan replikacijom DNA

LEM3

Membranski protein plazma membrane i ER-a, djeluje specificno in vivo sa fosfolipidnom
translokazom (flipazom) Dnfl; ukljucena u translokaciju fosfolipida i alkilfosfokolinskih lijekova
preko plazma membrane.

MXR2

Metionin-R-sulfoksid reduktaza, uklju¢ena u odgovor na oksidacijski stres; §titi zeljezno-sumporne

RAS1

GTP-aza, ukljucena u signalne putove G-proteina u aktivaciji adenilat ciklaze; ima ulogu u
proliferaciji stanica; lokalizirana u plazma membrani; homolog onkogena RAS kod sisavaca; relativna
distribucija u jezgri se povecava prilikom stresa uzrokovanog replikacijom DNA

RAS?2

GTP-vezuju¢i protein koji regulira odgovor prilikom nedostatka dusika, sporulaciju i filamentozni
rast; farnesilacija i palmitoilacija potrebni za aktivnost i lokalizaciju u plazma membrani; homolog
Ras proto-onkogena kod sisavaca

RCF2

Podjedinica citokrom c oksidaze; ima ulogu u stvaranju respiratornih superkompleksa; sli¢an proteinu
Rcfl, s time da je samo jedan dovoljan za kasnije korake sklapanja Cox12 i Cox13 podjedinica i
aktivnost citokrom c oksidaze; povezana sa citokrom ¢ oksidazom — citokrom bcl superkompleksom:
mutant akumulira ROS; ¢lan konzervirane porodice gena ukljuc¢ene u odgovor na hipoksiju

RCY1

Protein F-kutije ukljucen u recikliranje proteina plazma membrane unesenih u procesu endocitoze;
lokalizacija u mjestima polariziranog rasta

SRO7

Efektor Rab GTP-aze Sec4; stvara kompleks sa Secdp i t-SNARE Sec9; uklju¢en u egzocitozu,
usmjeravanje i fuziju post Golgijevih vezikula s plazma membranom; homolg tumor supresora Igl kod
Drosophile; ima paralog SRO77, koji je nastao duplikacijom cijelog genoma

TSA2

Citoplazmatska tioredoksin peroksidaza inducirana stresom; zajedno s proteinom Tsal uklanja
reaktivne kisikove, duSikove i sumporne vrste koriste¢i tioredoksin kao donor vodika; delecija
pospjeSuje mutatorski fenotip tsal mutanata; koli¢ina proteina se poveéava prilikom odgovora na
stres uzrokovan replikacijom DNA

VPS24

Jedna od podjedinica endosomalnog kompleksa za sortiranje , potrebna za transport 11l (ESCRT-III);
stvara ESCRT-1II podkompleks s proteinom Did4; ukljuéen u putove sortiranja transmembranskih
proteina u multivezikularna tijela (eng. multivesicular bodies)

VPS74

Efektor Golgijeve fosfatidilinositol-4-kinaza i senzor PtdIns4P; ukljuéen u interakciju sa
citoplazmatskom domenom cis i medijalne glikoziltransferaze i posreduje u ciljanju ovih proteina u
Golgijev aparat putem svoje PtdIns4P vezane forme; u interakciji je s katalitickom domenom proteina
Sacl, vodece stani¢ne PtdIns4P fosfataze, koja kontrolira defosforilaciju i ukupan trust Golgijevog
PtdIns4P; funkcionalan kao tetramer; ortolog ljudskom GOLPH3/GPP34/GMx33
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Y7092 BSD2 DNF1 GLR1 GRX1

GAL

0.4 mM tBH

0.6mM tBH

GAL

0.4 mM tBH

0.6mM tBH

GAL

0.4 mM tBH

0.6mM tBH

Slika 48. 14 izabranih sojeva (od 217), dobivenih metodom SGA, koji su pokazali poveé¢anu
osjetljivost u uvjetima oksidacijskog stresa u prisutnosti PUFA. lzuzetak je soj lem3, koji je
pokazao povecanu osjetljivost i na podlozi s glukozom i s galaktozom. Kao kontrola koristeni
su sojevi Y7092 i Y7092desa.

Nadalje, iako izabrani mutanti nisu pokazali razlike u rastu u prisutnosti PUFA na
agaroznim plo¢ama s galaktozom, primijec¢eno je da je u teku¢em mediju s galaktozom doSlo

do zastoja rasta pojedinih mutanata ovisno o prisutnosti PUFA. Kako bi se bolje
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okarakterizirao utjecaj PUFA na rast ovih mutanata, pracen je njihov rast do 50h nakon
pocetka indukcije A12 desaturaze (slika 49). Paralelno, stanice su uzgajane 48h u teku¢em SD
mediju s galaktozom, do stacionarne faze, kako bi se stanicama omogucila prilagodba na
prisutnost PUFA. Zatim, stanice su razrijedene, te je pracen rast sojeva u mediju s galaktozom
I mediju s galaktozom i tBH (slika 49). Izuzev soja lem3desa, koji je u prisutnosti PUFA
pokazao tek manji zaostatak u rastu u vremenu nakon inicijalne indukcije gensl2a

desaturazu, ostali sojevi u prisutnosti PUFA pokazali su znacajnu inhibiciju rasta. Ovakav
rezultat upucuje na ulogu gena RAS1, RAS2, DNF1, BSD2 i SRO7 u inicijalnom procesu
adaptacije na prisutnost PUFA, neovisno o egzogenom oksidacijskom stresu. Kao Sto je
vidljivo iz krivulje rasta koja je mjerena nakon perioda adaptacije (tre¢i dan), nije bilo
znacajne razlike u rastu sojeva sa i bez PUFA. Medutim, svi mutanti pokazali su pove¢anu
osjetljivost na tretman tBH, Sto je potvrdilo vaznu ulogu identificiranih gena u odgovoru

stanica kvasca na oksidacijska oste¢enja u prisutnosti PUFA.

| Prvi dan: galaktoza
maﬂ—?—ﬂ:ﬁi—_i—.ﬁ—.—m—.—l
16 - Fad P
[
. Ean
g Ak
g .
O os - / %
o8 i/% % -=-DNF1 ctrl
. £ ¥ = DNF1 desa
' ,s'ﬁ/,.i"#
00 wewuuies .

] 3 10 15 20 25 30 35 40 45 50

vrijeme (h)
2,0 L. 2,0 L.
Trecidan: galaktoza Trecidan: galaktoza+ 0,5mM tBH
16 16 .
81,2 81,2
o o
(=] (=]
(@] 0,8 o 0.8
-8-DNF1 ctrl -8-DNF1 ctrl
—=-DNF1 desa —=-DNF1 desa
04 04
L L
0,0 : : : : r , 0,0 : : : : r )
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
vrijeme (h) vrijeme (h)

Slika 49. Prikazana je usporedba krivulje rasta jednostrukih mutanata sa i bez kromosomski
ugradenog gena zaAl2 desaturazu, tijekom inicijalne indukcije gena za Al2 desaturazu u
mediju sa galaktozom (gore) i nakon 48 sati u prisutnosti PUFA (dolje lijevo). Takoder, sojevi
koji su 48 sati bili izlozeni prisutnosti PUFA tretirani su s tBH, te je zatim pracen zastoj u
rastu stanica (dolje desno). Krivulje rasta ostalih 5 sojeva prikazani su na iduce tri stranice.
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Prva zaStita stanice od negativnih utjecaja okoliSa je barijera, odnosno njena
membrana. Membranski sustavi metabolicki su najaktivnija mjesta u stanici, budu¢i su
odgovorni za esencijalne stanicne procese poput selektivne propusnosti, prijenosa signala,
odrzavanja ionskih gradijenata, sinteze i transporta proteina i lipida, proizvodnje energije
(ATP), te procesa endocitoze i egzocitoze [1]. U sastav membranskih lipida ulaze PUFA, koje
su zastupljene u svim domenama Zivog svijeta od protista do odvedenijih eukariotskih
organizama poput ¢ovjeka [11]. PUFA imaju vaznu ulogu u moduliranju fizikalnih svojstava
bioloskih membrana, budué¢i upravo njihova prisutnost pozitivno utjeCe na svojstva poput
propusnosti i negativne zakrivljenosti membrane, kompresibilnosti lipida, te stvaranja
heterogenih membranskih domena s razli¢itim stupnjem uredenosti [26, 42]. U odnosu na
zasicene ili jednostruko nezasi¢ene masne kiseline, PUFA pokazuju poveé¢anu konformacijsku
slobodu koja je vazna za interakciju s membranskim proteinima, te posljedi¢no tome i njihovu
funkciju. Uvodenje negativne zakrivljenosti u membrane vazno je za sve procese u kojima
dolazi do odvajanja membranskih sustava ili fuzije membrana poput diobe stanica, te procesa
endocitoze i egzocitoze. Osim toga, PUFA i njihovi metaboliti djeluju i kao signalne
molekule, te imaju vaznu ulogu u transkripcijskoj aktivaciji pojedinih gena [2, 54].
Posljedi¢no Sirokom spektru bioloski vaznih uloga koje PUFA imaju u regulaciji esencijalnih
membranskih procesa, u svrhu ocuvanja integriteta bioloskih membrana i stani¢ne
homeostaze u stanici postoji sustav regulacije sastava masnih kiselina u membranskim
lipidima. Ovisno o vanjskim podrazajima i trenutnim potrebama, stanica moze znacajno
varirati sastav masnih kiselina i PUFA, Sto je do sada mozda najbolje opisano na primjeru
poiklotermnih organizama, prilikom njihove adaptacije na promjene temperature Zivotnog
okolisa [15, 26]. Kod svih eukariotskih organizama stupanj nezasi¢enosti membranskih lipida
reguliran je na slicnom principu, mehanizmom povratne sprege, prilikom cega dolazi do
povecanja ili snizavanja koliCine unutarstani¢nih desaturaza, ovisno o potrebama stanice za
proizvodnjom (P)UFA [58]. Osim toga, vaznu ulogu u regulaciji stupnja nezasi¢enosti
bioloskih membrana ima proces remodeliranja membranskih lipida, Landov ciklus, prilikom
kojeg dolazi do procesa deacilacije i reacilacije membranskih lipida [46]. Medutim, unato¢
opseznim spoznajama o brojnim ulogama pojedinih vrsta PUFA na membranske procese te
poznatim putovima regulacije stupnja nezasi¢enosti membranskih sustava, mehanizmi kojima
stanica regulira to¢no odredeni sastav PUFA na razini stanice u lipidnim razredima i

membranskim sustavima nisu ni priblizno razjasnjeni.
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S biomedicinskog stajaliSta PUFA su postale vazan segment znanstvenih istrazivanja,
buduéi da je patofiziologija mnogih bolesti povezana s aberantnim metabolizmom PUFA [7,
8, 40, 115, 124, 182]. U posljednjih dvadesetak godina, puno paznje posveceno je
istrazivanjima uloge oksidacijskih oste¢enja PUFA u brojnim patofizioloskim stanjima.
uzrokovanih procesima lipidne peroksidacije [5, 8, 9]. Lipidna peroksidacija rezultira
naruSavanjem integriteta bioloSkih membrana, te moze dovesti do stvaranja reaktivnih
aldehida kao potencijalno Stetnih krajnjih produkata razgradnje PUFA [8]. Nadalje, lipidna
peroksidacija jedan je od najvaznijih ¢imbenika u procesu starenja, Sto je takoder u skladu s
znanstvenom teorijom prema kojoj je oksidacijski stres jedan od glavnih uzroka starenja
PUFA odnosi se na njihovu ulogu u tumorogenezi, a povezan je s poremecajem ravnoteze
sastava ®-3 1 -6 PUFA prema ®-6 PUFA, koje se smatraju prokancerogenim [184, 185].
Nadalje, poznato je da tumorske stanice imaju promijenjen sastav masnih kiselina, koji je
ve¢inom reguliran de novo sintezom unutar tumorskih stanica, a karakterizira ga smanjeni
udio nezasi¢enih masnih kiselina, odnosno povecanje stupnja zasi¢enosti membranskih lipida.
Neki autori ovakve promjene povezuju s zaStitnim mehanizmom kojima se stanice tumora
Stite od potencijalnih oksidacijskih ostecenja PUFA, do kojih moze doéi u sluc¢aju povecanog
stupnja desaturacije [186].

Za razliku od vecine eukariotskih organizama, kvascu su za normalno funkcioniranje
membranskih procesa potrebne isklju¢ivo jednostruko nezasi¢ene masne kiseline, od kojih su
najzastupljenije oleinska i palmitoleinska [15]. lako ne posjeduje sustav desaturaza za
proizvodnju PUFA, kvasac ima mehanizme pomocu kojih je u stanju unijeti masne kiseline
(ukljucujuéi i PUFA) iz okolnog medija te ih ugraditi u svoje membranske lipide [19, 159].
Stoga, uz ranije navedene prednosti modelnog organizma, kvasac predstavlja pogodan sustav
pomocu kojega se mogu istrazivati specificni uc¢inci PUFA na fiziologiju eukariotske stanice.
Kako bi se izbjegla mogucnost oksidacije PUFA u hranjivom mediju, u ovom radu koristen je
kvasac transformiran s funkcionalnim genom zA12 desaturazu iz biljke Hevea brasiliensis,
koji u kontroliranim uvjetima u mediju s galaktozom proizvodi do 20% PUFA, od ¢ega do
15% ¢ini za Covjeka esencijalna linolna kiselinaef -6 PUFA) [160]. Tako je prireden model u
svrhu istrazivanja temeljnih adaptivnih procesa do kojih dolazi kao posljedica prisutnosti
PUFA, odnosno povecanja stupnja nezasi¢enosti bioloskih membrana na razini eukariotske
stanice. Kvasac predstavlja atraktivan modelni organizam u istrazivanjima putova regulacije
masnih kiselina i lipida, jer unato¢ jednostavnom sastavu masnih kiselina (u usporedbi sa
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odvedenijim eukariotskim sustavima), postoji visoki stupanj ocuvanosti njihovih regulatornih
procesa s covjekom [85, 157]. Kvasac koji proizvodi PUFA, takoder predstavlja
kondicionalni model pomocu kojega se mogu istrazivati specifi¢ni stani¢ni odgovori do kojih
dolazi tijekom procesa lipidne peroksidacije, u svrhu razumijevanja sli¢nih patoloskih procesa
u eukariota [160]. Prijasnjim radom pokazano je da ovisno o tretmanu vodikovim peroksidom
u soju s aktivnomAl12 desaturazom dolazi do povecane proizvodnje krajnjeg produkta
oksidacije linolne kiseline, 4-HNE-a, odnosno njegovih proteinskih konjugata [160].

