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Stani~na stijenka kvasca Saccharomyces cerevisiae gra|ena je od polisaharidnog kostura gluka-
na, te sadr`i vi{e od 30 razli~itih manoproteina. Za njih se smatra da igraju razli~ite uloge u iz-
gradnji i modificiranju stani~ne stijenke kada to zahtijeva rast i razli~iti doga|aji tijekom sta-
ni~nog ciklusa. Osim toga oni su va`ni za interakcije stanice s okolinom kao i za me|ustani~ne
interakcije pri aglutinaciji ili flokulaciji. Proteini stani~ne stijenke mogu se podijeliti u tri grupe
ovisno o mehanizmu ugradnje u stani~nu stijenku. Jedna grupa proteina za stijenku je vezana
nekovalentno, a identifikacija nekoliko predstavnika ove skupine pokazala je da najvjerojatni-
je svi oni posjeduju enzimatsku aktivnost. Druga skupina proteina vezana je kovalentno za
�-1,3-glukan putem �-1,6-glukana. Ova skupina proteina mo`e se izolirati iz stani~ne stijenke
tretmanom razli~itim glukanaznim preparatima. Posljednja skupina proteina mo`e se izolirati iz
stani~ne stijenke ekstrakcijom pomo}u 30 mmol L–1 NaOH, ali veza kojom su oni vezani na sti-
jenku zasad nije poznata.

Ovaj rad donosi pregled do sada identificiranih i djelomi~no karakteriziranih proteina stani~ne
stijenke sve tri navedene grupe. Opisane su dosada{nje spoznaje o mehanizmima za ugradnju
proteina u stijenku kao i saznanja o njihovoj strukturi, te potencijalnoj funkciji.
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UVOD

Stanica kvasca ome|ena je ~vrstom polisaharidnom sta-
ni~nom stijenkom. Ta struktura ~esto se opisuje kao “ek-
stracelularna organela” koja stanici daje nu`nu mehani~ku
stabilnost, ali osim toga sudjeluje i u nizu procesa kojima
stanica komunicira sa svojom okolinom. Poznato je da sta-
nica kvasca mo`e podnijeti tlak i do 15 bara1 i pritom jo{
uvijek zadr`ati dostatnu fleksibilnost prijeko potrebnu za
rast i pupanje. Za razliku od stani~ne stijenke bakterija,
struktura i djelovanje kva{~eve stijenke nisu ni pribli`no ta-
ko dobro istra`ene. Iako je prikupljeno dosta saznanja o
biokemijskim mehanizmima sinteze pojedinih kompone-
nata stani~ne stijenke, jo{ uvijek se malo zna o njihovoj
ugradnji i komponiranju u slo`enu strukturu omota~a. Po-
sljedica kombiniranja gradivnih elemenata je kompleksna
gra|a stani~ne stijenke kvasca koja se sastoji od �-1,3-glu-
kana, �-1,6-glukana, hitina i manoproteina (slika 1.) Sma-
tra se da se prvo izgra|uje unutra{nji strukturni sloj, koji se
sastoji od �-1,3-glukana i odgovoran je za ~vrsto}u stijen-
ke. Potom se sintetizira vanjski, manoproteinski sloj2–4 za
koji se smatra da sudjeluje u razli~itim biolo{kim funkcija-
ma. Osim te dvije komponente, stijenka ima i male ko-
li~ine �-1,6-glukana preko kojeg se jedna skupina mano-

proteina (vidi kasnije) ve`e na �-1,3-glukan5,6 i hitin koji se
uglavnom nalazi u o`iljcima pupova koji preostaju od hi-
tinskih prstenova koji se formiraju izme|u stanice majke i
stanice k}eri tijekom pupanja.7,8 Male koli~ine hitina ra-
spore|ene su i u samoj stani~noj stijenci i tu su vjerojatno
va`ni u odr`avanju njene ~vrsto}e.9,10 Op}enito je pri-
hva}eno da je glavno djelovanje polisaharida stijenke u
o~uvanju mehani~ke stabilnosti stanice, no jo{ se uvijek ne
zna to~na funkcija ve}ine njenih manoproteina. Interesan-
tno je da se ve}ina ovih proteina mo`e ukloniti bez ve}ih
posljedica na oblik i osmotsku stabilnost stanice. Mo`e se
pretpostaviti da neki proteini posjeduju enzimatsku aktiv-
nost koja je potrebna za izgradnju stijenke tijekom rasta i
diobe stanica ili su uklju~eni u strukturalne promjene u sti-
jenci tijekom pojedinih razdoblja stani~nog ciklusa. Drugi
proteini su najvjerojatnije potrebni za interakcije stanica
kvasca s okolinom, kao i tijekom interakcija izme|u stani-
ca u procesima aglutinacije11,12 i flokulacije.13 Objavljeno
je vi{e poku{aja sistematizacije proteina stani~ne stijenke
kvasca Saccharomyces cerevisiae, ali svi oni pokazuju da se
proteini stijenke u osnovi mogu podijeliti na dvije skupine
prema na~inu kojim su vezani na strukturne polisaharide
stijenke. Postupak izolacije proteina iz stijenke nu`no
odra`ava karakter veze izme|u proteina i polisaharida.
Budu}i da se jedna skupina proteina iz stijenke mo`e oslo-
boditi zagrijavanjem u SDS-u i �-merkaptoetanolu, smatra
se da su oni vezani nekovalentno na stijenku ili se dr`e za
stijenku putem disulfidnih mostova. Za proteine koji u sti-
jenci zaostaju nakon ovakvog tretmana i iz stijenke se mo-
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gu izolirati samo enzimskom razgradnjom glukana pomo-
}u preparata glukanaza kao {to su zimoliaza14 ili laminari-
naza15 smatra se da su kovalentno vezani na polisaharidni
dio stijenke.

