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1. UvOD



Stanica je slozeni zivotni sustav koji ovisi o ravnotezi anabolickih 1 katabolickih
procesa. Svakodnevno u stanici nastaju razli¢ite makromolekule koje su stanici potrebne za
normalno funkcioniranje. Takoder, odredene makromolekule moraju se razgraditi jer viSe ne
sluze svojoj prvotnoj svrsi. Kako je stanica izrazito metabolicki aktivna, kao posljedica tog
metabolizma mogu nastati razliCiti Stetni radikali koji oStec¢uju razli¢ite makromolekule i
organele. Jednom oSteéene organele postaju nefunkcionalne u stanici te ih stanica mora
odstraniti odnosno razgraditi kako bi sprijecila svoju smrt. Postoje dva slozena proteoliticka
sustava kojima stanica razgraduje oStecene makromolekule i organele, a to su ubikvitin -

proteasomalni sustav i lizosomom posredovani sustav ili autofagija.

1.1. Ubikvitin-proteasomalni sustav

Ubikvitin je mali protein sastavljen od svega 76 aminokiselina. Njegov primarni
aminokiselinski slijed je visoko konzerviran od kvasaca do sisavaca. Ubikvitin u svojoj
strukturi ima sedam lizina (K6, K11, K27, K29, K33, K48 i K63) koji sluzi za kovalentno
vezivanje jednog ubikvitina za drugi, preko izopeptidne veze, tvore¢i lanac. Nastajanje
ubikvitinskih lanaca na razli¢itim lizinskim nastavcima omogucuje signaliziranje razli¢itih
puteva (1).

Ubikvitin - proteasomalni sustav je visoko regulirani sustav koji prepoznaje i
razgraduje razliCite stani¢ne proteine s visokom specifi¢noséu i selektivnoscéu (2). Ubikvitin-
proteasomalni sustav sudjeluje u regulaciji stani¢nih procesa kao §to su: obradivanje antigena
u stanici, apoptoza, stani¢ni ciklus i dioba, transkripcija DNA i njen popravak, miSi¢na i
ziv€ana oStecenja, modulacija povrSinskih stanic¢nih receptora, odgovor na stres, odgovor na

virusnu infekciju, itd. (2)

Ubikvitin - proteasomalni sustav sastoji se od 2 glavne sastavnice: enzima koji vezu
substrat (E1, E2, i E3 enzimi) i enzima koji razgraduju substrat, tzv. deubikvitinaze (3).
Mehanizam ubikvitinilacije se odvija u dva koraka. U prvom koraku aktivira se karboksilna
skupina glicina 76 ubikvitina posredovanjem ubikvitin-aktiviraju¢eg proteina (E1 enzim).
Ovaj korak ukljuCuje i hidrolizu molekule ATP-a u PP;i kako bi nastala veza izmedu
intermedijera adenilat ubikvitina i enzima E1. Tako stvoreni aktivirani ubikvitin se prenosi i
veZze na tiolnu skupinu cisteina u aktivhom mjestu enzima E2 (ubikvitin - konjugirajuci
enzim). E2 zatim moze sam prenijeti ubikvitin na ciljani protein ili to moZe ucinit

posredstvom enzima E3 (ubikvitin ligaza) stvaraju¢i amidnu vezu izmedu karboksilne grupe
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glicina 76 ubikvitina i &- amino grupe lizinskog ostatka proteinskog substrata. Jednom kad
proteinski substrat postane mono-ubikvitiniran, na njemu se formira poliubikvitinski lanac.
Mehanizam rasta ubikvitinskog lanca isti je kao i mehanizam kojim se ubikvitin veze na
proteinski substrat. Kod rasta ubikvitinskog lanca karboksilna grupa na glicinu 76 na
karboksilnom kraju ubikvitina kovalentno se veze za unutarnji lizinski ostatak ubikivitina koji
je ve¢ vezan na proteinski substrat (2). Vezanjem K48 i K29 poliubikvitinskog lanca na ciljani
protein omogucuje se njegovo spajanje sa proteasomom 26S. Proteasom 26S se sastoji od
jedne 20S podjedinice i dvije 19S podjedinice. 19S podjedinice su odgovorne za
prepoznavanje ubikvitiniranih supstrata, dok je 20S podjedinica odgovorna za proteolitiCku

razgradnju ubikvitiniranih substrata (3).