Nadalje, naSim prijasnjim istrazivanjima na ovom modelu pokazano je da je prisutnost
PUFA uzrokovala velike promjene na razini transkripcije, buduc¢i je doslo do znacajnih
promjena u ekspresiji preko 700 gena (u postupku objavljivanja). Zanimljivo, geni ukljuceni u
proces B-oksidacije pokazali su poveéanu ekspresiju ovisno o prisutnosti PUFA, ukljuéujuci i
gen POX1, koji kodira za peroksisomalnu acil-CoA oksidazu, klju¢an protein u procesfi -
oksidacije [161]. Ovaj rezultat uputio je na hipotezu prema kojoj je enzimatska razgradnja
masnih kiselina u procesu B-oksidacije jedan od procesa pomocu kojega stanica regulira
optimalan sastav masnih Kkiselina tijekom adaptacije na prisutnost PUFA. Na ovakvu
pretpostavku takoder su uputila dosadasnja istrazivanja na kvascu koja su dovela u vezu
proces B-oksidacije s regulacijom optimalnog sastava nezasi¢enih masnih kiselina u bioloskim
membranama [162-164]. Tijekom inicijalnog koraka [3-oksidacije, djelovanjem proteina Pox1,
dolazi do proizvodnje H,O,, za ¢ije uklanjanje je zaduzena peroksisomalna katalaza Ctal,
koja je takoder prijasnjim radom pokazala ulogu u stanicnom odgovoru na prisutnost PUFA
[178]. Jedan od ciljeva ovog rada bio je detaljnije ispitati ulogu B-oksidacije u adaptaciji
stanica na prisutnost PUFA, koriste¢i mutante bez funkcionalnog gena POX1 i CTAL. Buduci
da kvasac osim peroksisomalne katalaze A, posjeduje i citoplazmatsku katalazu T, kao
kontrola koristen je i soj bez funkcionalnog gena za citoplazmatsku katalazu CTT1.

Suprotno pretpostavkama, prisutnost PUFA u nedostatku funkcionalne B-oksidacije,
nije uzrokovala statisticki znacajne promjene u veéini izmjerenih parametara u odnosu na
kontrolni soj BYdesa. Prisutnost PUFA u mutantu poxldesa nije dodatno utjecala na
fiziologiju rasta, kao ni na dodatno povecanje unutarstanicnog ROS-a. Takoder, iako je
prisutnost PUFA uzrokovala indukciju antioksidacijske zaStite, Sto je bilo pokazano
povecanjem unutarstanicnog GSH i pove¢anom aktivnosti katalaze, soj poxldesa nije pokazao
razliku u odnosu na soj BYdesa. Nadalje, prisutnost PUFA u soju poxldesa nije uzorkovala
povecéanu osjetljivost na tretman vodikovim peroksidom, kao ni povecanu proizvodnju ROS-a
ovisno o tretmanu H,O,, u odnosu na soj BYdesa. Jedina razlika u odnosu na soj BYdesa,
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izmjerena je u aktivnosti glutation-S-transferaza. Soj poxldesa, za razliku od ostalih sojeva,
nije pokazao statisticki znacajno snizenje aktivnosti ovih enzima u odnosu na svoju kontrolu.
Aktivnost glutation-S-transferaza direktno je povezana s metabolizmom GSH, te ima vaznu
ulogu u procesu detoksifikacije potencijalno Stetnih ksenobiotika i produkata stani¢nog
metabolizma, u Sto spadaju i reaktivni aldehidi nastali u procesu lipidne peroksidacije [148,
149]. Iznenadujucée je da je doslo do sniZzenja aktivnosti enzima s aktivno$¢u glutation-S-
transferaze, iako su PUFA uzrokovale povecanje unutarstanicnog GSH. Medutim, to¢an uzrok
ovakvom stanju tek treba biti objasnjen. Nadalje, nije jasan uzrok izostanka sniZzavanja
glutation-S-transferazne aktivnosti u soju poxldesa. Zaklju¢no, ne moze se iskljuciti
mogucénost da je proces B-oksidacije jedan od regulatornih mehanizama kojima stanice kvasca
kontroliraju optimalan sastav masnih Kkiselina u prisutnosti PUFA. Medutim, dobiveni
rezultati uputili su na zakljucak da procel -oksidacije nije kljucan mehanizam prilikom
adaptacije na prisutnost PUFA u koristenom modelu. Jedno od mogucih objasnjenja je da u
izostanku [-oksidacije, mutant poxldesa pohranjuje visak masnih kiselina ukljucujuéi i
PUFA, koje narusavaju homeostazu membranskih lipida, unutar razreda TAG, te na taj naéin
kompenzira nedostatak navedenog procesa. Za potvrdu, trebala bi se napraviti dodatna analiza
sastava masnih kiselina u mutantu poxldesa, te takoder analiza sastava masnih Kiselina unutar
razreda TAG.

Za razliku od soja pox1desa, soj bez peroksisomalne katalaze A pokazao je statisticki
znacajnu razliku u gotovo svim izmjerenim parametrima u odnosu na soj BYdesa. Prisutnost
PUFA, u soju ctaldesa, uzrokovala je duze generacijsko vrijeme i raniji izlazak iz
logaritamske faze rasta (nizi ODgo) te povecanje proizvodnje unutarstanicnog ROS-a.
Povecanje endogenog oksidacijskog stresa u soju ctaldesa vjerojatan je uzrok duzem
generacijskom vremenu te ranijem izlasku iz logaritamske faze ovog soja. Za razliku od
ostalih sojeva, prisutnost PUFA u soju ctaldesa, nije uzrokovala povecanje izmjerenih
antioksidanasa (GSH i aktivnosti katalaze) u odnosu na vlastitu kontrolu, s time da je
aktivnost glutation-S-transferaza bila snizena kao i u soju BYdesa. S toga, povecana
osjetljivost ovog soja na tretman vodikovim peroksidom u prisutnosti PUFA, moguca je
posljedica povecanja endogenog oksidacijskog stresa te smanjenja antioksidacijske zastite u
odnosu na ostale sojeve koje proizvode PUFA. Budu¢i je aktivnost peroksisomalne katalaze
primarno vezana za uklanjanje vodikovog peroksida nastalog u inicijalnom koraku [-
oksidacije, izmjereno poveéanje endogenog ROS-a u soju ctaldesa moze se pripisati
povecéanoj proizvodnji HyO, tijekom B-oksidacije inducirane prisutnos¢éu PUFA. Takoder
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postoji mogucénost da je prisutnost PUFA dodatno inducirala proces B-oksidacije u svrhu
povecane proizvodnje energije, neovisno o regulaciji sastava masnih kiselina. Da 1i je -
oksidacija u prisutnosti PUFA bila inducirana u svrhu regulacije sastava masnih kiselina ili
povecéane potrebe za proizvodnjom energije potrebno je dodatno istraziti. Nadalje, H,O, koji
nastaje u procesu [-oksidacije, mogao je bez zaStite peroksisomalne katalaze A dovesti do
oksidacijskih oSte¢enja PUFA 1 endogenih membrana (uklucujuéi i peroksisome), Sto je
posljedi¢no moglo doprinijeti pove¢anju koncentracije ROS-a te izmjerenim promjenama u
soju ctaldesa.

U usporedbi sa sojem bez peroksisomalne katalaze A, prisutnost PUFA u nedostatku
funkcionalne katalaze T nije uzrokovala statisticki znacajne razlike u vecini izmjerenih
parametara u odnosu na soj BYdesa. U ovom radu pokazana je povecana aktivnost katalaza
ovisno o prisutnosti PUFA. Izmjerena aktivnost najve¢im dijelom moze se pripisati
citoplazmatskoj katalazi T, budu¢i je njen izostanak, u oba cttl soja, rezultirao do deset puta
nizom aktivnosti katalaze. Medutim prisutnost PUFA u soju cttldesa nije dovela do dodatnog
povecanja endogenog oksidacijskog stresa, kao niti povecanja unutarstanicnog glutationa u
odnosu na soj BYdesa. Nadalje, prisutnost PUFA u soju cttldesa nije dodatno utjecala na
osjetljivost ovisno o tretmanu vodikovim peroksidom. 1z ovih rezultata moguée je zakljuciti
da iako katalaza T ima esencijalnu ulogu u zastiti stanice kvasca od oksidacijskih ostecenja,
njezina uloga nije esencijalna u prisutnosti PUFA te upucuje na postojanje kompezatornih
mehanizama antioksidacijske zaStite. Na ovaj naéin potvrdena je puno vaznija uloga
peroksisomalne katalaze A u inicijalnom procesu adaptacije na prisutnost PUFA u stanici
kvasca u mediju s galaktozom. Nadalje, unato¢ deset puta nizoj aktivnosti katalaze u soju ctt u
odnosu na divlji tip kvasca (BY), prisutnost PUFA uzrokovala je povecanu aktivnost katalaze.
Izmjerena aktivnost moze se pripisati djelovanju peroksisomalne katalazi A. Ovaj rezultat
indirektno implicira da je izmjereno poveéanje aktivnosti peroksisomalne katalaze posljedica
povecéane indukcije procesa B-oksidacije u prisutnosti PUFA, te posljedi¢no tome i povecanoj
potrebi za uklanjanjem vodikovog peroksida nastalog u ovom procesu.

Kako bi se validirao model u kojem je gen za A12 desaturazu integriran u kromosom,
ispitan je sastav masnih kiselina u novom soju (Y7092desa). Sastav masnih kiselina bio je
gotovo identi¢an kao i U soju s episomalnom ekspresijom gena za A12 desaturazu (BYdesa)
[160]. Medutim, iako prisutnost PUFA u oba soja nije uzrokovala promjenu generacijskog
vremena u logaritamskoj fazi rasta u odnosu na sojeve bez PUFA, soj Y7092desa nije
pokazao duzi period prilagodbe prilikom promjene izvora Se¢era u galaktozu kakav je
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zabiljezen kod soja BYdesa. Nadalje, soj Y7092desa nije pokazao raniji izlazak iz
logaritamske faze, te je dosegao isti ODgoo kao i soj Y7092 u stacionarnoj fazi. Uzrok ovakvih
promjena za sada nije poznat te se moze pripisati specificnosti soja.

U nastavku istrazivanja, cilj je bio prouciti putove ugradnje PUFA unutra razli¢itih
razreda glicerolipida te adaptivne promjene koje se deSavaju na razini metabolizma lipida u
uvjetima povecanja stupnja nezasicenosti bioloskih membrana uzrokovanih PUFA-ma. U tu
svrhu napravljena je detaljna kvantifikacija osnovnih razreda glicerolipida i njihovih vrsta u
soju s kromosomski ugradenim genom za A12 desaturazu (Y7092desa) te kontrolnom soju
koji ne proizvodi PUFA (Y7092). Ova analiza napravljena je u tri razli¢ite faze rasta, odnosno
tri razli¢ita vremena od pocetka akumulacije PUFA u stanici. 1z dobivenih rezultata vidljivo je
da je zastupljenost ukupnih koli¢ina pojedinih lipidnih razreda velikim dijelom u skladu s
literaturnim podacima [70, 179]. Medutim, izmedu sojeva Y7092 i Y7092desa, zabiljezene su
tek manje razlike (10-15%) u ukupnim koli¢inama pojedinih razreda glicerolipida u
odredenim fazama rasta iz kojih se ne mogu jasno zakljuciti adaptivne promjene uzrokovane
prisutnos¢u PUFA. Ovakav rezultat doveo je do zakljucka, da su PUFA u koriStenom modelu
imale minimalan utjecaj na uspostavljenu ravnotezu izmedu ukupnih koli¢ina analiziranih
razreda glicerolipida na razini cijele stanice.

Iz pregleda lipidnih wvrsta, vidljiva je nejednaka distribucija PUFA medu
glicerolipidnim razredima. lako su predominantne vrste koje u svom sastavu sadrze PUFA
bile vrste s tri dvostruke veze, takoder je bila moguca proizvodnja vrsta s dvije dvostruke veze
koje sadrze kombinaciju PUFA 1 zasi¢ene masne kiseline (SFA). Medutim, zbog ogranicenja
koristene metode nije bilo moguce razlikovati vrste s dvije dvostruke veze koje sadrze
kombinaciju dvije jednostruko nezasi¢ene masne kiseline (MUFA) od vrsta koje sadrze SFA i
PUFA. Kromatografskom analizom masenog spektra lipidnih vrsta, uofena je podjela
kromatograma vrsta s dvije dvostruke veze na dva vrha. Zabiljezena podjela vrhova jasno
upucuje na postojanje dviju zasebnih izoformi unutar vrsta s dvije dvostruke veze, medutim
zbog metodoloskih ograni¢enja nije bilo moguce napraviti njihovu zasebnu integraciju te ih je
racunalni program kvantificirao kao jednu lipidnu vrstu. Spomenuti kromatogrami zabiljezeni
su isklju¢ivo u prisutnosti PUFA u soju Y7092desa, te s toga jasno impliciraju postojanje
vrsta s kombinacijom SFA i PUFA. Nadalje, ovakve promjene zabiljezene su specifi¢no
unutar lipidnih razreda PA, PC, DAG i PIl. Unutar ovih razreda prisutnost PUFA uzrokovala
je znacajno snizavanje vrsta s jednom dvostrukom vezom, te je s toga za pretpostaviti da je
doslo do proizvodnje vrsta koje imaju kombinaciju SFA i PUFA kao kompenzacija. Buduci
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da nije bilo mogucée razlikovati te time niti kvantificirati vrste koje sadrze dvije MUFA od
vrsta koje sadrze PUFA i SFA, na osnovu snizenja vrsta s jednom dvostrukom vezom
napravljena je pretpostavka o udjelima vrsta koje sadrze PUFA unutar razreda PC, PA, DAG i
Pl (slika 50). Ovakva pretpostavka nije napravljena za razrede PE i PS, buduci analizom
kromatograma masenog spektra njihovih vrsta s dvije dvostruke veze, nije zabiljezena podjela
vrhova kao u gore spomenutim razredima. Unutar razreda PE i PS zabiljezen je relativno
nizak udio vrsta s jednom dvostrukom vezom, te nije doSlo do znacajnog sniZzavanja ovih
vrsta u odnosu na kontrolni soj. S toga je i logi¢na pretpostavka da je unutar ova dva razreda
udio vrsta koje sadrze kombinaciju PUFA i SFA bio minimalan u odnosu na dominantne

izmjerene vrste s tri dvostruke veze.