Pri prvim poku{ajima da se identificiraju pojedina~ni pro-
teini stani~ne stijenke, pojavili su se ozbiljni problemi zbog
jakih nespecifi~nih interakcija izme|u glukana i intracelu-
larnih proteina, osobito pri niskom pH.16 Kao razultat tih
interakcija, tijekom mehani~kog razaranja stanice stani~na
stijenka se one~i{}uje intracelularnim proteinima, oso-
bito glikoliti~kim enzimima.17 Taj problem prevladan je
specifi~nim obilje`avanjem proteina stani~ne stijenke sul-
fo-NHS-biotin reagensom za biotiniliranje proteina. Taj re-
agens zbog svoje izrazito hidrofilne prirode ne mo`e pro}i
kroz membranu stanice pri inkubaciji s ~itavim stanicama,
nego specifi~no reagira s proteinima stijenke.18,19 Elektro-
foretska analiza biotiniliranih proteina dovela je do identi-
fikacije 10 proteina topljivih u SDS-u i 7 proteina izoliranih
pomo}u glukanaza. Tako|er je na|ena grupa proteina koja
u stijenci zaostaje nakon tretmana SDS-om i �-merkaptoe-
tanolom, a izolira se ekstrakcijom pomo}u 30 mmol L–1

NaOH, preko no}i na 4 °C, {to je ukazivalo da postoji jo{
jedan, do tada neotkriven mehanizam lokalizacije kojim
se ekstracelularni proteini mogu uklopiti u stani~nu sti-
jenku.19

Cilj ovog pregleda je sumirati dosada{nje spoznaje o na-
~inu kojim se te tri skupine proteina usmjeravaju i ve`u na
ugljikohidratni dio stani~ne stijenke kvasca S. cerevisiae te
o tome na koji na~in je lokalizacija povezana s njihovom
biolo{kom funkcijom.

Nekovalentno vezani proteini stani~ne stijenke

Raniji poku{aji izolacije i karakterizacije nekovalentno ve-
zanih proteina stani~ne stijenke kvasca S. cerevisiae teme-
ljili su se na ekstrakciji SDS-om te separaciji ekstrahiranih
proteina elektroforezom. Za tako dobivene proteinske
vrpce smatralo se da odgovaraju relativnoj koli~ini i veli~ini
izoliranih proteina stijenke, iako niti jedan pojedina~ni
protein nije bio identificiran. Velik broj elektroforetskih
vrpci i sam njihov profil ukazivao je me|utim ve} tada na
to da ve}ina proteina izoliranih tim postupkom mo`da ni-
su proteini stani~ne stijenke. Ispitivanje nekih fizikalno-ke-
mijskih svojstava razli~itih polisaharida stani~ne stijenke
pokazalo je da �-1,3-glukan nespecifi~no ve`e proteine,
osobito pri niskim pH vrijednostima, prete`ito vodikovim
vezama. Zbog toga stapanje intracelularnim proteinima,
koji se nalaze u velikoj koli~ini nakon mehani~kog razaran-
ja stanice, daje pogre{nu sliku na elektroforezi izvednoj s
proteinima nakon izolacije. Specifi~no obilje`avanje prote-
ina stani~ne stijenke biotinom pomoglo je u prevladavanju
ovog problema iako je pro~i{}avanje pojedina~nih ovako
ozna~enih proteina ~esto ote`ano zbog toga jer su one-
~i{}eni velikim koli~inama glikolitskih enzima ponekad iste
veli~ine kao i neki od proteina stijenke (Cappellaro, C.
usmeno priop}enje).

Proteini nekovalentno vezani na strukturne polisaharide
stani~ne stijenke izoliraju se obi~no otopinom w = 1–2 %
SDS-a koja sadr`i do 5 % �-merkaptoetanola ili primje-
nom Leammli-pufera za uzorke za elektroforezu. Ekstrak-
cija se provodi kuhanjem 5–10 minuta na tempreaturi od
95–100 °C14,15,20. Vrlo sli~an profil proteina mo`e se dobi-
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S l i k a 1 – Na~ini povezivanja proteina stani~ne stijenke kvasca s �-1,3-glukanskim kosturom stijenke. 1. proteini nekovalentno vezani s
�-1,3-glukanom koji se iz stijenke mogu ekstrahirati SDS-om; 2. proteini kovalentno vezani na �-1,3-glukan koji se iz stijenke ekstrahiraju
glukanazama; 3. proteini kovalentno vezani na �-1,3-glukan koji se iz stijenke ekstrahiraju pomo}u NaOH (Pir-porodica proteina); 4.
Aga2p protein koji je za stijenku vezan disulfidnim mostom s Aga1p proteinom.

F i g . 1 – Ways of yeast cell wall proteins binding to the �-1,3-glucan moiety of the wall. 1. proteins noncovalently attached to
�-1,3-glucan extractable by SDS; 2. covalently bound proteins extractable by glucanases; 3. covalently bound proteins extractable by
NaOH; 4. Aga2p protein bound to the wall through a disulphide bond with Aga1p.



ti i tretiranjem cijelih stanica pomo}u 2 mmol L–1 DTT pre-
ko no}i na 4 °C.20 Ta ~injenica ukazivala je na to da bi ovi
proteini mogli biti vezani disulfidnim mostovima na druge
proteine koji su u stijenci vezani kovalentno. Me|utim ta-
kav na~in povezivanja dokazan je samo za jedan protein
(a-aglutinin, vidi kasnije). Osim toga koli~ina proteina izoli-
ranih pomo}u DTT-a uvijek je znatno manja od koli~ine
proteina izolorianih pomo}u SDS-a, pa bi u~inak DTT-a
mogao biti i posljedica indirektnog utjecaja na strukturu
stani~ne stijenke koji rezultira otpu{tanjem manje koli~ine
nekovalentno vezanih proteina.

O samom mehanizmu koji je odgovoran za vezanje protei-
na stani~ne stijenke na polisharidne komponente ne zna
se mnogo, budu}i da se nikakve vidljive strukturne karak-
teristike ovih proteina ne razlikuju od onih koje stanica
lu~i u medij ili od onih koji se nalaze u periplazmatskom
prostoru. Kao {to je ve} ranije spomenuto, na|eno je da
zbog izra`enog potencijala za stvaranje vodikovih mosto-
va, �-1,3-glukan mo`e reagirati s mnogim proteinima in vi-
tro u kiselom pH.16 Iznimku ~ine periplazmatski proteini
invertaza i kisela fosfataza. Tako|er se mo`e primijetiti da
mehani~ko razaranje stanica u kiselom pH rezultira broj-
nim interakcijama izme|u intracelularnih proteina i sta-
ni~ne stijenke, dok dodatkom tih proteina cijelim stanica-
ma ne dolazi do takvih interakcija, {to ukazuje na to da su
one specifi~ne za unutra{nji glukanski sloj stani~ne stijen-
ke.21 Stoga se zapravo postavlja pitanje koje strukturno
obilje`ja spre~ava vezanje proteina izlu~enih u podlogu
vodikovim mostovima na glukan. Va`no je spomenuti da
stanice kvasca u normalnim uvjetima rasta lu~e u podlogu
tek manji broj proteina, a neki od njih na|eni su i u samoj
stijenci. Opisana je naravno i sekrecija brojnih heterolo-
gnih proteina, ali ve}ina njih prekomijerno su producirani
s plazmida koji se u stanici nalaze u velikom broju kopija.
Zbog svega toga ne mo`emo sa sigurno{}u utvrditi posto-
janje odre|enog biokemijskog mehanizma kojim se neko-
valentno vezani proteini ve`u na stijenku. Za odgovor na
to pitanje potrebna su nova saznanja o strukturi tih pro-
teina te njihovoj interakciji s ugljikohidratima stani~ne sti-
jenke.