1.2. Autofagija

Autofagija je visoko konzervirani proces koji se pojavljuje u vecini eukariotskih
stanica i sudjeluje u kontroli stani¢nog stresa. Ovaj proces ukljuc¢uje de novo formiranje
vezikula koje se nazivaju autofagosomi i koje mogu ,,progutati itave organele, nakupine
proteina, te unutarstani¢ne patogene (4). Autofagija je proces koji podrzava Zivot stanice
uklanjaju¢i oSte¢ene organele te razgradujuci proteinske agregate iz kojih se oslobadaju
aminokiseline koje stanica moZe ponovno upotrijebiti za sintezu drugih proteina. lako je
autofagija proces koji omogucava stanici zivot uklanjajuci sve dijelove koji su joj nepotrebni i
za nju Stetni, autofagija moze takoder dovesti do stani¢ne smrti i to kroz opseznu

samodigestiju i razgradnju esencijalnih stani¢nih dijelova. (5).

Postoje tri razlicita tipa autofagije: makroautofagija, mikroautofagija 1 Saperonima
posredovana autofagija. Svi ovi tipovi autofagije zapravo su dio lizosomske razgradnje
stani¢nih dijelova, $to zna¢i da je lizosom zavr$no odrediSte stani¢nih dijelova koji su
predodredeni za razgradnju. U makroautofagiji, autofagosomima se sadrzaj prenosi do
lizosoma, a zatim se autofagosom spaja s lizosomom tvore¢i na ovaj nacin autolizosom. Kod
mikroautofagije lizosom samostalno invaginacijom membrane direktno unosi citoplazmatske
dijelove u svoju unutrasnjost. | mikro- i makroautofagiji je zajednicko da mogu progutati i
razgraditi velike strukture. (6). U Saperonima posredovanoj autofagiji ciljni proteini su vezani
u komplekse za Saperone. Tako formirani kompleksi nalaze se rasporedeni duz membrane

lizosoma. Na membrani lizosoma se nalaze posebni proteini koji prepoznaju protein u
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kompleksu sa Saperonom i dovode do njegovog odvajanja sa Saperona te konacno njegove

razgradnje unutar lizosoma (slika 1). (6).

Preautofagosom Eims?lr: Citosolni
8 vomp exs protein
saperona
AUTOFAGIJA d%

\ \ Ubikvitin

Makroautofagija

Slika 1. Shematski prikaz autofagije, heterofagije i ubikvitin- proteasomalnog sustava-
Slika prikazuje makroautofagiju, mikroautofagiju te Saperonima posredovanu autofagiju.
Takoder se moZe vidjeti usporedba izmedu autofagije, heterofagije 1 ubikvitin -
proteasomalnog sustava. Preuzeto i modificirano od: (28)

Autofagija je prisutna u svim eukariotskim stanicama kao metabolicki homeostatski
mehanizam (7). Razli¢iti ¢imbenici mogu dovesti do aktivacije autofagije kao §to su
hipoksija, protuupalni odgovor i nedostatak nutrijenata, odnosno gladovanje (8). Jednom kada
dode do aktivacije autofagije, dva su moguca ishoda: jedan od ishoda je da aktivacijom

autofagije dode do pokretanja neapoptotskog tipa 2 programirane stani¢ne smrti, dok je drugi

moguci uéinak prilagodba stanice i samim time njezino prezivljenje. (8).
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1.3. Mehanizam i regulacija autofagije

Autofagija zapo€inje membranskom strukturom tzv. izolacijskom membranom
poznatom joS kao i fagofor. Fagofor najvjerojatnije nastaje iz lipidnog dvosloja koji potjece
od stani¢ne membrane, endoplazmatskog retikuluma, Golgijevog tijela ili mitohondrija (9).
Fagofor se potom $iri kako bi mogao progutati unutarstani¢ni sadrzaj kao Sto su proteinski
agregati, stanicne organele i ribosomi te ih na taj nacin odvojiti u unutrasnjost autofagosoma.
Autofagosom u kojem je sada zarobljen stani¢ni sadrzaj spreman za razgradnju, spaja se s
lizosomom. Spajanje autofagosoma sa lizosomom omogucava kiselim proteazama lizosoma
da razgrade stani¢ni sadrzaj koji se nalazio unutar autofagosoma. Lizosomalne permeaze i
transporteri potom prenose aminokiseline i druge produkte razgradnje natrag u citoplazmu
gdje postaju dostupni za ponovnu sintezu vaznih stani¢nih makromolekula. (10) Na slici 2 je

shematski je prikazan gore opisani mehanizam.