Pretpostavljeni ukupniudiovrsta koje sadrze PUFA
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Slika 50. Pretpostavljeni udio vrsta koje sadrze kombinaciju SFA i PUFA pridodan je vrstama
s tri dvostruke veze koje su se mogle kvantificirati.

......

prekursor u sintezi svih gllcerollplda [71]. U stanicama kvasca, djelovanjem enzima CDP-
diacilglicerid sintetaze (Cdsl) od PA nastaje CDP-DAG, direktan prekursor u sintezi razreda
Pl 1 PS, a djelovanjem enzima fosfatidat fosfataze (Pahl) od PA nastaje DAG, direktan
prekursor Kenedijevog puta, u kojem nastaju razredi PC, PE i TAG [71]. U soju Y7092desa,
PUFA su uzrokovale povecanje stupnja nezasienosti unutar razreda PA, buduéi je
zabiljezeno znacajno sniZzavanje vrsta s jednom dvostrukom vezom kao kompenzacija
pretpostavljenoj proizvodnji vrsta koje sadrze kombinaciju PUFA i SFA te je takoder doslo do
proizvodnje vrsta s tri dvostruke veze kao kompenzacija vrstama koje sadrze kombinaciju
dvije MUFA. Ocekivano, u srednjoj logaritamskoj fazi u oba soja, doslo je do znacajnog

povecanja ukupnih koli¢ina PA kao posljedice intenzivne diobe stanica, te povecane potrebe
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za sintezom lipida [179]. Povecanje ukupnih koli¢ina PA u srednjoj logaritamskoj fazi,
poprac¢eno je snizavanjem ukupnih koli¢ina PI, u oba soja, $to je vjerojatna posljedica
iscrpljivanja  suplementiranog inozitola u SD mediju. Smanjenje koncentracije
suplementiranog inozitola direktno utje€e na smanjenje sinteze PI, te povecanje koli¢ina PA
koja posljedi¢no utjece na indukciju gena ukljucenih u biosintezu glicerolipida [71]. Medutim,
unato¢ promjenama ukupnih koli¢ina PA, ovisno o fazi rasta u oba soja relativni udjeli vrsta
PA, ovisno o broju dvostrukih veza ostali su gotovo nepromijenjeni u sve tri faze rasta, uz
manji trend smanjenja stupnja nezasi¢enosti vrsta u stacionarnoj fazi. Ovakav rezultat uputio
je na zakljucak da stanica kvasca, neovisno o fazi rasta (te prisutnosti PUFA u soju
Y7092desa), odrzava relativno ujednacen sastav masnih kiselina unutar PA. Stoga,
indikativno je da su specifi¢na distribucija lipidnih vrsta te promjene koje su se deSavale u
pojedinim razredima glicerolipida ovisno o fazi rasta bili regulirani nizvodno od sinteze PA.
Iz dosadasnjih literaturnih podataka o kvascu, ali i odvedenijim eukariotskim
organizmima poput ¢ovjeka, poznato je da dolazi do specifiéne raspodjele masnih kiselina
unutar razlicitih razreda glicerofosfolipida [38, 187]. lako stanice kvasca mogu znacajno
varirati sastav masnih kiselina unutar pojedinih razreda glicerolipida, ovisno o fazi rasta i
uvjetima uzgoja, velikim djelom lipidni razredi zadrzavaju karakteristican stupanj
nezasic¢enosti lipidnih vrsta [187]. Medutim, to¢ni mehanizmi koji reguliraju selektivnu
raspodjelu masnih kiselina unutar lipidnih razreda tek su djelomi¢no razjasnjeni [51, 187],
prvenstveno zbog Cinjenice $to nije dovoljno detaljno istrazena supstratna specificnost veéine
enzima ukljucenih u sintezu glicerolipida nizvodno od PA, ovisno o sastavu acilnih lanaca
[187]. U pravilu, udio zasi¢enih masnih kiselina unutar razreda glicerofosfolipida opada po
redu PI > PS > PC > PE [38, 70, 179], a slican trend zabiljezen je i u ovom radu. U
kontrolnom soju, Y7092, najveci stupanj nezasic¢enosti zabiljezen je unutar razreda PE s preko
80% udjela vrsta s dvije dvostruke veze, dok su Pl bili razred s najnizim stupnjem
nezasic¢enosti, s ¢ak do 80% udjela vrsta s jednom dvostrukom vezom. Ovakva distribucija
lipidnih vrsta bila je relativno ujednacena u sve tri analizirane faze rasta, Sto upucuje na Visoki
stupanj ocuvanosti sastava acilnih lanaca unutar ova dva lipidna razreda. Gledano s
evolucijske strane, visoka zastupljenost nezasi¢enih masnih kiselina unutar razreda PE,
vjerojatna je posljedica ocuvanja njihove osnovne bioloske uloge uvodenja negativne
unutarnje zakrivljenosti u sustave bioloskih membrana [100]. Kako se ovo svojstvo razreda
PE povecava duzinom acilnih lanaca te stupnjem nezasic¢enosti, logi¢na je predominantna
zastupljenost vrsta 34:2 kod kvasca [97]. Nadalje, poznato je da su kod sisavaca PE, razred s
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najve¢om zastupljenosti PUFA (AA ili DHA, ovisno o organu) medu glicerofosfolipidima,
Sto takoder nudi dokaz o evolucijski o€uvanom mehanizmu, u kojem dolazi do obogacivanja
razreda PE (P)UFA-ma, u svrhu ocuvanja njihove osnovne bioloske uloge [51]. Naravno, kod
sisavaca, posljedi¢no razvoju specijaliziranih stanica i tkiva te postojanju puno Sireg spektra
fizioloski vaznih masnih kiselina (ukljucuju¢i i PUFA), doslo je i do razvoja kompleksnijih
uloga PE u moduliranju svojstava membrana te interakciji sa specijaliziranim membranskim
proteinima [32, 42]. Pretpostavlja se da su odvedenije funkcije ovog lipidnog razreda,
direktna posljedica nadogradnje njihove osnovne bioloske strukture/funkcije, za koju je bitna
ocuvanosti visokog stupnja nezasi¢enosti masnih kiselina. Nadalje, PI su unato¢ ujedna¢enom
sastavu lipidnih vrsta, pokazali znacajne varijacije ukupnih koli¢ina ovisno o fazi rasta (za
razliku od PE), Sto je u skladu s literaturnim podacima [179]. Poznato je da kod kvasca dolazi
do znacajnih promjena ukupnih koli¢ina PI ovisno o uvjetima rasta, prvenstveno dostupnosti
inozitola u hranjivom mediju [188, 189]. Unato¢ tome, Pl su razred koji pokazuju najmanju
varijabilnost sastava acilnih lanaca ovisno o vanjskim podrazajima i promjenama uvjeta rasta
[38, 179, 190]. Kod kvasca, bioloska vaznost visoke o¢uvanosti zasi¢enih masnih kiselina,
odnosno vrsta s jednom dvostrukom vezom unutar PI nije razjasnjena, iako je za pretpostaviti
da je generalna ocCuvanost lipidnih vrsta PI proizasla iz njihove vazne uloge u regulaciji
membranskih procesa koji se mogu narusiti promjenom sastava masnih kiselina. Donekle je
moguca usporedba sa slicnim mehanizmom kod odvedenijih organizama poput sisavaca, gdje
takoder postoji velika oCuvanost sastava masnih kiselina unutar razreda PI [51]. Npr., kod
Stakora je poznato da su Pl jedini razred glicerolipida koji sadrzi specifi¢an sastav masnih
kiselina u svim organima, to¢nije predominantnu kombinaciju stearinske i arahidonske
kiseline, Sto je velikim djelom regulirano specificnim afinitetom enzima ukljucenih u ciklus
sinteze PI [51].

Za razliku od razreda PE i PI, sastav masnih Kkiselina unutar razreda PC i PS puno je
viSe podloZan promjenama ovisno 0 uvjetima rasta te vanjskim podrazajima [179]. U ranoj
logaritamskoj fazi rasta, unutar razreda PC, u soju Y7092, zabiljezen visoki udio vrsta s dvije
dvostruke veze (~80%). Medutim, pri prijelazu u srednju logaritamsku fazu doslo je do
znacajnog snizavanja stupnja nezasi¢enosti PC te su vrste s dvije dvostruke veze sacinjavale
~50% udjela. Kod kvasca, sli¢an trend snizavanja nezasi¢enosti lipidnih vrsta unutar razreda
PC, ovisno o fazi rasta, zabiljezen je u literaturi, iako bioloSka uloga ovakve promjene nije
razjasnjena [179]. U stacionarnoj fazi, zadrzan je sli¢an stupanj nezasi¢enosti lipidnih vrsta
PC kao i u srednjoj logaritamskoj fazi. Unutar razreda PS, u soju Y7092, sastav masnih
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kiselina bio je relativno ujednacen u prve dvije faze rasta, s time da su vrste s dvije dvostruke
veze Cinile oko 70% ukupnog udjela vrsta PS. U stacionarnoj fazi, doslo je do znacajnog
snizavanja stupnja nezasi¢enosti lipidnih vrsta PS te je udio vrsta s dvije dvostruke veze
snizen na ~43%, medutim bioloska uloga ovakve promjene takoder se za sada ne moze
objasniti. Dobiveni rezultati potvrduju dosadasnje spoznaje 0 vecoj plasti¢nosti razreda PS i
PC prema promjenama sastava acilnih lanaca. PC su najzastupljeniji razred glicerofosfolipida
kod kvasca kao i ve¢ine eukariotskih organizama, a posljedi¢no visokom udjelu i cilindri¢noj
strukturi, PC imaju vaznu ulogu u arhitekturi te moduliranju fizikalnih svojstava bioloskih
membrana. Povecana varijabilnost sastava masnih kiselina unutar ovog razreda (u odnosu na
ostale razrede glicerofosfolipida) vjerojatno je evolucijska prilagodba pomocu koje se ovisno
0 uvjetima rasta te vanjskim podrazajima moze utjecati na svojstva bioloskih membrana, bez
Stetnih posljedica za stanicu. Razred PS zastupljen je u puno manjem udjelu u odnosu na PC,
a bioloska funkcija ovog razreda pretezno proizlazi iz negativnog naboja njegove anionske
»glave® pri fizioloSkom pH. Kod kvasca, PS sluze kao osnovni prekursori u sintezi razreda PE
[86, 191], iako je npr. opisana i njihova specificna uloga u lokalizaciji i aktivaciji male
GTPaze Cdc42, tijekom stani¢ne diobe i parenja [192]. Snizavanje stupnja nezasi¢enosti vrsta
PS u stacionarnoj fazi rasta upucuju na zakljucak da je za biolosku ulogu ovog razreda, osim
njihovog anionskog svojstva u specificnim uvjetima rasta poput stacionarne faze takoder
vazan i sastav masnih kiselina.

U soju Y7092desa zabiljezena je nejednaka distribucija vrsta koje sadrze PUFA
izmedu analiziranih razreda glicerolipida. lako je i u prisutnosti PUFA zadrzan op¢i trend
nezasic¢enosti lipidnih razreda kao u kontrolnom soju (Y7092), PUFA su uzrokovale
povecéanje stupnja nezasi¢enosti (udio vrsta s dvije i tri dvostruke veze) u pojedinim razredima
glicerolipida. Unutar razreda PI i PS, ¢ija sinteza ide preko zajednickog prekursora CDP-
DAG, udio vrsta s tri dvostruke veze, koje sadrze PUFA, u sve tri faze rasta, bio je jednak ili
nizi njihovom udjelu u zajednickom prekursoru PA. Iako nije bilo moguce kvantitativno
odrediti CDP-DAG, na osnovu dobivenih rezultata moze se pretpostaviti da je je sastav
acilnih lanaca unutar CDP-DAG bio slican onome unutar razreda PA. Nadalje, sli¢no kao iu
kontrolnom soju, unato¢ bliskom biosintetskom putu izmedu razreda PI i PS zabiljezene su
velike razlike u stupnju nezasi¢enosti lipdinih vrsta Sto je vjerojatna posljedica selektivnosti
enzima fosfatidilserin sinatze (Chol) i fosfatidilinozitol sinatze (Pisl) prema supstratu CDP-
DAG, ovisno o sastavu acilnih lanaca [187]. Posljedicno puno vecem stupnju nezasi¢enosti
razreda PS, u prisutnosti PUFA zabiljezen je i veci udio vrsta s tri dvostruke veze u odnosu na
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Pl. Nadalje, PUFA su uzrokovale snizavanje ukupnih koli¢ina PS za oko 15% u prve dvije
faze rasta (p<0,05). Budu¢i PS, ovisno o svom negativhom naboju, imaju regulatornu ulogu u
membranskim procesima, izmjereno sniZzenje ukupnih koli¢ina PS moguc¢a je adaptacija
stanica na povecanje stupnja nezasi¢enosti membrana, u svrhu ocuvanja integriteta
membranskih procesa. Unutar Pl zabiljezen je najnizi udio vrsta s tri dvostruke veze od svih
analiziranih razreda glicerolipida, Sto je u skladu s ocuvanjem niskog udjela nezasic¢enosti
ovog razreda. Medutim, PUFA u soju Y7092desa su uzrokovale snizavanje proizvodnje vrsta
s jednom dvostrukom vezom te povecanje vrsta s dvije dvostruke veze, Sto je dovelo do
znacajnog povecanja stupnja nezasi¢enosti razreda PI u odnosu na kontrolni soj (udio vrsta s
jednom dvostrukom vezom snizen je na ~60%). Unato¢ tome, pretpostavljamo da je
snizavanje vrsta s jednom dvostrukom vezom u soju Y7092desa bilo velikim djelom
kompenzirano proizvodnjom vrsta koje sadrze kombinaciju SFA i PUFA (slika 50.). Ovakav
rezultat upucuje na zakljucak da iako enzim Pisl pokazuje veliku selektivnost prema vrstama
CDP-DAG koje sadrze SFA, s druge strane pokazuje manju selektivnost izmedu MUFA 1
PUFA.