Hitinaza (Cts1p) i egzoglukanaza (Exg1p)

Prva dva opisana proteina stani~ne stijenke, hitinaza (Cts1p)
i egzoglukanaza (Exg1p), identificirani su prvo kao proteini
koji se izlu~uju u podlogu. Preciznije studije njihove lokali-
zacije pokazale su da se oko 10% svakog proteina ugra|u-
je i u stani~nu stijenku. Cts1p je enzim koji osloba|a stani-
cu k}eri od stanice majke razgradnjom hitinskog prstena,
nakon {to je stvoren primarni i sekundarni septum izme|u
dvije stanice22. Zato se smatra da je upravo dio proteina
vezan na stijenku fiziolo{ki aktivan. Mutanti kojima nedo-
staje protein Cts1p rastu u nakupinama, jer se stanice k}eri
ne mogu odvojiti od stanica majki. C-terminalni kraj ovog
proteina ve`e se specifi~no na hitin ~ime se osigurava nje-
gova visoka koncentracija u podru~ju hitinskog prstena.

Exg1p glukanaza izolirana je iz podloge, a njegova eg-
zo-�-1,3-glukanazna aktivnost odre|ena je in vitro.23 Pra-
vo djelovanje Exg1p proteina kao i fiziolo{ki supstrat s ko-
jim reagira nije poznat, a exg1 mutant nema nikakav vidlji-
vi fenotip. Stoga niti va`nost frakcije ovog enzima u sta-
ni~noj stijenci nije mogu}e prosuditi.

Endoglukanaza (Bgl2p)

Prvi izolirani i sekvencionirani nekovalentno vezani prote-
in stijenke bio je Bgl2p.24 Izoliran je iz stani~nih stijenki za-
grijavanjem u vodi ili puferu na 95 °C. Koli~ina proteina u
ekstraktu bila je razmjerno velika, {to je znatno olak{alo
njegovo pro~i{}avanje. Biokemijska karaktrizacija izolira-
nog Bgl2p prvo je ukazivala na to da taj protein ima eg-
zo-�-1,3-glukanaznu aktivnost, ali su kasnije in vitro studije
pokazale da je taj protein zapravo ili endo-�-1,3-glukana-
za25 ili transglukozidaza26, {to ponajprije ovisi o koncen-
traciji supstrata. Disrupcija BGL2 gena ne dovodi do vidlji-
vog fenotipa,24 ali do neke mjere uspijeva poparaviti {tetu
nastalu mutacijama nekih drugih proteina stijenke (Scw4p,
Scw10p i Scw11p). Ta ~injenica ukazuje na mogu}u anta-
gonisti~ku funkciju Bgl2p prema tim proteinima, ali njego-
vo to~no djelovanje u stani~noj stijenci jo{ uvijek nije poz-
nato.

Scw4p i Scw10p

Kao {to je ranije spomenuto, obilje`avanje stani~ne stijen-
ke biotinom pokazalo se najuspje{nijom metodom za
identifikaciju i karakterizaciju proteina stijenke. U ekstrak-
tu dobivenom iz obilje`enih stijenki SDS-om i �-mer-
kaptoetanolom identificirano je 9 proteina ozna~enih sa
Scw1p-Scw9p (soluble cell wall proteins).19 Budu}i da re-
akcija Scw proteina s SDS-om ote`ava njihovo daljnje pro-
~i{}avanje, isprobani su i alteranativni postupci njihove
ekstrakcije. Na|eno je da ekstrakcija stani~nih stijenki po-
mo}u 2 mmol L–1 DTT na 4 °C preko no}i daje sli~an profil
proteina20, od kojih je sedam pro~i{}eno i sekvencirano
s N-terminalnog kraja. Dobivene sekvencije pokazale su
da je protein Scw2p ve} ranije opisana hitinaza Cts1p, dok
je protein Scw6p identi~an Exg1p, a protein Scw9p pro-
teinu Bgl2p. ^injenica da nije do{lo do obilje`avanja in-
tracelularnih proteina potvrdila je da su ranije na|eni
glikolitski enzimi vezani na stani~nu stijenku17 najvjero-
jatnije pogre{ke i da je ozna~avanje biotinom vrlo spe-
cifi~no.

Pro~i{}avanjem iz biotiniliranog DTT ekstrakta na|ena su
tri nova, do tada neidentificirana proteina stijenke, ozna-
~ena kao Scw3p, Scw4p i Scw10p. Scw10p putuje jedna-
ko kao i Scw4p u gelu za elektroforezu, pa se mo`e de-
tektirati i izolirati samo iz scw4 mutanta. Vrpca proteina
Scw4p i Scw10p najja~a je me|u Scw proteinima, te se
njihovom izolacijom, pro~i{}avanjem i sekvenciranjem
N-terminalnog kraja pokazalo da su ta dva proteina iste
veli~ine i imaju povoljnu me|usobnu homologiju te da su
63 % identi~nosti. Uspore|ivanjem sekvencija ta dva pro-
teina s drugim genima i proteinima u razli~itim baza-
ma podataka na|ena je presudna homologija s nekoli-
ko glukanaza ili proteina sli~nih glukanazama. Zanimljiva
je ~injenica da je najve}a homologija uo~ena s Bgl2p.20

Zbog toga su ta dva proteina izolirana i testirana je nji-
hova potencijalana hidroliti~ka aktivnost in vitro pomo}u
razli~itih polisaharidnih supstrata kao {to su laminarin,
kva{~ev �-1,3-glukan, hitin, pustulan, p-nitrofenilgluko-
zid itd. Niti Scw4p niti Scw10p nije hidrolizirao ni je-
dan od ovih supstrata, {to ukazuje na ~injenicu da ti pro-
teini najvjerojatnije kataliziraju kompleksnije reakcije u
stijenci, za koje im je potrebno ili vi{e od jednog supstrata
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ili to~na struktura ili trodimenzionalna orijentacija sup-
strata.