Za razliku od anionskih glicerofosfolipida (PS i Pl) u kojima je udio vrsta s tri
dvostruke veze (koje sadrze PUFA) bio nizi ili jednak njihovom udjelu unutar PA, razredi
zwiter-ionskih glicerofosfolipida (PC i PE) su pokazali znacajno povecanje udjela vrsta s tri
dvostruke veze. Unutar PE, koji u uvjetima bez suplementiranog etanolamina (kakvi su
koriSteni u ovom radu) vec¢inom nastaju konverzijom razreda PS, zabiljezen je gotovo
dvostruko veéi udio vrsta s tri dvostruke veze u odnosu na PS. Budu¢i da su od svih
glicerofosfolipida PE razred s najveéim stupnjem nezasic¢enosti, povecani udio vrsta koje
sadrze PUFA (prvenstveno 34:3) vjerojatna je posljedica djelovanja enzima PS
dekarboksilaza (Psdl i Psd2) odgovornih za konverziju PS u PE. lako do sada nije
okarakterizirana specificnost ovih enzima prema sastavu acilnih lanaca [187], moze se
pretpostaviti da su ovi enzimi odgovorni za obogacivanje razreda PE s vrstama 34:2, odnosno
vrstama 34:3 u soju Y7092desa. Ovaj rezultat je zanimljiv buduci upucuje na zakljucak da
sustav PS dekarboksilaza unato¢ povecanom afinitetu prema vrstama s dvije nezasi¢ene
masne kiseline ne pokazuje razliku izmedu vrsta koje imaju kombinaciju dvije MUFA i vrsta
koje sadrze kombinaciju MUFA i PUFA.

U soju Y7092desa, unutar razreda DAG, odnosno zajednickog prekursora u sintezi
lipida Kenedijevog puta, zabiljezen je zna¢ajan pomak prema nezasi¢enim lipidnim vrstama u
odnosu na njihov udio unutar PA. Prvenstveno, zabiljezeno je veliko povecéanje udjela vrsta s
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tri dvostruke veze koje sadrze PUFA te je doslo do znacajnog snizavanja vrsta s jednom
dvostrukom vezom. Kao $to je ranije objaSnjeno, snizavanje vrsta s jednom dvostrukom
vezom vrlo vjerojatno je posljedica povecane proizvodnje vrsta s kombinacijom SFA i PUFA,
Sto je takoder potkrijepljeno analizom kromatograma vrsta DAG s dvije dvostruke veze.
Ovakvo obogacivanje razreda DAG s vrstama koje sadrze PUFA upucuje na zakljucak da
stanica posjeduje selektivne mehanizme kojima se odvajaju zalihe vrsta PA za proizvodnju
DAG i sintezu lipida Kenedijevog puta, od vrsta s nizim udjelom PUFA za sintezu CDP-DAG
(P1 i PS). Literaturne spoznaje takoder upucuju na postojanje za sada joS nerazjasnjenog
selektivnog mehanizma kojim se razli¢ite subpopulacije vrsta PA, ovisno o sastavu acilnih
lanaca, usmjeravaju prema Kenedijevom ili CDP-DAG putu [187, 193]. Razli¢ita distribucija
PUFA izmedu glicerolipida koji nastaju jednim od ova dva osnovna puta, moguca je
posljedica razli¢itog afiniteta enzima Cdsl i Pahl prema njihovom zajednickom supstratu PA
ovisno o sastavu acilnih lanaca, iako ne postoje literaturni podaci koji bi sa sigurnoséu
potkrijepili ovakvu pretpostavku [187]. Takoder, u soju Y7092desa, zabiljezen je relativno
visoki stupanj korelacije lipidnih vrsta izmedu razreda DAG i PC. Veza izmedu ova dva
lipidna razreda posebno je vidljiva u ranoj logaritamskoj fazi rasta, buduéi je unutar razreda
PC takoder zabiljezen visoki udio vrsta s tri dvostruke veze, iako i puno nizi udio vrsta s
jednom dvostrukom vezom. Stoga je indikativno da u prisutnosti PUFA Kenedijev put
znacajno pridonosi ukupnoj koli¢ini vrsta PC. Nadalje, unutar razreda TAG koji takoder
nastaju Kenedijevim putem, izmjereno je znacajno povecanje udjela vrsta s tri ili vise
dvostrukih veza u odnosu na kontrolni soj Y7092desa (slika 51), a zabiljeZzeno povecéanje
stupnja nezasic¢enosti takoder bilo je u dobroj korelaciji s razredom DAG. Poznato je da TAG,
kod kvasca, imaju vaznu ulogu u pohranjivanju viska potencijalno Stetnih masnih kiselina
koje mogu narusiti homeostazu stani¢nih membrana [19]. 1z dobivenih rezultata, moguca je
pretpostavka da se u prisutnosti PUFA, Kenedijevim putem izdvaja visak nezasi¢enih masnih
kiselina prema razredima PC ili TAG, te da je ovakav mehanizam primarno reguliran u
koraku sinteze DAG. Ova hipoteza potkrijepljena je i ranije opisanom ulogom razreda PC u
pohranjivanju masnih kiselina koje narusavaju stanicnu homeostazu te visokoj toleranciji,
odnosno varijabilnosti u sastavu masnih kiselina, pri ¢emu najvise doprinosi sinteza PC preko
Kenedijevog puta [187] [97]. Zaklju¢no, povecani udio vrsta s tri dvostruke veze unutar
razreda DAG i PC te povecanje stupnja nezasicenosti TAG, nudi objasnjenje o moguéem
mehanizmu kojim stanica kvasca u upotrebljenom modelu i u prisutnosti PUFA preko
Kenedijevog puta regulira visak nezasi¢enih masnih Kiselina.
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Udio vrsta s tri i viSe dvostrukih
veza unutar TAG
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Slika 51. Kako bi se procijeni stupanj nezasic¢enosti unutar razreda TAG, izracunat je udio
vrsta s tri (X:3) ili viSe dvostrukih veza (X:4:5:6) unutar ukupne koli¢ine TAG.

Iako je specifican sastav acilnih lanaca glicerolipida velikim djelom reguliran na putu
njihove sinteze, za odrzavanje stabilnog stanja lipidnih vrsta podjednako je vazan proces
njihovog remodeliranja u ciljnim membranama (Landov ciklus). Do sada je na kvascu najvise
paznje posveceno procesu remodeliranja razreda PC te je opisana uloga brojnih enzima
ukljucenih u ovaj proces [187]. U ovom radu je uz osnovne razrede glicerolipida, analiziran i
sastav razreda LPC, koji predstavlja jedan od prijelaznih oblika koji nastaju specifi¢no u
procesu remodeliranja i obrta razreda PC [187]. U soju Y7092desa, PUFA su uzrokovale
znacajno povecanje (p<0,05) ukupnih koli¢ina LPC u odnosu na kontrolni soj. Ovakav
rezultat ukazuje da unato¢ tome Sto razred PC pokazuje veliku toleranciju prema sastavu
acilnin lanaca, u uvjetima povecanog sastava PUFA, postoji potreba za povecanim
remodeliranjem ovog razreda. Razred PC, posljedi¢no visokom udjelu imaju vazan utjecaj na
fizikalna svojstva bioloSkih membrana, a visoki udio PUFA unutar ovog razreda dovodi do
poveéanja nezasicenosti i procesa lipidne peroksidacije, §to moze narusiti membranske
procese. Stoga je i razumljiv povecéani stupanj remodeliranja ovog razreda u prisutnosti
PUFA. Analizirano kroz faze rasta, pokazano je da je unutar razreda PC udio vrsta koje sadrze
PUFA u direktnoj korelaciji s povecanjem ukupnih koli¢ina LPC bududi je snizavanje udjela
vrsta koje sadrze PUFA popraceno i smanjenom razlikom ukupnih koli¢ina u odnosu na
kontrolni soj. Zaklju¢no, prisutnost PUFA dovodi do narusavanja homeostaze membrana, te

indukcije procesa remodeliranja i obrta PC, u svrhu o¢uvanja integriteta membrana.
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Nadalje, cilj je bio ispitati adaptivne promjene na razini metabolizma glicerolipida,
koje se deSavaju tijekom prilagodbe stanica kvasca na prisutnost PUFA. U tu svrhu analiziran
je sastav glicerolipidnih razreda u tri razlicita vremena (faze rasta) od pocetka indukcije gena
za A12 desaturazu. |z dobivenih rezultata vidljivo je da su zabiljezene promjene u soju
Y7092desa velikim djelom bile posljedica promjene faze rasta, neovisno o prisutnosti PUFA,
buduéi je zabiljezen slican trend promjena kao i u kontrolnom soju, Y7092. Unutar razreda
PE, Pl i u prve dvije faze rasta unutar PS zabiljezena je stabilna raspodjela lipidnih vrsta, uz
manje promjene, te je i u prisutnosti PUFA odrzavana uspostavljena ravnoteza lipidnih vrsta.
Najznacajnije promjene U sastavu lipidnih vrsta zabiljezene su unutar razreda PC pri prijelazu
iz rane u srednju logaritamsku fazu te unutar razreda PS pri prijelazu stacionarnu fazu,
medutim sli¢an trend je zabiljezen i u kontrolnom soju. U soju Y7092desa, snizavanje stupnja
nezasi¢enosti lipidnih vrsta unutar razreda PC u srednjoj logaritamskoj fazi popraceno je
znacajnim snizavanjem vrsta s tri dvostruke veze i pretpostavljenim povecanjem udjela vrsta
koje sadrze kombinaciju SFA i PUFA kao kompenzacija proizvodnji vrsta s jednom
dvostrukom vezom. Zabiljezene promjene unutar razreda PC, u dobroj su korelaciji s
promjenama unutar razreda DAG, u oba soja, stime da je u soju Y7092desa pri prijelazu u
srednju logaritamsku fazu unutar DAG takoder zabiljezen pad udjela vrsta s tri dvostruke veze
1 pretpostavljeno povecanje vrsta koje sadrze kombinaciju PUFA i SFA. Dinamika promjena
stupnja nezasi¢enosti lipidnih vrsta kakve su zabiljezene unutar razreda DAG 1 PC bila je
komplementarna promjenama koje su zabiljezene unutar razreda TAG, u obadva soja. Ovaj
rezultat potvrduje vaznu ulogu lipida Kenedijevog puta u regulaciji stupnja nezasi¢enosti
stani¢nih membrana, ovisno o trenutnim potrebama stanice, te na regulatorni mehanizam koji
je kontroliran u koraku sinteze DAG. Snizavanje stupnja nezasi¢enosti razreda PS u
stacionarnoj fazi, u oba soja, moguca je posljedica regulacije sinteze lipida nizvodno od PS,
konkretno razreda PE. U stacionarnoj fazi kao posljedica iscrpljivanja Secera i visoke gustoce
kultura dolazi do drasticnog smanjivanja proliferacije stanica. Budu¢i razred PE zbog svoje
strukture ima vaznu ulogu u procesima diobe stanica odnosno procesima fisije 1 fuzije
membrana, izostanak stani¢ne diobe moZze utjecati na regulaciju njegove sinteze. Postoje
literaturni dokazi koji upucuju da je konverzija razreda PS u PE potaknuta ve¢om
hidrofilnos¢u sastava acilnih lanaca, odnosno kra¢im I manje zasi¢enim lancima, ¢ime se
olakSava njihov transport u mitohondrije gdje se odvija veliki dio konverzije PS u PE [194,
195]. ZabiljeZzeno poveéanje udjela vrsta s jednom dvostrukom vezom i pomak ravnoteze
vrsta PS prema 34 vrstama upucuje na proces povecanja hidrofobnosti razreda PS u

136



stacionarnoj fazi. Dobiveni rezultat podupire ranije spomenutu teoriju, iako konkretni dokazi
jo§ uvijek manjkaju. U stacionarnoj fazi doslo je do snizavanja udjela vrsta koje sadrze PUFA
u svim razredima glicerolipida, ukljucuju¢i i njihov zajednic¢ki prekursor PA. Ovakvo
snizavanje PUFA moze se objasniti iscrpljivanjem galaktoze u mediju, u stacionarnoj fazi, te
smanjenjem indukcije gena za Al12 desatusiou, je posljediéno moglo uzrokovati i
smanjenu proizvodnju PUFA.

Suplementacija SD/gal medija oleinskom kiselinom, osim poveéanja udjela
suplementirane Kkiseline, rezultirala je i dvostrukim poveéanjem udjela PUFA u soju
Y7092desa, i to prvenstveno linolne kiseline koja nastaje desaturacijom oleinske kiseline,
djelovanjem A12 desaturaze. Zanimljivo je da povecani udio PUFA nije uzrokovao promjene
u fiziologiji rasta u odnosu na kontrolni soj. Oc¢ekivano, povecanje udjela oleinske kiseline u
stanicama dovelo je do znacajnog pomaka ravnoteze lipidnih vrsta prema dugolancanim 34 i
36 vrstama, iako je trend stupnja desaturacije lipidnih razreda ostao slican kao i u mediju s
galaktozom. Suplementacija oleinskom kiselinom, u oba soja, uzrokovala je znacajno
poveéanje ukupnih koli¢ina PS te snizavanje ukupnih koli¢ina PI. Ovakve promjene
djelomi¢no se mogu objasniti znac¢ajnim snizavanjem udjela palmitoleinske kiseline (16:1),
¢ime se smanjuje i udio 32 lipidnih vrsta. lako za sada nema Cvrstih literaturnin dokaza,
neobjavljeni rezultati upuéuju da smanjivanje vrsta PA 32:1 direktno utjeCe na smanjenje
sinteze razreda PI te povecanje sinteze razreda PS. U objaSnjenju, buduc¢i enzimi Pisl i Chol
koriste CDP-DAG kao zajednic¢ki supstrat, smanjenje sinteze PI utjeCe na povecanje
konverzije CDP-DAG od strane Chol, §to posljedi¢no dovodi do povecanja ukupnih koli¢ina
PS.

Nadalje, povecanje udjela PUFA u uvjetima suplementacije rezultiralo je povecanjem
udjela vrsta s tri dvostruke veze u gotovo svim lipidnim razredima, iako zabiljezeno
povecéanje nije bilo proporcionalno rezultatima analize sastava masnih kiselina. Jedan od
vjerojatnih uzroka je povecanje sinteze vrsta koje sadrze kombinaciju PUFA 1 SFA koje se
nisu mogle kvantitativno odrediti. U prilog ovakvom zakljucku ide ¢injenica da je analizom
sastava masnih kiselina u soju Y7092desa zabiljezeno znacajno povecanje udjela palmitinske
kiseline (16:0) u odnosu na kontrolni soj. Prema pretpostavljenom modelu kakav je napravljen
I za uvjete bez suplementacije, unutar razreda PC i PI doslo je do znacajnog povecéanja udjela
vrsta koje sadrze kombinaciju SFA i PUFA, u odnosu na uvjete bez suplementacije (slika
52.). Ovakav rezultat upucuje na regulatorni stani¢ni mehanizam prema smanjenju zasic¢enosti
lipidnih vrsta, u wuvjetima pove¢anog udjela linolne Kkiseline. Medutim, prema
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pretpostavljenom modelu, unutar PA doSlo je do snizavanja udjela vrsta koje sadrze
kombinaciju SFA i PUFA, u odnosu na uvjete bez suplementacije (uz manje povecanje udjela
vrsta s tri dvostruke veze), sto ponovno upucuje na vaznost regulacije sastava masnih kiselina
glicerolipida nizvodno od sinteze PA.

Pretpostavljeni ukupniudiovrsta koje sadrze PUFA —supl. 18:1
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Slika 52. Pretpostavljeni udio vrsta koje sadrze kombinaciju SFA i PUFA pridodan je vrstama
s tri dvostruke veze koje su se mogle kvantificirati.
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U uvjetima povecanog udjela PUFA zadrZan je pomak ravnoteze razreda DAG prema
nezasi¢enim masnim kiselinama te visoki udio vrsta s tri dvostruke veze, iako nije doslo do
znacajnog povecanja U odnosu na uvjete bez suplementacije. Sukladno tomu, niti unutar
razreda PC u ranoj logaritamskoj fazi nije doslo do njihovog poveéanja u odnosu na uvjete
bez suplementacije. Nadalje, unutar razreda TAG zadrzan je sli¢an trend povecanja stupnja
nezasi¢enosti lipidnih vrsta u odnosu na kontrolu, kao i u uvjetima bez suplementacije.
Medutim, za razliku od razreda DAG i PC, doslo je do dvostrukog povecanja udjela vrsta s
Cetiri i viSe dvostrukih veza koje sadrze PUFA. Ovakav rezultat potvrduje vaznu ulogu
Kenedijevog puta, odnosno sinteze TAG-a u pohranjivanju viska potencijalno Stetnih masnih
kiselina te regulaciji nezasi¢enosti stani¢nih membrana i u uvjetima povecanog udjela PUFA.
Nadalje, iako je i unutar razreda PS takoder zabiljezeno manje poveéanje udjela vrsta s tri
dvostruke veze u odnosu na uvjete bez suplementacije, puno veée povecanje zabiljezeno je
unutar razreda PE. Ovakav porast vrsta koje sadrze PUFA u razredu PE najvjerojatnija je
posljedica njegovog ranije opisanog biosintetskog puta, u kojem dolazi do obogacivanja ovog
razreda nezasi¢enim lipidnim vrstama, u koraku konverzije razreda PS u PE. S toga, povecani
udio linolne kiseline rezultirao je povecanom proizvodnjom 34:3 PE vrsta, kao kompenzacija
proizvodnji vrsta 34:2. Nadalje, i u uvjetima suplementacije, zabiljezeno je znacajno

povecéanje ukupnih koli¢ina LPC u odnosu na kontrolni soj, Sto je potvrdilo potrebu stanice za
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remodeliranjem lipidnih vrsta PC nizvodno od njihove sinteze. Ovaj rezultat takoder se moze
pripisati naruSenoj ravnotezi stani¢nih membrana u prisutnosti PUFA. U uvjetima
suplementacije zabiljezen je puno veéi udio vrsta LPC koje sadrze linolnu kiselinu, ¢ime se
takoder dovodi u vezu narusavanje membranske homeostaze od strane vrsta PC koje sadrze
linolnu kiselinu i povecanje procesa njihovog obrta i remodeliranja.

Ako se izuzme povecanje u udjelima PUFA, zabiljezene promjene unutar pojedinih
razreda glicerolipida u prve dvije faze rasta, velikim dijelom usporedive su s promjenama
izmjerenima i1 u uvjetima bez suplementacije. Najznacajnije razlike, u odnosu na uvjete bez
suplementacije, zabiljezene su u stacionarnoj fazi. U uvjetima suplementacije takoder je doSlo
do znacajnog snizavanja udjela vrsta koje sadrze PUFA unutar razreda PA, vjerojatno kao
posljedica iscrpljivanja galaktoze te smanjenja indukcije gena za A12 desaturazu. Miutim ,
dok je u uvjetima bez suplementacije ovakav trend bio popracen generalnim snizavanjem
udjela vrsta koje sadrze PUFA unutar gotovo svih razreda glicerolipida, u uvjetima
suplementacije nije doslo do njihovog snizavanja (PE) ili je doSlo do povecavanja njihovih
udjela (PC, DAG, PI). Ovakve promjene rezultirale su pove¢anjem ukupnih koli¢ina razreda
TAG i PS za oko 40% te PA za oko 25% u odnosu na kontrolni soj. Unato¢ povecanju
ukupnih koli¢ina razreda TAG, nije doSlo do znacajnog povecanja udjela vrsta koje sadrze
PUFA u odnosu na prethodnu fazu. Dapace, doslo je do smanjenja razlike stupanja
nezasic¢enosti lipidnih vrsta u odnosu na kontrolu (u usporedbi s prethodnom fazom), Sto je
bio sli¢an trend kao i u uvjetima bez suplementacije (slika 53). Nadalje, unutar razreda PS,
takoder je zabiljezeno znaCajno povecanje stupnja zasi¢enosti lipidnih vrsta u oba soja, a u
soju Y7092desa, sukladno snizavanju vrsta s dvije dvostruke veze, takoder je doSlo do
znacajnog snizavanja vrsta koje sadrze PUFA kao 1 u uvjetima bez suplementacije. Uzrok
zabiljezenih promjena za sada je nepoznat, medutim evidentno je da u wuvjetima
suplementacije, u stacionarnoj fazi, soj Y7092desa teze regulira proizvodnju PUFA te dolazi
do njihove povecane ugradnje unutar u razreda DAG, PC i PI. Stacionarna faza predstavlja
nepovoljne uvjete za stanicu, budu¢i da osim iscrpljivanja izvora Secera, velike gustoce
kultura, snizavanja pH medija, te visoke koncentracije nusprodukata stani¢nog metabolizma
dolazi i do povecanja oksidacijskog stresa [196, 197]. Stoga, povecanje udjela PUFA u
membranskim sustavima, u za stanicu stresnim uvjetima kakvi su karakteristiCni za
stacionarnu fazu moze negativno utjecati na membranske procese te moze dovesti do
povecéanja lipidne peroksidacije. Prema literaturnim podacima, prisutnost PUFA u stanici
kvasca u stacionarnoj fazi dovodi do povecanja unutarstanitnog ROS-a u odnosu na
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logaritamsku fazu [25]. S toga je i logi¢na pretpostavka da u stacionarnoj fazi, u soju
Y7092desa, dolazi do povecanja oksidacijskih oSteenja PUFA te naruSavanja integriteta
bioloskih membrana. U takvim uvjetima, jedan od mogucih stani¢nih odgovora je i
zabiljezeno povecanje ukupnih koli¢ina TAG za koje je opisana uloga u izuzimanju

potencijalno Stetnih masnih kiselina u svrhu o¢uvanja naruSene membranske homeostaze [19].

Udio vrsta s tri i viSe dvostrukih
veza unutar TAG —supl. 18:1
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Slika 53. Kako bi se procijenio stupanj nezasi¢enosti unutar razreda TAG, izra¢unat je udio
vrsta s tri (X:3) ili viSe dvostrukih veza (X:4:5:6) unutar ukupne koli¢ine TAG.

Sli¢no povecanje ukupnih koli¢ina razreda PS nije moguée u potpunosti objasniti u svijetlu
trenutnih literaturnih spoznaja. Medutim, mogu¢ je mehanizam u kojem posljedi¢no
povecéanju zasic¢enosti ovog lipidnog razreda te snizavanju vrsta koje sadrze PUFA, dolazi do
povecanja ukupnih koli¢inu ovog razreda kako bi se uspostavila ravnoteza odnosno smanjio
stupanj nezasicenosti stani¢nih membrana.

Kako bi se razjasnile genske osnove promjena u metabolizmu masnih Kkiselina i drugh
vaznih metabolickih puteva, koristena je SGA metoda. Ova metoda omogucuje identifikaciju
»esencijalnih“ gena koji stanicama kvasca omogucéavaju prezivljene u prisutnosti PUFA i to u
fizioloskim uvjetima i uvjetima oksidacijskog stresa. GenA4@ desaturazu ugralen je u
kompletnu kolekciju od 4300 jednostrukih mutanata te je ispitan utjecaj PUFA na njihov rast.
U fizioloSkim uvjetima, u mediju s galaktozom, koja je koriStena za indukciju gena zA12
desaturazu, identificirano je 78 mutanata u kojima su PUFA uzrokovale inhibiciju rasta vec¢u
od 50%, Sto je bilo odredeno usporedbom veli¢ine kolonija na plo¢ama s agarom u odnosu na

kontrolu bez PUFA. Medutim, pokazano je da je inhibicija rasta u svim dobivenim sojevima
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bila iskljuciva posljedica nemoguc¢nosti rasta na galaktozi, neovisno o prisutnosti PUFA.
Ovakav rezultat uputio je na zakljucak da galaktoza kao izvor Secera nije bila najbolje rjesenje
za izvodenje ovakvog eksperimenta, buduci je osim navedenih mutanata i veliki broj drugih
mutanata pokazao djelomi¢nu inhibiciju rasta na galaktozi. Posljedi¢no tome, veliki broj
sojeva morao je biti izuzet iz analize budué¢i da zbog navedene interferencije utjecaja
galaktoze nije bilo moguce procijeniti utjecaj PUFA na rast velikog broja sojeva. U ostalim
mutantima koji nisu pokazali fenotipske razlike ovisno o galaktozi, prisutnost PUFA nije
uzrokovala mjerljive razlike u rastu. Zaklju¢no, PUFA, u upotrebljenom modelu, nisu
uzrokovale promjene koje bi dovele do znacajne inhibicije rasta u izostanku samo jednog
gena. No, to ne iskljucuje promjene na razini genske regulacije, aktivacije i inhibicije grupe
gena odredenih metabolickih puteva. Ovaj model se, prema tome, moze koristiti u daljnjem
izucavanju puteva regulacije PUFA u stanici kvasca koristenjem kompleksnijeg pristupa s
viSestrukim mutantima koji bi potpuno inhibirali odredeni metabolicki put.