Pojedina~na disrupcija SCW4 ili SCW10 gena nije dovela
do vidljivog fenotipa, {to se svakako mo`e smatrati poslje-
dicom velike sli~nosti ta dva proteina. Dvostruki mutant
osjetljiv je na djelovanje inhibitora biosinteze stani~ne sti-
jenke, bojila Kalkofluor bijelo i Kongo crveno. Ta dva spoja
~esto se primjenjuju za inhibiciju sinteze stani~ne stijenke.
Smatra se da Kalkofluor bijelo reagira s kristalnom struktu-
rom hitinskih lanaca i na taj na~in sprije~ava njihov rast i
sintezu, dok Kongo crveno djeluje u prvom redu na sinte-
zu glukana. Dvostruki mutant scw4scw10 ima smanjenu
sposobnost parenja, {to je najvjerojatnije indirektna poslje-
dica strukturalnih promjena u stijenci. Stani~na stijenka
scw4scw10 mutanta ima znatno manje kovalentno veza-
nih proteina koji se izoliraju pomo}u glukanaza, {to ukazu-
je na to da bi ta dva proteina mogla na neki na~in sudjelo-
vati u vezanju proteina kovalentnim vezama na �-1,6-glu-
kan20. To mo`e biti ili direktno, sudjelovanjem u en-
zimskom sistemu koji prenosi proteine s GPI-sidrom na
glukan, ili indirektno pri oblikovanju pravilne strukture glu-
kana.

Scw3p

Scw3p je jo{ jedan od proteina identificiranih N-terminal-
nim sekvenciranjem biotiniliranih proteinskih vrpci. Gen
SCW3 je uspore|en s drugim genima dostupnim u raz-
li~itim bazama podataka. Najve}a homologija na|ena je
izme|u SCW3 i ~lanova tzv. SUN porodice. Ta skupina ge-
na sastoji se od tri ~lana, SIM1, UTH1 i NCA3, ~iji su pro-
dukti uklju~eni u razli~ite stani~ne procese. Sim1p sudjelu-
je u regulaciji aktivnosti CDK,27 Uth1p pridonosi starenju
stanice i uklju~en je u odziv u razli~itim stresnim situacija-
ma,28 dok je NCA3 kloniran zahvaljuju}i sposobnosti da
kao supresor ispravi pogre{ku u mitohondrijskoj sintezi
podjedinica 6 i 8 F0 dijela ATP sintetaze.29 O~igledno je

da niti jedan od ovih proteina nije protein stani~ne stijen-
ke i ostaje nepoznanica {to ta ~etiri proteina imaju zajed-
ni~ko. Osim sli~nosti sa SUN porodicom, SCW3 je sli~an i
genu kvasca Candida wickerhamii koji kodira za �-glukana-
zu koja ima nutritivno djelovanje kada stanice rastu na po-
dlozi u kojoj su celulodekstrani izvor ugljika.30 Da li i ta ek-
stracelularna glukanaza sli~no utje~e na S. cerevisiae, jo{ se
uvijek ne zna. Nedavno je postulirano da taj protein ima
utjecaj na odvajanje stanica majki od stanica k}eri, budu}i
da scw3 mutanti ~esto imaju ve}i broj pupova,31 a na|eno
je i da je djelovanje hitinaze kod tog mutanta poreme-
}eno. Jo{ jedan homolog Scw3p proteina, Psu1p opisan je
kod Schizosaccharomyces pombe, ali je kod tog kvasca taj
protein prijeko potreban za rast.32

Scw8p

Scw8p je jo{ jedan protein stijenke koji je identificiran bio-
tiniliranjem. Na|eno je da je Scw8p identi~an Ccw5p pro-
teinu koji je kovalentno vezan na stani~nu stijenku (vidi
kasnije). Zbog toga se mo`e pretpostaviti da je Scw8p ili
intermedijer Ccw5p koji jo{ nije kovalentno vezan na glu-
kan ili je iz nekog razloga krivo lokalizirani oblik tog pro-
teina.

Iz svih tih podataka o proteinima koji su nekovalentno ve-
zani u stani~noj stijenci kvasca S. cerevisiae mo`emo za-
klju~iti da su ti proteini ili enzimi s hidroliti~kom osobito
glikoliti~kom aktivno{}u ili su homolozi takvih enzima. Bu-
du}i da neki od njih ne reagiraju s uobi~ajnim supstratima
za glukozidaze, mo`e se pretpostaviti da kataliziraju speci-
fi~nije reakcije i da svi ne posjeduju hidrolaznu aktivnost,
ve} neki mogu imati i ulogu transglikozidaza. Niz razli~itih,
ponekad i antagonisti~kih djelovanja mogla bi objasniti i
relativno velik broj tih enzima u stani~noj stijenci.

Do sada identificirani nekovalentno vezani proteini nave-
deni su u tablici 1.
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Ta b l i c a 1 – Proteini stani~ne stijenke nekovalentno vezani na polisaharidni kostur stijenke

Ta b l e 1 – Cell wall proteins noncovalently attached to the polysaccharide moiety of the wall

Protein

Protein

Ypd-oznaka

Ypd-code

Veli~ina

Size

Funkcija

Function

Literatura

References

Cts1p/Scw2p YLR286c 116 kDa hitinaza
chitinase 22

Scw3p YNL066w 95 kDa homolog glukanaza
glucanase homologue 19, 31

Scw4p YGR279c 66 kDa homolog glukanaza
glucanase homologue 19,20

Scw10p YMR305c 66 kDa homolog glukanaza
glucanase homologue 19, 20

Exg1p/Scw6p YLR300w 44 kDa egzoglukanaza
exoglucanase 19,23

Scw8p/Ccw5p YJL158c 41 kDa Pir-protein
Pir-protein 19

Bgl2p/Scw9p YGR282c 29 kDa
endoglukanaza/transglukozidaza

endoglucanase/transglucosidase
24



Kovalentno vezani proteini koji se iz stani~ne
stijenke mogu izolirati pomo}u glukanaza

I nakon intenzivnog ispiranja stani~nih stijenki kvasca rea-
gensima koji djeluju na nekovalentne interakcije i disulfid-
ne mostove poput SDS-a, �-merkaptoetanola, uree, guani-
din-hidroklorida ili DTT-a, uglavnom pri povi{enim tempe-
raturama, u stijenci jo{ uvijek zaostaju proteini. Stoga se
smatra da su ti proteini vezani kovalentno na strukturne
polisaharidne komponente stijenke. Valentin i sur.14 prvi su
izolirali proteine iz stijenki koje su prethodno tretirane
vru}im SDS–om i �- merkaptoetanolom pomo}u zimolia-
ze, komercijanog preparata glukanaze. Kasnija istra`ivanja
pokazala su da je laminarinaza, sli~an komercijalni prepa-
rat koji se primjenjuje za analizu stani~nih stijenki kvasca,
mnogo povoljnija za izolaciju opisanih proteina15,19, vjero-
jatno zbog ni`e proteoliti~ke aktivnosti sadr`ane u prepa-
ratu. Tako|er se rabe i razli~iti glukanazni preparati koji
sadr`e manje ne~isto}a i vi{e ~iste �-1,3-glukozidazne ak-
tivnosti, ali nakon izolacije svim tim preparatima uvijek se
dobiva sli~an elektroforetski profil proteinskih vrpci ekstra-
hiranih proteina. Tako izolirani proteini upotrijebljeni su
kao osnova za karakterizaciju ove skupine proteina.

Aglutinini

Prvi bolje prou~en kovalentno vezani protein stijenke kva-
sca S. cerevisiae bio je �-aglutinin.33,34 Biosinteza tog pro-
teina inducira se feromonom �-faktorom nakon ~ega se
protein ugra|uje u stani~nu stijenku gdje podsti~e reakciju
aglutinacije reagiraju}i specifi~no s a-aglutininom, koji je
sastavni dio stijenke stanica suprotnog tipa parenja.35,36

Protein je glikoziliran i ima N- i O-glikozidno vezane uglji-
kohidratne lance. Jedan dio proteina bogat je serinima i
treoninima, te se ~ini da je taj dio proteina intenzivno
O-glikoziliran. Analiza sekvencije �-aglutinina pokazala je
da taj protein sadr`i signal za dodavanje glikozil-fosfatidili-
nozitolnog (GPI) sidra na C–terminalnom kraju37. Studija
intermedijernih oblika �-aglutinina koji prolaze kroz sekre-
torni put ukazuje da se taj protein transportira od ER do
Golgija, a zatim i do citoplazmatske membrane u molekul-
skom obliku koji ve} sadr`i GPI-sidro. Kada protein dose-
gne vanjsku stranu stani~ne membrane, jedna od glikozid-
nih veza unutar GPI-sidra se hidrolizira, a protein se tran-
slocira u stani~nu stijenku. Identifikacija sljede}a tri protei-
na koja se tako|er mogu ekstrahirati pomo}u glukanaza,
koja su nazvana Cwp1p, Cwp2p i Tip1p, pokazala je da i ti
proteini sadr`e potencijalni signal za dodavanje GPI-si-
dra,38 {to ukazuje na to da je taj na~in vezanja proteina na
stani~nu stijenku op}eniti princip. U isto vrijeme postavlje-
na je hipoteza da se ta skupina proteina ve`e na �-1,6-glu-
kan stijenke koji je s druge strane vezan za osnovni �-1,3-
-glukanski kostur (slika 1). Na takav zaklju~ak navodi rezul-
tat da se ti proteini izoliraju laminarinazom koja ima �-1,3-
-glukanaznu aktivnost, te da nakon toga reagiraju s antitije-
lima specifi~nim za �-1,6-glukan.15,38 Pretpostavlja se da
prijenos GPI-sidra na �-1,6-glukan uklju~uje reakciju trans-
manozilacije,6,39 ali detalji mehanizma te reakcije, niti en-
zimi koji sudjeluju u njima, za sad nisu pozanati.

Osim �-aglutinina u povezivanju stanica kvasca prilikom
parenja MAT� stanica sudjeluje i partnerski protein sta-
ni~ne stijenke MATa stanice nazvan a-aglutinin. Taj protein
je zapravo kompleks koji se sastoji od dvije komponente

koje su produkti AGA1 i AGA2 gena. Aga2p je zapravo ak-
tivna podjedinica a-aglutinina koja stupa u izravnu interak-
ciju s �-aglutininom u procesu aglutinacije. Aga1p, pred-
stavlja tzv. “core” protein, koji je na stijenku vezan preko
GPI–sidra40 i slu`i kao “nosa~” a-aglutinina. Ta dva protei-
na povezana su pomo}u dva disulfidna mosta36 i za sada
niti jedna druga funkcija proteina Aga1p nije poznata.

Iako se dodatkom �-merkaptoetanola i DTT-a pove}ava
koli~ina izoliranih proteina koji su na stijenku vezani neko-
valentnim vezama, niti za jedan od njih nije dokazano da
je za njihovu lokalizaciju nu`na veza s nekim drugim pro-
teinom stijenke disulfidnim mostovima. Zbog toga je ve-
zanje a-aglutinina za sada jedini primjer takvog na~ina lo-
kalizacije u S. cerevisiae.

Flokulacijski proteini

Jo{ jedna specifi~na funkcija stani~ne stijenke u kojoj sud-
jeluju manoproteini je flokulacija. To je nespolna reverzi-
bilna agregacija stanica koju je ve}ina laboratorijskih soje-
va S. cerevisiae izgubila. Smatra se da pri flokulaciji dolazi
do interakcija specifi~nih lektina stijenke s mananskim di-
jelom drugih manoproteina. Tri su gena, FLO1, FLO5 i
FLO8, prijeko potrebna za flokulaciju.41 Flo1p protein izo-
liran je i pro~i{}en iz laminarinaznog ekstrakta.42 Lokaliza-
cija tog proteina nije posve jasna jer su znatne koli~ine
istog izolirane produljenim i ponovljenim tretmanom vru-
}im SDS-om. Ipak, izgleda da je Flo1p uglavnom vezan
preko GPI-sidra, {to je dokazano ~injenicom da delecijom
C-terminalnog djela proteina koji je odgovoran za vezanje
molekule GPI dolazi do izlu~ivanja Flo1p u medij. Osim
toga, ta delecija dovodi i do gubitka sposobnsti flokulacije,
{to ukazuje na to da je Flo1p izravno odgovoran za me|u-
stani~ne interakcije tijekom flokulacije.42