U nastavku, sojevi dobiveni metodom SGA, testirani su u prisutnosti PUFA na
osjetljivost na oksidacijski agens, na podlozi s tert-butil hidroperoksidom. Ovim pristupom
identificirano je 217 jednostrukih mutanata kod kojih je prisutnost PUFA u uvjetima
oksidacijskog stresa uzrokovala inhibiciju rasta veéu od 50% u odnosu na kontrolne sojeve.
Identificirani geni svrstani su prema stani¢nim procesima. Za prikaz rezultata, u obzir su uzeti
samo identificirani geni ¢iji je udio unutar grupe, OviSN0 0 procesu, bio veci od udjela svih
gena koji su ukljuceni u taj proces na razini kompletnog genoma. Najveéi broj identificiranih
gena (26,6%) dio su grupe cija funkcija u stanici ovisno o procesu jo$ nije jasno utvrdena.
Ostali identificirani geni ukljuceni su u Siroki spektar stani¢nih procesa: odgovor na kemijske
podrazaje, metabolizam ugljikovodika, signalne putove, odgovor na ostecenja DNA, popravak
DNA, odgovor na oksidacijski stres, fosforilaciju proteina, transport iona, endosomalni
transport te staniénu homeostazu iona. Sukladno interesu tematike, koja je okrenuta prema
istrazivanjima oksidacijskog stresa, lipidne peroksidacije i regulacije lipidnog metabolizma,
za daljnji rad izabrani su sojevi Cija je funkcija bliska navedenim procesima. Do sada su
potvrdeni fenotipovi u 14 jednostrukih mutanata (od 217) u kojima je prisutnost PUFA u
nedostatku navedenog gena, uzrokovala poveéanu osjetljivost na oksidacijski stres: GLR1,
GRX1, MXR2, TSA2 (stani¢ni odgovor na oksidacijski stres), RAS1, RAS2, SRO7, VPS74
(signalni putovi), BSD2 (transport iona), RCY1, VPS24 (endosomalni transport), DNF1 i
LEM3 (transport lipida).
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Uloga enzima glutation reduktaze, Glrl i glutaredoksina, Grx1 lako se moze povezati
s dobivenim fenotipom, buduci je poznata njihova antioksidacijska uloga u stanici [198].
Nadalje, sustav GIrl i Grx1 povezan je preko GSH, buduci se oksidirani oblik Grx1 reducira
pomocu GSH, za ¢iju redukciju je opet zaduzen enzim Glrl. Sustav Glrl 1 Grx1l ima ulogu u
zastiti citoplazme od oksidacijskih ostecenja, iako enzim Glrl takoder ima vaznu ulogu i u
zaStiti mitohondrija. Ovaj rezultat takoder je zanimljiv buduéi u stanici, osim Grx1, postoji i
drugi glutaredoksin, Grx2. lako se ova dva glutaredoksina medusobno preklapaju u funkciji,
izostanak Grx2 nije uzrokovao poveéanu osjetljivost stanica kvasca na oksidacijski stres u
prisutnosti  PUFA. Enzim, metionin-R-sulfoksid reduktaza, Mxr2, S§titi stanicu od
oksidacijskih ostecenja proteina koji sadrze metionin, buduci sudjeluje u redukciji oksidiranog
oblika metionin sulfoksida (Met-O) [199, 200]. Opisana je njegova uloga u zastiti proteina
tijekom procesa UPR (engl. unfolded protein response) te u zastiti oksidacijskih ostecenja
proteinskih kompleksa u mitohondriju. Osim enzima Mxr2, kod kvasca postoji i druga
metionin-S-sulfoksid reduktaza, Mxrl, koja unato¢ slicnom mehanizmu djelovanja pokazuje
stereospecificnu razliku u afinitetu prema supstratu Met-SO, dok enzim Mxr2 pokazuje
stereospecifican afinitet prema supstratu Met-RO. Protein tioredoksin peroksidaza, Tsa2,
spada u porodicu peroksiredoksina, ¢ija uloga u stanici je sacuvana od bakterija do covjeka.
Kod kvasca, postoji pet peroksiredoksina, od koji Tsal i Tsa2 pokazuju veliki stupanj
medusobne homologije [201]. Mehanizam njihovog djelovanja bazira se na peroksidaznoj
aktivnosti pri ¢emu izmedu ostalog koriste tioredoksin (Trx) kao davatelj elektrona za reakcije
redukcije. lako je u fizioloskim uvjetima Tsal zastupljenija u stanici, Tsa2 je pokazala
povecéanje indukcije u uvjetima oksidacijskog stresa preko poznatog Yapl transkripcijskog
faktora koji kontrolira ekspresiju brojnih gena ukljucenih u antioksidacijsku zastitu stanice.
Nadalje, zanimljivo, nedostatak gena RAS1 i RAS2 uzrokovao je povecanu osjetljivost kvasca
u prisutnosti PUFA na oksidacijski stres. Rasl i Ras2 su membranski proteini s GTP-aznom
aktivnos$cu te sudjeluju u prijenosu signala putem aktivacije adenilat ciklaze [202]. Ras2 je
paralog proteina Rasl, koji je nastao duplikacijom genoma. Oba proteina funkcionalni su
homolozi Ras proto-onkogena kod sisavaca. Ova dva proteina imaju vaznu ulogu u kontroli
stani¢nog ciklusa, citokinezi i parenju. Ovim radom povezana je njihova regulatorna uloga s
oksidacijskim oste¢enjima membrana u prisutnosti PUFA. Nadalje, od identificiranih gena,
dobro je opisana uloga proteina Lem3 i Dnfl [203]. Protein Lem3 primarno je lokaliziran u
plazma membrani i ER-u i reagira direktno s proteinom Dnfl, koji spada u porodicu tip 4 P-
tip ATP-aza. Protein Lem3 odgovoran je za biolosku funkciju proteina Dnfl, budu¢i sudjeluje
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u njegovom transportu iz ER-a i lokalizaciju u ciljno mjesto u plazma membrani. Ova dva
proteina zajedno formiraju kompleks koji je odgovoran za transverzalni transport i odrzavanje
asimetrije lipida plazma membrane te posljedi¢no tome imaju vaznu ulogu u procesima
endocitoze i odrzavanja polarnosti stanica. Uloga ova dva proteina do sada nije dovedena u
vezu s regulacijom membrana u uvjetima oksidacijskog stresa te oksidacije PUFA. Nadalje,
protein Rcyl ima ulogu u procesu recikliranja proteina plazma membrane u procesu
endocitoze. Medutim, pokazana je i njegova uloga kao fosfolipidne translokaze [204], Sto
dovodi u vezu vaznost ovog procesa u obrani stanice od oksidacijskih ostecenja membrana,
posebno u prisutnosti PUFA.

Neki od identificiranih gena po prvi puta dovedeni su u vezu sa stani¢énim odgovorom
na oksidacijski stres u prisutnosti PUFA te pruZaju ogroman potencijal za buduca istrazivanja
u koristenom modelu. Nadalje, veliki broj identificiranih gena kod kvasca ima funkcionalne
homologe s odvedenijih organizama poput Covjeka. Dobiveni rezultati mogli bi imati u
buduénosti veliki znacaj prilikom razjasnjavanja patoloSkih stanja kod covjeka u kojima

dolazi do oksidacijskih ostec¢enja PUFA 1 procesa lipidne peroksidacije.
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10.

U modelu upotrebljenom u ovom radu, B-oksidacija u procesu adaptacije na prisutnost
PUFA nije neophodan proces u stanici kvasca niti u fizioloskim uvjetima niti u
uvjetima oksidacijskog stresa.

Peroksisomalna katalaza A ima ulogu u zastiti stanice kvasca od oksidacijskih
oste¢enja u prisutnosti PUFA, budué¢i bez nje dolazi do povecanja generiranja
endogenog ROS-a, sto utjece na sporiji rast i raniji prekid logaritamske faze rasta.
Povecana osjetljivost soja ctaldesa na tretman vodikovim peroksidom, vjerojatna je
posljedica povecanog endogenog oksidacijskog stresa u prisutnosti PUFA te izostanka
povecéanja antioksidacijske zastite (GSH i aktivnosti katalaze).

lako citoplazmatska katalaza T ima esencijalnu ulogu u antioksidacijskoj zastiti
stanice kvasca u uvjetima oksidacijskog stresa, njena uloga nije esencijalna u
stanicnom odgovoru ovisno o prisutnosti PUFA, ni u fizioloSkim uvjetima ni u
uvjetima oksidacijskog stresa. Stoga, od dvije katalaze, peroksisomalna katalaza A
ima vazniju ulogu u zastiti stanica kvasca tijekom inicijalne adaptacije na prisutnost
PUFA.

Sinteza PUFA, u koristenom modelu, nije uzrokovala naruSavanje uspostavljene
ravnoteze ukupnih koli¢ina analiziranih razreda glicerolipida te su zabiljeZene tek
manje promjene unutar pojedinih razreda.

lako je prisutnost PUFA zabiljezena u svim analiziranim razredima glicerolipida,
unutra lipida Kenedijevog puta (DAG, PC i TAG) zabiljezen je povecéani udio vrsta
koje sadrze PUFA, sto je kontrolirano u koraku sinteze DAG.

Udio vrsta koje sadrze PUFA unutar razreda PC direktno utje¢e na povecanje procesa
remodeliranja i obrta ovog razreda Sto je pokazano znacajnim povecanjem ukupnih
koli¢ina LPC u soju Y7092desa.

Dinamika promjena koje su se deSavale na razini ukupnih koli¢ina i lipidnih vrsta
analiziranih razreda glicerolipida, ovisno o vremenu indukcije gena za A12 desaturazu,
velikim djelom je pratila promjene ovisne o fazi rasta, budu¢i je sli¢an trend zabiljezen
i u kontrolnom soju.

U stacionarnoj fazi, doslo je do snizavanja udjela vrsta koje sadrze PUFA unutar PA te
vecini glicerolipida, Sto je vjerojatna posljedica iscrpljivanja galaktoze te smanjene
indukcije gena za A12 desaturazu.

Suplementacija medija oleinskom kiselinom u prisutnosti galaktoze rezultirala je
gotovo dvostrukim povecanjem udjela PUFA (prvenstveno linolne kiseline) u soju
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Y7092desa. Medutim povecani udio PUFA nije promijenio fiziologiju rasta soja
Y7092desa u odnosu na kontrolni soj.

Povecani udio PUFA, u uvjetima suplementacije oleinskom kiselinom, rezultirao je i
povecanim udjelima vrsta koje sadrze PUFA unutar vec¢ine analiziranih razreda lipida.
Najvecée povecanje vrsta koje sadrze PUFA zabiljezeno je unutar razreda PE i TAG.

U uvjetima suplementacije oleinskom kiselinom, u stacionarnoj fazi, zabiljezen je
trend povecanja udjela vrsta koje sadrze PUFA unutar glicerolipidnih razreda, $to je
suprotno promjenama kakve su zabiljezene u uvjetima bez suplementacije.

Povecanje udjela PUFA u stacionarnoj fazi, u uvjetima suplementacije oleinskom
kiselinom, rezultiralo je znacajnim povecéanjem ukupnih kolic¢ina TAG (40%),
PS(40%) i PA (25%) u odnosu na kontrolni soj. lako je udio vrsta koje sadrze PUFA
unutar razreda TAG ostao na razini prethodne faze, povecana sinteza TAG upucuje na
narusenu homeostazu membrana te indukciju sinteze TAG u svrhu izuzimanja PUFA
iz sustava bioloskih membrana.

Veliki broj sojeva koristen u metodi SGA morao je biti izuzet iz analize kao posljedica
slabog rasta jednostrukih mutanata na podlozi s galaktozom. U ostalim mutantima,
prisutnost PUFA nije uzrokovala mjerljive promjene u rastu na agaroznim plo¢ama s
galaktozom.

U uvjetima oksidacijskog stresa, ovisno o tretmanu tBH, identificirano je 217
jednostrukih mutanata koji su pokazali povecanu inhibiciju rasta u prisutnosti PUFA.
Identificirani geni imaju ulogu u stani¢énim procesima: odgovor na kemijske podrazaje,
metabolizam ugljikohidrata, odgovor na oksidacijski stres, odgovor na ostecenja
DNA, signalne putove, popravak DNA, fosforilaciju proteina, transport iona,
endosomalne procese te za sada nepoznate ulogu. .

Od 217 identificiranih mutanata osjetljivih na oksidacijski stres u prisutnosti PUFA,
potvrdeni su fenotipovi 14 sojeva: GLR1, GRX1, MXR2, TSA2 (stani¢ni odgovor na
oksidacijski stres), RAS1, RAS2, SRO7, LEM3, VPS74 (signalni putovi), BSD2
(transport iona), RCY1 i VPS24 (endosomalni transport) te DNF1 i LEM3 (transport
lipida).

Dobiveni rezultati mogli bi u budu¢nosti doprinijeti boljem razumijevanju patoloskih
stanja kod covjeka u kojima dolazi do oksidacijskih oste¢enja PUFA 1 procesa lipidne

peroksidacije.
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Visestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA) esencijalne su za odrzavanje normalne
strukture 1 funkcije bioloskih membrana kod vecine organizama ukljucujuéi i Covjeka.
Medutim, u uvjetima oksidacijskog stresa, kao posljedice poremecaja aerobnog metabolizma,
PUFA su podlozne lipidnoj peroksidaciji (LPO). LPO naruSava integritet bioloSkih
membrana, a krajnji produkti, reaktivni aldehidi, ukljuceni su u mnoge patofizioloSke procese.
Kvasac (S. cerevisiae) predstavlja dobar eukariotski model buduc¢i su molekularni putovi koji
reguliraju metabolizam masnih kiselina i lipida velikim dijelom konzervirani od kvasca do
Covjeka. Nadalje, kvasac ne proizvodi PUFA, ali ih je sposoban unijeti u stanicu iz okolnog
medija i1 ugraditi u membranske lipide. Stoga, kvasac predstavlja izniman kondicionalni
model s i bez PUFA, pomocu kojega se mogu istrazivati putovi regulacije metabolizma
PUFA, lipidne peroksidacije te adaptacije na njihovu promjenu u svrhu razumijevanja
patoloskih procesa u eukariota. U ovom radu koristen je originalan sustav kvasca koji ima
unesen gen za A12 desaturazu, koji u induciraju¢im uvjetima u mediju s galaktozom proizvodi
do 20% PUFA, od cega 12-15% ¢ini za ¢ovjeka esencijalna linolna kiselina.

U prvom djelu rada, cilj je bio ispitati ulogu B-oksidacije u procesu adaptacije na
prisutnost PUFA. U tu svrhu koristen je mutant pox1, bez funkcionalnog gena za acil-CoA
oksidazu, klju€nog enzima u ovom procesu, te mutant bez peroksisomalne katalaze A koja je
odgovorna za uklanjanje vodikovog peroksida nastalog u inicijalnom koraku (-oksidacije koji
katalizira protein Pox1. Kao kontrola koristen je soj bez citoplazmatske katalaze T (cttl). U
navedenim mutantima ispitan je utjecaj PUFA na fiziologiju rasta, proizvodnju endogenog
ROS-a, indukciju antioksidacijske zastite (kolicinu GSH, te aktivnost katalaza i glutation-S-
transferaza) te osjetljivost na tretman vodikovim peroksidom. Prisutnosti PUFA u izostanku
B-oksidacije, osim u aktivnosti glutation-S-transferaze, nije uzrokovala promjene u
izmjerenim parametrima u odnosu na soj BYdesa. Dakle, unato¢ mogucoj ulozi B-oksidacije u
procesu adaptacije na prisutnost PUFA, ovaj proces nije neophodan stanici kvasca niti u
fizioloSkim uvjetima niti u uvjetima oksidacijskog stresa.