Cwp1p, Cwp2p i Tip1p

Tri proteina nazvana Cwp1p, Cwp2p i Tip1p izolirana su iz
pro~i{}enih stijenki laminarinazom te je uo~eno da na blo-
tu reagiraju s anti-�-1,6-glukan antitijelima.15 Kao {to je
ve} spomenuto, ~injenica da su ti proteini jo{ uvijek nosili
�-1,6-glukan epitop vodi zaklju~ku da je ta skupina protei-
na povezana s �-1,3-glukanskom mre`om stijenke preko
�-1,6-glukana. ^ini se da ni jedan od ta tri proteina nema
bitni utjecaj na rast, parenje ili sporulaciju te na bilo koju
drugu poznatu zna~ajku stijenke, jer odgovaraju}i mutanti
ne pokazuju nikakav vidljiv fenotip. Uo~eno je op}enito
slabljenje stijenke cwp1 i cwp2 mutanata, kao i pove}ana
osjetljivost tip1 stanica pri ni`im temperaturama, no prava
fiziolo{ka funkcija tih proteina jo{ nije poja{njena.

Icw1p

Icw1p izoliran je i karakteriziran jer sadr`i epitop za mo-
noklonska antitijela pripremljena prema ekstraktu stani~ne
stijenke kvasca S. cerevisiae.43 Imunofluorescencijska ana-
liza pokazala je da bi protein mogao biti smje{ten u unu-
tarnjem sloju stani~ne stijenke jer je utvr|eno da antitijela
mogu doprijeti do njega samo kada je vanjski manopro-
teinski sloj o{te}en antibiotikom tunikamicinom. Mogu}a
funkcija tog proteina je tako|er nepoznata, a disrupcija
odgovaraju}eg gena dovodi do pove}ane osjetljivosti stani-
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ca na zimoliazu te na Calcofluor white i Congo red. Autori
su za ovaj protein43 predlo`ili strukturnu ulogu.

Sed1p

Sed1p izoliran je digestijom pro~i{}enih stani~nih stijenki
djelovanjem serinske proteaze I. Ta proteaza izolirana je iz
Rarobacter faecitabidus i djeluje tako da prepozna manan-
ski lanac vezan na molekulu proteina i cijepa peptidnu ve-
zu u njegovoj blizini. ^ini se da je Sed1p jedan od najza-
stupljenijih proteina stijenke u stacionarnoj fazi rasta.44 Za-
nimljivo je da je SED1 gen prvo karakteriziran kao supresor
erd1 mutanta koji je deficitaran u zadr`avanju proteina ko-
jima je stani~no odredi{te ER45. No kakva je veza izme|u
tog procesa i hiperprodukcije jednog proteina stani~ne sti-
jenke, potpuno je nejasno. Jedini vidljiv fenotip sed1 mu-
tanata je osjetljivost stanica na zimolijazu, {to me|utim po-
kazuje velik broj mutanata proteina stani~ne stijenke kva-
sca S. cerevisiae

Tir1p i Tir2p

Jo{ je jedan protein, veli~ine oko 100 kDa, izoliran iz sta-
ni~ne stijenke kulture u stacionarnoj fazi djelovanjem pro-
teaze I iz Rarobacter faecitabidus. Uo~eno je da tog protei-
na ima vrlo malo u kulturi uzgojenoj uz aeraciju.46 Taj pro-
tein identificiran je kao produkt TIR1/SRP1 gena ~ija je in-
dukcija stimulirana glukozom, “hladnim {okom” i anaero-
biozom. Tako|er je na|eno da je njegova regulirana Rox1p
represorom.46 Izolirani protein reagira s anti-�-1,6-glukan
antitijelima {to ukazuje na to da je i taj protein vezan na
polisaharide stijenke, kao i drugi proteini te grupe. Tir2p je
protein homologan Tir1p. Kao i za ve}inu drugih proteina
te grupe fiziolo{ko djelovanje tog proteina nije poznato.
Osim toga, posve je nejasno za{to bi rast u anaerobnim
uvjetima uzrokovao indukciju niza novih proteina stani~ne
stijenke.

Ccw12p i Ccw13p

Ozna~avanje proteina stani~ne stijenke kvasca S. cerevi-
siae biotinom i njihova sistematska identifikacija otkrila je
ve}inu kovalentno vezanih proteina stani~ne stijenke opi-
sanih u drugim studijama. Pet biotiniliranih proteinskih
vrpci dominirale su nakon elektroforeze,19 a naknadno su
identificirana jo{ dva proteina koja zaostaju u gelu za sa-
bijanje47. Prvih pet proteinskih vrpci ozna~ene su kao
Ccw1p-Ccw5p, dok su dva naknadno otkrivena proteina
ozna~ena s Ccw12p i Ccw13p. Sekvenciranje N-terminal-
nog kraja proteina izoliranih iz gela pokazalo je da je
Ccw1p identi~an proteinu Icwp1p, Ccw2p predstavlja
Tip1p, a za Ccw3p pokazalo se da je smjesa proteina
Tip1p i Icwp1 (M. Ecker, neobjavljeni rezultat). Ccw4p nije
identificiran, dok je Ccw5p bio novi do sada neidentifici-
ran protein. Kako taj protein posjeduje sve strukturne ka-
rakteristike tre}e grupe proteina koji se izoliraju iz stijenke
pomo}u NaOH, on }e biti opisan s tom skupinom u slje-
de}em poglavlju.

Za Ccw12p na|eno je da je produkt ve} ranije opisanog
�0.6 gena koji je negativno reguliran �-faktorom.48 To je
mali, ali intenzivno O- i N-glikozilirani protein. Upitno je,
me|utim, mo`e li dodatak {e}era biti odgovoran za tako

veliko pove}anje u veli~ini da protein ne ulazi u gel za raz-
dvajanje tijekom elektroforeze. Mutacije u CCW12 genu
pove}avaju osjetljivost kvasca na Calcofluor white i Congo
red. Tako|er su uo~ene te{ko}e u parenju kod ovog mu-
tanta koje su posljedica ote`anog procesa aglutinacije.47

Kako mutant sadr`i jednake koli~ine aglutinina u stijenci ti-
jekom indukcije feromona, te{ko}e u aglutinaciji se ob-
ja{njavaju promjenama strukture stani~ne stijenke koje
onemogu}uju odgovaraju}i kontakt izme|u stanica suprot-
nog tipa parenja. Zanimljivo je da je gen CCW12 homolo-
gan u ve}em dijelu genu SED1, ali biolo{ko zna~enje te
~inenice nije jasno.

Ccw13p je produkt DAN1 gena koji se poput Tir1p i Tir2p
inducira u anaerobnim uvjetima rasta.49 Me|utim nema
istaknute homologije izme|u Ccw13p i Tir1p proteina i
oni o~ito ne pripadaju istoj porodici. Kao i za proteine
Tir1p i Tir2p, tako ni za Ccw13p / Dan1p fiziolo{ka funkci-
ja nije poznata.

Skupina kovalentno vezanih proteina koji se ekstrahiraju
pomo}u glukanaza uklju~uje manoproteine koji dijele
mnoge strukturne sli~nosti. Svi oni posjeduju signal za ve-
zanje GPI sidra na C-terminalnom kraju koji je nu`an za
njihovu to~nu lokalizaciju. Osim toga svi su bogati hidrok-
silnim aminokiselinama koje su posebno brojne u pojedi-
nim djelovima njihove sekvencije. Kona~no, svi proteini
ove skupine jako su glikozilirani i N- i O-glikozilacijom. O
samom fiziolo{kom djelovanju te skupine proteina malo se
zna osim onih koji se induciraju tijekom pojedinih do-
ga|aja u stanici poput aglutinacije ili flokulacije. Mutacija
nekih od proteina te skupine dovodi op}enito do po-
ve}ane osjetljivosti i slabljenja stani~ne stijenke.43,44,47

Me|utim vi{estruka disrupcija CCW12, CCW13, CWP1,
TIP1 i ICWP1 gena (~ime su uklonjene najja~e proteinske
vrpce ove skupine) nije dovela do nekih bitnih problema u
rastu mutanta, niti je za njegov rast potreban osmotski sa-
bilizator (M. Ecker, neobjavljeni rezultat). Tako|er, ~ini se
da se prilikom anaerobnog rasta inducira cijeli niz proteina
stani~ne stijenke iako veza izme|u anaerobioze i strukture
stani~ne stijenke za sada jo{ uvijek nije jasna. Do sada
identificirani proteini te skupine prikazani su u tablici 2.

Kovalentno vezani proteini stani~ne stijenke
izolirani pomo}u NaOH

Posebna skupina proteina dobivena je inkubacijom stijenki
koje su prethodno tretirane vru}im SDS-om preko no}i u
30 mmol L–1 NaOH na 4 °C (tablica 3). Pet proteinskih
vrpci mo`e se razdvojiti elektroforezom biotiniliranih pro-
teina ekstrahiranih pomo}u NaOH i oni su nazvani Ccw6p
– Ccw11p.19 ^etiri proteina su pro~i{}ena i sekvencirani su
njihovi N-terminalni krajevi, {to je pokazalo da je Ccw11p
identi~an proteinu Ccw5p koji je ve} ranije identificiran u
laminarinaznom ekstraktu. Zbog toga se taj protein dalje
ozna~ava Ccw5p. Kao {to je ve} ranije spomenuto, osim
Ccw5p jo{ su tri druga proteina te grupe, Ccw6p, Ccw7p i
Ccw8p, identificirana sekvenciranjem njihovih N-terminal-
nih krajeva. Za gen CCW6 na|eno je da je identi~an ve}
ranije opisanom PIR1 genu, CCW7 odgovara genu PIR2,
dok je CCW8 gen identi~an PIR3 genu. Ta tri gena na|ena
su sekvenciranjem FSR2 gena (odnosno njegove okoline)
koji je smje{ten neposredno uz PIR1 gen50. Hibridizacijom
po Southernu na|ena su jo{ dva homologna gena nazvana
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PIR2 i PIR3. Ta skupina gena prvotno je privukla pozornost
zbog svojih realtivno duga~kih ponavljaju}ih sekvencija.
Za Ccw7p/Pir2p na|eno je da je identi~an ve} ranije iden-
tificiranom proteinu HSP150, ~ija se biosinteza inducira na
povi{enoj temperaturi pri ~emu dolazi do izlu~ivanja ve}e
koli~ine tog proteina u okolni medij51. Biotiniliranjem i ek-
strakcijom pomo}u NaOH Pir1p, Pir2p i Pir3p prona|eni
su u stani~noj stijenci,19 a tako|er je utvr|eno da i Ccw5p
pripada istoj porodici koju karakterizira visoki stupanj ho-
mologije i nekoliko zajedni~kih strukturnih zna~ajki. Svi
imaju identi~nu ponavljaju}u sekvenciju na N-terminal-
nom kraju, a broj ponavljaju}ih jedinica kre}e se izme|u
2, kod Ccw5p, i 10, kod Ccw7p. Tako|er svi imaju mjesto

koje prepoznaje i procesira Kex2p proteaza, {to je potvr-
|eno usporedbom s veli~inom ovih proteina u kex2 mu-
tantu.19 Niti jedan od proteina te porodice ne sadr`i signal
za dodatak GPI-sidra na C-terminalnom kraju, {to je karak-
teristi~no za ostale kovalentno vezane proteine stani~ne
stijenke. Zato na~in njihova vezanja na glukan mora biti
druga~iji od mehanizma vezanja skupine proteina koji se
iz stijenke osloba|aju glukanazama. Kako se ti proteini iz
stijenke izoliraju pod uvjetima blage �-eliminacije, a kako
su svi intenzivno O-glikozilirani, mo`e se pretpostaviti da
O-glikozidni mananski lanci sudjeluju na neki na~in u po-
vezivanju tih proteina na stani~nu stijenku. Kako je na|e-
no da Ccw5p izoliran iz stijenke digestijom �-1,3-glukana-
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Ta b l i c a 2 – Proteini stani~ne stijenke kovalentno vezani na polisaharidni kostur stijenke koji se mogu ekstrahirati glukanazama.