Medutim, pokazano je da peroksisomalna katalaza A ima ulogu u zastiti stanice kvasca
od oksidacijskih oSte¢enja u prisutnosti PUFA, budu¢i bez nje dolazi do povecanja
proizvodnje endogenog ROS-a, sto utjece na sporiji rast i raniji prekid logaritamske faze rasta.
lako je vjerojatni uzrok povecanja endogenog ROS-a vodikov peroksid nastao u procesu f3-
oksidacije, nije poznato da li je B-oksidacija inducirana u svrhu proizvodnje energije ili
regulacije sastava masnih kiselina. Nadalje, soj ctaldesa pokazao je povecanu proizvodnju
ROS-a te povecanu osjetljivost ovisno o tretmanu vodikovim peroksidom, Sto je vjerojatna
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posljedica povec¢anog endogenog oksidacijskog stresa u prisutnosti PUFA te izostanka
povecéanja antioksidacijske zastite (GSH 1 aktivnosti katalaze). Prisutnost PUFA, u soju bez
citoplazmatske katalaze T (cttldesa), nije uzrokovala promjene u mjerenim parametrima u
odnosu na soj BYdesa, slicno kao i u soju poxldesa. S toga, moze se zakljuciti da
peroksisomalna katalaza A ima puno vazniju ulogu u zastiti stanica kvasca tijekom inicijalne
adaptacije na prisutnost PUFA na podlozi s galaktozom.

U svrhu potreba metode SGA, konstruiran je soj s kromosomski ugradenim genom za
A12 desaturazu (Y7092desa). Funkcionalnost Al12 desaturaze ovog soja, pdema je
analizom sastava masnih kiselina, koji je bio slican soju s episomalnom ekspresijomA12
desaturaze. Nadalje, u soju Y7092desa, napravljena je detaljna kvantifikacija osnovnih
razreda glicerolipida i njihovih vrsta, tijekom tri razli¢ita vremena od pocetka akumulacije
PUFA u stanici. Ovi eksperimenti su radeni u svrhu istrazivanja putova ugradnje PUFA te
adaptivnih odgovora do kojih dolazi na razini metabolizma lipida tijekom prisutnosti PUFA u
stanici. Analiza ukupnih koli¢ina glicerolipida pokazala je da su PUFA imale minimalan
utjecaj na uspostavljenu ravnotezu ukupnih koliina analiziranih lipidnih, buduéi su
zabiljezene tek manje razlike (10-15%) unutar pojedinih razreda i faza rasta u odnosu na
kontrolni soj. Analizom lipidnih vrsta, pokazano je da tijekom sinteze PUFA, u koristenom
modelu, dolazi do obogacivanja glicerolipida Kenedijevog puta (DAG, PC i TAG) vrstama
koje sadrze PUFA $to je primarno kontrolirano u koraku sinteze DAG. Takoder, pokazano je
da udio vrsta koje sadrze PUFA unutar razreda PC direktno utjeCe na povecanje procesa
remodeliranja i obrta ovog razreda Sto je pokazano povecanjem ukupnih koli¢ina LPC u soju
Y7092desa. Zabiljezene promjene, koje su se deSavale na razini ukupnih koli¢ina te lipidnih
vrsta analiziranih razreda glicerolipida, ovisno o vremenu indukcije gena za A12 desaturazu,
velikim djelom su pratila promjene ovisno o fazi rasta, buduéi je slican trend promjena
zabiljezen i u kontrolnom soju. U stacionarnoj fazi, doSlo je do snizavanja udjela vrsta koje
sadrze PUFA unutar PA te vedini glicerolipida, $to je vjerojatna posljedica iscrpljivanja
galaktoze te smanjene indukcije gena za A12 desaturazu.

Suplementacija medija oleinskom kiselinom u prisutnosti galaktoze rezultirala je
gotovo dvostrukim povecanjem udjela PUFA (prvenstveno linolne kiseline) u soju
Y7092desa. Medutim povecani udio PUFA nije promijenio fiziologiju rasta soja Y7092desa u
odnosu na kontrolni soj. Pove¢ani udio PUFA, u uvjetima suplementacije oleinskom
kiselinom, rezultirao je i pove¢anim udjelima vrsta koje sadrze PUFA unutar vecine
analiziranih razreda lipida. Najvece povecanje vrsta koje sadrze PUFA zabiljezeno je unutar
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razreda PE i TAG. U stacionarnoj fazi, zabiljeZen je trend povecanja udjela vrsta koje sadrze
PUFA unutar glicerolipidnih razreda, Sto je suprotno promjenama kave su bile zabiljezene u
uvjetima bez suplementacije. Povecanje udjela PUFA u stacionarnoj fazi, u uvjetima
suplementacije oleinskom kiselinom, rezultiralo je znac¢ajnim povecanjem ukupnih koli¢ina
TAG (40%), PS(40%) i PA (25%) u odnosu na kontrolni soj. lako je udio vrsta koje sadrze
PUFA unutar razreda TAG ostao na razini prethodne faze, poveéana sinteza TAG upucuje na
narusenu homeostazu membrana te indukciju sinteze TAG u svrhu izuzimanja PUFA iz
sustava bioloSkih membrana.

Veliki broj sojeva koristen u metodi SGA morao je biti izuzet iz analize kao posljedica
slabog rasta jednostrukih mutanata na podlozi s galaktozom. U ostalim mutantima, prisutnost
PUFA nije uzrokovala mjerljive promjene u rastu na agaroznim plo¢ama s galaktozom. U
uvjetima oksidacijskog stresa, ovisno o tretmanu tBH, identificirano je 217 jednostrukih
mutanata koji su pokazali povec¢anu inhibiciju rasta u prisutnosti PUFA. Identificirani geni
grupirani su prema ulozi u stani¢nim procesima: odgovor na kemijske podrazaje, metabolizam
ugljikohidrata, odgovor na oksidacijski stres, odgovor na oStecenja DNA, signalne putove,
popravak DNA, fosforilaciju proteina, transport iona te endosomalne procese. Takoder
poveéanu zastupljenost pokazao je veliki broj gena ¢ija funkcija u stanici nije joS dovoljno
dobro istrazena. Od 217 identificiranih mutanata, koji su pokazali pove¢anu osjetljivost u
uvjetima oksidacijskog stresa, ovisno o prisutnosti PUFA, potvrdeni su fenotipovi 14 sojeva:
GLR1, GRX1, MXR2, TSA2 (stani¢ni odgovor na oksidacijski stres), RAS1, RAS2, SRO7,
LEM3, VPS74 (signalni putovi), BSD2 (transport iona), RCY1 i VPS24 (endosomalni
transport) te DNF1 i LEM3 (transport lipida)
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Polyunsaturated fatty acids (PUFAS) are essential for maintaining normal structure and
function of biological membranes in almost all organisms, including humans. However, under
oxidative stress, as a consequence of aberrant aerobic metabolism, PUFAs are prone to
degradation by lipid peroxidation (LPO). LPO disrupts biological membranes, while its end
products, reactive aldehydes, are involved in many pathological conditions. Yeast (S.
cerevisiae) presents a good research model, as molecular pathways of lipid and fatty acids
metabolism are greatly conserved from yeast to humans. Yeast does not synthesize PUFAsS,
however yeast is capable for PUFA intake from surrounding media and their incorporation in
membrane lipids. Therefore, yeast present excellent conditional system with and without
PUFA. This model can be used to study regulation of PUFA metabolism, lipid peroxidation
and adaptation induced by those changes for the purpose of understanding pathological
processes in eukaryotic cells. In this research, the yeast transformed with gene fat2 -
desaturase that under inducible conditions in medium with galactose produces up to 20%
PUFA, including 12-15% of linoleic acid, was used.

First goal of this thesis was to investigate the role of f-oxidation in response to PUFA
presence. For this purpose mutant without functional acyl-CoA oxidase (pox1), key and rate
limiting enzyme of [B-oxidation was used, as well as the mutant without functional
peroxisomal catalase A (ctal), which is responsible for detoxification of hydrogen peroxyde
formed in the initial step of B-oxidation, catalyzed by Pox1. As a control mutant without
cytoplasmatic catalase T (cttl) was used. Influence of PUFA on selected mutants was
investigated for growth defects, ROS production, antioxidative defense (GSH, catalase and
GST activity) and sensitivity to hydrogen peroxide (H.O) treatment. PUFA presence in
mutant without functional B-oxidation (poxldesa) did not induce additional changes in all
measured parameters compared to BYdesa, with exception of changes GST activity. From
this data, it can be concluded that even though B-oxidation might be involved in adaptation to
PUFA presence, this process is not essential for yeast neither in physiological conditions nor
under conditions of oxidative stress.

On the other hand it was shown that peroxisomal catalase A has a role in protection of
yeast cell from oxidative damage in PUFA presence. PUFA, without functional catalase A
caused increased ROS production which in return influenced slower growth rate and earlier
exit from logarithmic phase. Even though the most probable cause of measured increase in
ROS was influenced by H,O; produced during B-oxidation, it is not known whether PUFA
induced B-oxidation for the purpose of energy production or regulation of fatty acid
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composition. Further, ctaldesa showed increased sensitivity and increased ROS production in
dependence to H,0, treatment, which was probably caused by increased endogenous
oxidative stress as well as the absence of increased antioxidative defense (GSH and catalase).
Similarly to poxldesa strain, PUFA presence in the strain without cytoplasmic catalase T
(cttldesa) did not cause changes in measured parameters compared to BYdesa. From this data
it can be concluded that peroxisomal catalase A has more important role in protection of yeast
cells during initial adaptation to PUFA presence on galactose.

For the purpose of SGA, strain with chromosomally integrated gene foal2 -
desaturase was constructed. Functional activity oA12 -desaturase was confirmed by analysis
of fatty acid composition, which was similar to strains with episomall expressian2of -
desaturase. Further on this strain was also used for detailed quantification of the mayor
glycerolipid classes during three different times after initial PUFA accumulation. This was
done to investigate pathways of PUFA incorporation in different lipid classes as well to study
adaptive responses at the level of lipid metabolism which were induced by PUFA presence.
Analysis of total amounts of different glycerolipid classes showed that PUFA presence caused
only minor changes (10-15%) in total amounts of certain lipid classes during different stages
of growth. Analysis of lipid species revealed that there is a high increase in PUFA containing
species within lipids of Kennedy pathway (DAG, PC and TAG), which is primarily regulated
in the step of DAG synthesis. Further, direct correlation between the shares of PUFA species
within PC and the increase in total amounts of LPC were shown, which indicated increased
PC remodelling and turnover induced by PUFA presence. Observed changes in total amounts
and lipid species composition within different lipid classes that were analysed during 3
different times in PUFA presence were similar to those observed in control strain, and were
mostly influenced by different stages of growth. In stationary phase, decrease in shares of
PUFA species among most of glycerolipid classes was measured, including PA, which can
probably be contributed to depletion of galactose and therefore reduced induction of A12
desaturase

Supplementation of galactose medium with oleic acid resulted in almost two fold
increase in PUFA production (mostly linoleic acid) in strain Y7092desa. However, increased
shares of PUFA did not influence growth compared to control strain, even though there was
increased shares of PUFA species among all analysed lipid classes. The most significant
increase in PUFA species were measured within PE and TAG. In addition, in the first two
growth stages, most of the observed changes were in dependence to different stages of
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growth, and were comparable to those in the cells grown only on galactose,. However, in
stationary phase there was 40% increase in total TAG production in dependence to increased
PUFA shares. Even though the shares of PUFA species within TAG remained at the same
level as in the previous growth phase, increased TAG production in this case indicated
increased need for removal of PUFAs from biological membranes. In addition to increased
TAG, there was also 40% increase of total PS amounts in stationary phase, in response to
increased PUFA production.

Large number of strains, used in SGA had to be excluded from analysis as a result of
poor growth of single deletion mutants on galactose. Further on, PUFA presence alone did not
cause any additional changes in growth of single mutant collection on agar plates with
galactose. However in the conditions of oxidative stress, in dependence to tBH treatment, 217
single mutants in the presence of PUFA showed inhibition of growth. Identified genes were
sorted according to cellular processes: response to chemical stimuli, carbohydrate
metabolism, response to oxidative stress, response to DNA damage, signalling, DNA repair,
protein phosphorylation, ion transport and endosomal processes. In addition, large number of
genes that are still not annotated showed higher frequency among group cluster compared to
genome frequency. From 217 identified single mutants that showed increased sensitivity to
oxidative stress in PUFA presence, so far, observed phenotype was confirmed for 14 strains.
Confirmed genes are involved in response to oxidative stress (GLR1, GRX1, MXR2, TSA2),
signalling (RAS1, RAS2, SRO7, LEM3, VPS74), ion transport (BSDA2), endosomal transport
(RCY1, VPS24). Interestingly, proteins encoded by genes DNF1 and LEMS3, are directly
involved in transversal flop of lipids from outer layer of membrane to inner cytoplasmatic
layer, which indicates importance of this process in maintenance of membrane homeostasis in