Ta b l e 2 – Glucanase extractable cell wall proteins covalently attached to the polysaccharide moiety of the wall

Protein

Protein

Ypd-oznaka

Ypd-code

Ekstrahiran s

Extractable by

Veli~ina

Size

Funkcija/regulacija

Function/regulation

Literatura

References

Ccw12p/�0.6p YLR110c glukanazama
glucanases 300 kDa negativno reguliran �-faktorom

down-regulated by �-factor 47

Ccw13p/Dan1p YJR150c glukanazama
glucanases 300 kDa anaerobni rast

anaerobic growth 47

Flo1p YAR050w glukanazama
glucanases 300 kDa flokulacija

flocculation 41, 42

Sed1p YDR077w R .faecitabidus proteinazom I glukanazama
R .faecitabidus proteinase I, glucanases 300 kDa stacionarne stanice

stationary cells 44

Ag�1p YJR004c glukanazama
glucanases 250 kDa �-aglutinin

�-agglutinin 33, 34

Aga1p YNR044c glukanazama
glucanases 73 kDa ”core” dio a-aglutinina

“core” part of a-agglutinin 40

Aga2p YGL032c 2-merkaptoetanolom glukanazama
2-mercaptoethanol, glucanases 22 kDa funkcionalni dio a-aglutinina

functional part of a-agglutinin 35

Tir1p/Srp1p YER011w R .faecitabidus proteinazom I glukanazama
R .faecitabidus proteinase I, glucanases 100 kDa anaerobni rast

anaerobic growth 46

Cwp1p YKL096w glukanazama
glucanases 55 kDa ? 15

Tip1p YBR067c glukanazama
glucanases 80 kDa ? 15

Cwp2p YKL444 glukanazama
glucanases 180 kDa ? 15

Icwp1p/Ccw1p YLR391w glukanazama
glucanases 250 kDa ? 43

Ta b l i c a 3 – Proteini stani~ne stijenke kovalentno vezani na polisaharidni kostur stijenke koji se mogu ekstrahirati pomo}u NaOH.

Ta b l e 3 – NaOH extractable cell wall proteins covalently attached to the polysaccharide moiety of the wall

Protein

Protein

Ypd-oznaka

Ypd-code

Ekstrahiran s

Extractable by

Veli~ina

Size

Literatura

References

Ccw5p/Ccw11p/Scw8p YJL158c glucanases, NaOH 41 kDa 19

Ccw6p/Pir1p YKL164c NaOH 250 kDa 19

Ccw7p YJL159c NaOH 115 kDa 19, 51

Ccw8p/Pir3p YKL163w NaOH 57 kDa 19



zom ne reagira s anti-�-1,6-glukan antitijelima, mo`e se
zaklju~iti da su ovi proteini vjerojatno izravno vezani na
�-1,3-glukan.

Mogu}e djelovanje tih proteina u stijenci za sada je nepoz-
nato. Disrupcija pojedinih gena koji kodiraju za tu porodi-
cu proteina nije dovela do vidljivog fenotipa, kao {to bi se
moglo i o~ekivati s obzirom na njihovu veliku me|usobnu
sli~nost.19 Vi{estruka mutacija sva ~etiri identificirana pro-
teina te porodice rezultirala je pove}anom osjetljivo{}u
prema Calcofluor white i Congo red te izmjenjenom mor-
fologijom. Stanice mutanta su ve}e, ~esto nepravilnog obli-
ka i rastu u nakupinama.52 To~na promjena koja se javlja u
stani~noj stijenci kod tog mutanta nije poznata, ali je in-
tenzitet promjene fenotipa u korelaciji s brojem disruptira-
nih gena.

Zaklju~ak

Brojne studije proteina stani~ne stijenke kvasaca, naj~e{}e
Saccharomyces cerevisiae, pokazale su da postoje tri skupi-
ne proteina stijenke koje se me|usobno razlikuju po me-
hanizmu kojim se proteini ugra|uju u ovu ekstracelularnu
organelu. Analizom fiziolo{kih funkcija tih proteina poka-
zano je da bi na~in na koji se oni ugra|uju u stijenku mo-
gao biti u korelaciji s njihovim djelovanjem u stijenci. Tako
su enzimi vjerojatno potrebni za oblikovanje, o~uvanje i
promjene strukture stani~ne stijenke na|eni uglavnom
me|u nekovalentno vezanim proteinima. Za kovalentno
vezane proteine ~esto se smatra da su samo strukturalne
komponente, ali njihov relativno velik broj i raznolikost
ukazuju na to da i ti proteini imaju neke konkretne, za sad
nepoznate, uloge. Proteini koji se iz stijenke izoliraju po-
mo}u NaOH su najmanje istra`eni, ali budu}i da svi pripa-
daju istoj porodici, mogu}e je da je i njihova uloga u sti-
jenci na neki na~in povezana s na~inom njihove ugradnje
u stijenku. Kako su mnogi aspekti strukture stijenke kao i
njene mogu}e funkcije jo{ uvjek u velikoj mjeri nepozna-
nica, budu}a istra`ivanja bit }e usmjerena identifikaciji
preostalih proteina, potom rasvjetljavanju molekularnh
mehanizama koji sudjeluju u vezanju proteina u stijenku i
kona~no spoznajama o njihovom fiziolo{kom djelovanju.
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SUMMARY

Localisation and physiological role of Saccharomyces cerevisiae cell wall proteins

D. Kokanj and V. Mr{a

Yeast cell wall is composed of about 85–90% carbohydrate and the remaining 10–15% protein. About
half of the carbohydrate part of the wall is made of glucose organised in long unbranched chains in which
monomeric units are linked by �-1,3-glycosidic linkages forming the structural fundament providing the
required mechanical integrity and stability of the cell wall, thus fulfilling its major biological role.
�-1,3-glucan serves also as a support for other molecules by which a yeast cell “sees” and “feels” its envi-
ronment, most importantly for proteins. The cell wall of Saccharomyces cerevisiae contains a number of
different mannoproteins. They are considered to play different roles in building, maintaining and modify-
ing the wall itself through the life cycle. Besides, they are important for interactions of cells with their sur-
rounding, the example of which are intercellular interactions during agglutination or flocculation. Cell
wall proteins can be divided in three groups according to the mechanism by which they are attached to
the wall. The first group of proteins is noncovalently connected to the cell wall structural polysaccharides
and the identification of several members of this group showed that, most probably, they all possess enzy-
matic activities. The second group comprises proteins covalently attached to �-1,6-glucan, and they can
be released from the wall by different glucanase preparations. Finally, a group of proteins can be ex-
tracted from the wall by 30 mM NaOH but the actual link by which they are attached to the cell wall is
unknown.

In this review a survey of yeast cell wall proteins is made with an emphasis on our current knowledge of
biochemical interactions involved in the incorporation of different groups of proteins into the wall.
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