conditions of oxidative stress in PUFA presence.
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	Kako bi se obranile od štetnih učinaka reaktivnih kisikovih tvari, stanice su razvile obrambene mehanizme. Ovi mehanizmi antioksidacijske obrane dijele se na enzimatske i neenzimatske [121, 130].
	1.2.3.1. Neenzimatski antioksidacijski sustavi
	U neenizmatske obrambene sustave spadaju male molekule koje su u stanici različito distribuirane ovisno o svojim hidrofilnim ili hidrofobnim svojstvima. Ovi antioksidansi služe kao nespecifični čistači radikala i djeluju na principu doniranja elektron...
	Svakako jedan od najvažnijih hidrofilnih neenzimatskih antioksidanasa u eukariotskim stanicama je glutation ((-L-glutamil-Lcisteinil-glicin, GSH), koji se ujedno i smatra glavnim čuvarem unutarstaničnog oksido-redukcijskog stanja [130-132]. Kao donor ...
	Najvažniji hidrofobni neenzimatski antioksidansi u biološkim sustavima su koenzim Q i vitamin E [139, 140]. Koenzim Q, koji se sintetizira u svim eukariotskim stanicama ima važnu ulogu u prijenosu elektrona u procesu oksidativne fosforilacije u mitoho...
	1.2.3.2. Enzimatski antioksidacijski sustavi
	Enzimatski antioksidacijski sustavi složeniji su od neenzimatskih te uključuju niz kaskadnih reakcija koje dovode do potpune detoksifikacije ROS-a. Najpoznatiji eukariotski enzimatski sustav detoksifikacije ROS-a, je sustav superoksid dismutaza i kata...
	/
	Slika 9. Shematski prikaz putova nastanka ROS-a u stanici i njihovog uklanjanja od strane enzimatskih antioksidanasa.
	Enzimi koji nadopunjuju i regeneriraju neenzimatske antioksidanse (npr. glutation i tioredoksin), također spadaju u antioksidacijske obrambene sustave eukariotskih stanica. Enzim glutation reduktaza pomoću NADPH regenerira oksidirani glutation (GSSG),...
	1.3. KVASAC
	1.3.1. KVASAC KAO MODELNI ORGANIZAM
	Kvasac je čovječanstvu poznat od davnina u proizvodnji kruha, piva i vina. Danas se metabolizam kvasca koristi u proizvodnji farmaceutskih pripravaka, enzima, različitih okusa te drugih tvari. Kako je njegova upotreba sve češća i raznovrsnija, detaljn...
	Tablica 3. Karakteristike kvasca koje ga čine dobrim eukariotskim modelom.
	1.3.2. BIOLOGIJA KVASCA
	Kvasac, Saccharomyces cerevisiae, je jednostanični eukariotski organizam koji se u prirodi može nalaziti u dva oblika, haploidnom i diploidnom. Haploidne stanice, nastaju iz diploidnih stanica, mejozom, u procesu sporulacije pri čemu iz jedne diplodne...
	Haploidni genom kvasca, Saccharomyces cerevisiae, sastoji se od 16 kromosoma, veličine od 200 do 2 200 kb, što ukupno iznosi 12 052 kb. Tip parenja (MAT, eng. Mating type locus), smješten je na trećem kromosomu koji sadrži i „tihe“ gene za oba tipa pa...
	/
	Slika 10. Životni ciklus homotaličnih i heterotaličnih stanica kvasca.
	Sojevi kvasca korišteni u ovom radu navedeni su u tablici 4. Svi osnovni sojevi ustupljeni su ljubaznošću prof. Seppa Kohlweina sa Sveučilišta Karl-Franz u Grazu. Soj Y7092desa i dvostruki mutanti iz SGA kolekcije konstruirani su za potrebe izrade ovo...
	Sojevi BY4742, cta1, ctt1 i pox1, transformirani su s plazmidom pYES2 koji omogućava rast na minimalnoj podlozi bez uracila te pYES2desa u koji je ukloniran gen za (12 desaturazu. Sukladno tome, sojevi transformirani plazmidom pYES2 označeni su u dalj...
	2.1.3. Hranjivi mediji i otopine (sastav izražen po masenim udjelima)
	a) Osnovni mediji
	1. Sastav kompletne podloge SD (eng. Synthetic Defined): 0,67% kvaščeve dušične baze bez aminokiselina (eng. Yeast Nitrogen Base, Difco, SAD) uz dodatak potrebnih aminokiselina i baza: 0,004% adenina, 0,002% arginina, 0,002% histidina, 0,001% leucina,...
	2. Medij YEPD: 2% glukoza (Difco, SAD), 2% pepton (Difco, SAD), 1% kvaščev ekstrakt (eng. Yeast Extract, Difco, SAD).
	3. Medij LB (Lurria-Bertani): 1% Bacto tripton (Difco, SAD), 0,5% kvaščev ekstrakt, 1% NaCl (Kemika, Hrvatska). Medij je korišten za uzgoj bakterije E. coli transformirane plazmidima pYES2, pYES2desa, pYES2desa-natMX i p4339 u svrhu umnažanja i izolac...
	Krute podloge nadopunjene su agarom (2%) (Difco, SAD).
	b) Medij suplementiran oleinskom kiselinom
	Svi sastojci za jednu litru kompletnog SD medija otopljeni su u 860 ml destilirane vode i autoklavirani (aminokiseline i uracil dodani su nakon autoklaviranja). Posebno je napravljena 0,1%-tna matična otopina oleinske kiseline (Sigma) u vodenoj otopin...
	c) Selektivni mediji korišteni u metodi „Synthetic genetic array“ (SGA):
	1.  YEPD+G418/clonNAT: nakon autoklaviranja, u ohlađeni YEPD medij (~65 C) dodano je 1 ml antibiotika G418 (konačna koncentracija 200 mg/l) i 1 ml antibiotika clonNAT (konačna koncentracija 100 mg/l).
	2. Medij za sporulaciju: 1% kalijevog acetata (Fisher), 0,1% kvaščevog ekstrakta, 0,05% glukoze, 0,01% mješavine praha aminokiselina za sporulaciju.  G418 dodan je u konačnoj koncentraciji 50 mg/l.
	3. SD-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin: 0,67% kvaščeve dušične baze bez aminokiselina, 0,2% mješavine praha aminokiselina (-His/Arg/Lys), 2% glukoze. Tializin i kanavanin dodani su u konačnim koncentracijama 0,025 mg/l, svaki.
	4. SD/MSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418: 0,17% kvaščeve dušične baze bez aminokiselina, 0,1% MSG (engl. L-glutamic acid sodium salt hydrate), 0,2% mješavine praha aminokiselina (-His/Arg/Lys), 2% glukoze. Tializin i kanavanin dodani su u konač...
	5. SD/MSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418/clonNAT: sastav je bio identičan kao i u mediju pod rednim brojem 4., uz to što je dodan i clonNAT u konačnoj koncentraciji 100 mg/l.
	6. SD/MSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418/clonNAT: sastav je bio identičan kao i u mediju pod rednim brojem 5., s time da je umjesto glukoze dodana galaktoza (2%).
	7.  SD/MSG-His/Arg/Lys + kanavanin/tializin/G418/clonNAT + tBH: sastav je bio identičan kao i u podlogama pod rednim brojevima 5. i 6., uz to što je dodatan tert-Butil hidroperoksid (tBH, Sigma) u konačnoj koncentraciji 0,9 mM.
	Sastav mješavine praha aminokiselina i hranjivih suplemenata korištenih u medijima od rednog broja 3. do 7.: 3 g adenina, 2 g uracila (ICN), 2 g inozitola, 0,2 g para-aminobenzoične kiseline (Acros Organics), 2 g alanina, 2 g aspargina, 2 g aspartinsk...
	Sastav mješavine praha aminokiselina i hranjivih suplemenata za sporulaciju (medij pod rednim brojem 2.): 2 g histidina, 10 g leucina, 2 g lizina, 2 g uracila.
	Svi antibiotici koji su korišteni u selekcijskim podlogama dodavani su u podloge nakon autoklaviranja, kada je temperatura medija bila oko 65 C, a prethodno su napravljeni kao matične vodene otopine: G418 (Geneticin, Invitrogen) 200 mg/ml; clonNAT (en...
	Tert-butil hidroperoksid napravljen je kao matična otopina u destiliranoj vodi u koncentraciji 365 mM neposredno prije dodavanja u medije pod rednim brojem 7.
	2.1.4. Uvjeti i praćenje rasta stanica
	Kako bi se pratio rast kultura kvasca uzgajanih u tekućoj hranjivoj podlozi, mjerena je optička gustoća kultura odgovarajućeg razrjeđenja, pri valnoj duljini od 600 nm (OD600) (UV1601, Shimatzu, Japan). Za pozadinsko mjerenje korišteno je razrjeđenje ...
	2.2. TRANSFORMACIJA i IZOLACIJA PLAZMIDA
	2.2.1 Transformacija kvasca
	Transformacija stanica kvasca rađena je metodom litijeva acetata [165]. Stanice kvasca uzgajane su preko noći u tekućem mediju YEPD na 30(C. Drugi dan izmjerena je optička gustoća kulture, koja je zatim razrijeđena u 20 ml tekućeg medija YEPD na OD600...
	Prilikom transformacije soja Y7092 linearnim fragmentom DNA (natMX-GAL1-desa1-CYC1), korišteno je 8 μg pročišćenog PCR produkta, kako bi se povećala učinkovitost transformacije. Također, nakon koraka toplinskog šoka, stanice su centrifugirane i prebač...
	2.2.2.  Izolacija plazmida iz E. coli
	Pojedinačne kolonije bakterije E. Coli, transformirane plazmidima pYES2, pYES2desa, pYES2desa-natMX i p4339, uzgojene na agaroznim pločama, inokulirane su u tekući LB medij preko noći. Rast prekonoćnih kultura zaustavljen je u eksponencijalnoj fazi ra...
	2.2.3. Priprema kompetentnih stanica E. Coli
	Soj E. Coli, XL-1 (ustupljen ljubaznošću dr.sc. Helene Četković iz Laboratorija za Molekularnu genetiku Instituta Ruđer Bošković) uzgojen je na agaroznim pločama s tetraciklinom (12,5 μg/ml). Stanice su inokulirane u tekući LB medij iz pojedinačne ko...
	2.2.4. Transformacija kompetentnih stanica
	Kompetentne stanice E. Coli (XL-1) transformirane su plazmidom pYES2desa-natMX metodom elektroporacije. Ova metoda zasniva se na povećanoj propusnosti stanične membrane prema molekuli DNA (plazmid, PCR fragment), izazvanoj primjenom vanjskog električn...
	2.3. ISPITIVANJE UTJECAJA PUFA NA MUTANTE UKLJUČENE U PROCES
	β-OKSIDACIJE
	2.3.1. Utjecaj PUFA na fiziologiju rasta
	Metoda se temelji na deacilaciji i unutarstaničnoj oksidaciji 2,7-diklorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA, Fluka, Njemačka) u fluorescentni 2,7-diklorofluorescein (DCH) [166]. Spoj DCFH-DA ne fluorescira dok se ne pocijepa unutarstaničnim esteraz...
	2.3.6. Određivanje koncentracije unutarstaničnog glutationa
	Katalaza spada u grupu antioksidacijskih enzima čija je funkcija neutralizacija vodikovog peroksida koji se raspada do molekula vode i kisika. Obje kvaščeve katalaze reduciraju vodikov peroksid koristeći redoks svojstva hem grupe kompleksirane u prote...
	Supernatanti staničnih homogenata (25 μl) pomiješani su s 50 μl fosfatnog pufera (120 mM KH2PO4, pH 7,4) u mikrotitarskim pločicama, u triplikatima. Reakcija je započeta dodatkom 50 μl vodene otopine vodikovog peroksida koncentracije 250 mM. Kao stand...
	Za očitavanje vrlo niske aktivnosti peroksisomalne katalaze A, u mutantima bez citoplazmatske katalaze T (ctt1) protokol je prilagođen kako slijedi: 50 μl supernatanta staničnih homogenata pomiješano je s 25 μl fosfatnog pufera, a reakcija je započeta...
	2.3.8. Određivanje aktivnosti glutation-S-transferaza
	2.4. KROMOSOMSKA UGRADNJA GENA ZA Δ12 DESATURAZU
	Za primjenu SGA metode bilo je potrebno konstruirati soj kvasca koji uz kromosomski ugrađen gen za Δ12 desaturazu ima selekcijski marker, kazetu natMX, koja stanici kvasca daje rezistenciju na antibiotik clonNAT. Popis DNA početnica koje su korištene...
	Zatim, plazmid pYES2desa podvrgnut je razgradnji (linearizaciji) restrikcijskim  enzimom koji stvara tupe krajeve (opisano u poglavlju 2.4.4). Uspješnost razgradnje potvrđena je na agaroznom gelu. Budući restrikcijska razgradnja nije bila potpuna, lin...
	U sljedećem koraku bilo je potrebno umnožiti linearni fragment DNA natMX-GAL1-desa1-CYC1 za kromosomsku ugradnju u kvascu. Umnažanje ovog fragmenta s plazmida pYES2desa-natMX napravljeno je metodom PCR uz pomoć para DNA početnica koje imaju viseće kra...
	2.7. POTVRDA FENOTIPOVA I SOJEVA DOBIVENIH METODOM SGA
	2.7.1.  Potvrda mutanata metodom PCR
	Budući su velike kolekcije sojeva poput ovih korištenih u metodi SGA podložne greškama i zamjenama sojeva od strane dobavljača, bilo je potrebno nakon izvođenja metode potvrditi vjerodostojnost dobivenih sojeva i fenotipova. U tu svrhu metodom PCR na ...
	2.7.2. Potvrda fenotipova
	Budući je ekspresija gena za Δ12 desaturazu inhibirana glukozom, u metodi SGA kao kontrola korišteni su „dvostruki“ mutanti na mediju s glukozom ili glukozom i tert-butil hidroperoksidom; funkcionalni jednostruki mutanti. Međutim, galaktoza kao izvor...
	Tablica 7. Popis DNA početnica koje su korištene za potvrdu genotipova jednostrukih mutanata s kromosomski ugrađenim genom za Δ12 desaturazu, dobivenih metom SGA.
	2.7.2.1. Test na pločama
	Kako bi se potvrdile razlike u rastu izabranih „dvostrukih“ mutanata dobivenih metodom SGA u odnosu na rast jednostrukih mutanata iz originalne kolekcije, sojevi su uzgajani u tekućem mediju SD s glukozom (2%) preko noći do eksponencijalne faze (OD600...
	Za potvrdu fenotipova ovisno tretmanu tert-butil hidroperoksidom, „dvostruki“ i jednostruki mutanti uzgajani 2 dana na krutoj SD podlozi s galaktozom (2%), kako bi se osigurala akumulacija PUFA u „dvostrukim“ mutantima. Zatim, pojedinačne kolonije ino...
	2.7.2.2. „Bioscreen“
	2.8. STATISTIČKA ANALIZA
	Svi pokusi rađeni su u triplikatima, a dobivene vrijednosti prikazane su kao srednje vrijednosti (mean value). Usporedba dobivenih srednjih vrijednosti provedena su pomoću dvosmjernog Studentovog testa koristeći program Astute (Leeds University) za Ex...
	Obrada podataka za metodu SGA opisana je u poglavlju koje opisuje samu metodu radi posebnosti obrade ovakvih podataka.