Rani endosom

[zvorimembrane za fagotoru .
Kasni endosom/ Lizosom
MVB
Endoplazmatski

1‘etil;ulum\

L)
Vanjska membrana /
mitohondrija —i |
|
\\_ L /

/Golgij evotijelo

/

FAGOFORA  AUTOFAGOSOM AMFISOM AUTOLIZOSOM

Plazina membrana

Inicijacija, nukleacija,
- . . + - g PR P
Koracirazvoja cillizacija, 3irenje i
zatvaranje membrane

>+ . Sazijevanjeili - >
maturacija

'pH ToEe —_—

Slika 2. Shematski prikaz autofagije. Autofagija pocinje nastajanjem membranske strukture
tzv. izolacijske membrane ili fagofora. U stanici postoje razli¢iti izvori membrana koje mogu
posluziti za formiranje fagofore. Membrana se zatim Siri i zatvara tvore¢i autofagosom.
Tijekom sazrijevanja, autofagosom se spaja sa kasnim endosomom te multivezikularnim
tijelom. Nastaje amfisom koji se u zadnjem koraku spaja s lizosomom. Preuzeto i
modificirano od: (11).
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Budu¢i da je autofagija slozen stanicni proces mora na molekularnoj razini biti dobro
reguliran. Regulacija autofagije se odvija u 5 koraka: (a) formiranje fagofora ili nukleacija, (b)
Atg5- Atgl2 konjugacija, interakcija Atgl6L i multimerizacija na fagoforu, (c) LC3
procesiranje 1 ulaganje u Sirecu membranu fagofora, (d) hvatanje specificnih ili nespecifi¢nih
struktura za razgradnju, (e) spajanje autofagosoma i lizosoma, nakon Kkojeg slijedi
proteoliti¢ka razgradnja sadrzaja autofagosoma. (10).

U prisutnosti aminokiselina, faktora rasta i dovoljne koliine energije u stanici
kompleks mTOR1 (mTORC1) blokira autofagiju inhibicijom kinazne aktivnosti ULK1. U
odsutstvu aminokiselina, faktora rasta i kod promjene omjera AMP/ATP u korist AMP tada
dolazi do inhibicije mTORC1 i ULK1 moze aktivirati autofagiju (Inicijacija na slici 3).
Tijekom gladovanja dolazi do aktivacije JNK1 koji fosforilira Bcl-2 te na taj nacin blokira
inhibitorni u¢inak Bcl-2 na kompleks Beclin1/hVps34/Atgl4. DAPK (engl.Death- associated
protein kinase) fosforiliraBeclinl s$to dovodi do Bcl-2 disocijacije sa gore navedenog
kompleksa. Aktivnost kompleksa Beclinl/hVps34/Atgl4 vazna je za nukleaciju
autofagosomalne membrane. Rast i zatvaranje autofagosomalne membrane ovisi o Atgl2 i
LC3. Kompleks Atg12 —Atg5 povezuje se sa Atgl6 te dolazi do stimulacije konjugacije LC3-I
sa fosfatidiletanolaminom (PE) ¢ime dolazi do nastanka LC3-1l (lipidirani LC3-1). Daljnje
Sirenje autofagosomalne membrane najvjerojatnije ovisi o opskrbi lipidima od strane Atg9 u
ciklickom procesu izmedu perifernog bazena lipida i rastuce izolacijske membrane ili

fagofore. (11). Na slici 3 prikazan je detaljan mehanizam regulacije autofagije.
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Slika 3. Regulacija autofagije i veza autofagije sa signalnim molekulama i apoptotskim
medijatorima. Slika prikazuje nain aktivacije autofagije i njezinu regulaciju. Inicijacija
autofagije zapoc€inje inhibicijom mTORCI ili aktivacijom JNKI. Slikaprikazuje vaznost
Beclin1/hVps34/Atgl4 kompleksa za nukleaciju. Sirenje i zatvaranje autofagosomalne
membrane ovisi 0 Atg12 i LC3. Preuzeto i modificirano od: (11).
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1.4. Mitofagija

Mitohondriji su organele koje imaju klju¢nu ulogu u energetskom metabolizmu
eukariotske stanice (12). Uz ¢injenicu da su vazni u opskrbi stanice energijom, mitohondriji
su ukljuéeni u procese stani¢ne diferencijacije, proliferacije i apoptoze. (13)

Mitofagija je oblik autofagije u kojoj se mitohondriji selektivno razgraduju u
autolizosomu. Pojam mitofagija prvi je upotrijebio Lemasters kako bi opisao §to se dogada sa
mitohondrijima u hepatocitima nakon Sto se aktivira i povefa permeabilnost membrane
mitohondrija (mPT) i izgubi potencijal mitohondrijske membrane (A¥m). (14) Razli¢iti
podrazaji, kao Sto su ultraljubiCasto zracenje, oksidativni stres i virusi, mogu djelovati na
mitohondrije i dovesti do njihovog o$tec¢enja i uniStenja. Jednom depolariziran mitohondrij
moze aktivirati apoptozu ispustanjem proapoptotskih proteina te je bitno da stanica na vrijeme
ukloni takav mitohondrij. Uklanjanjem oSte¢enih mitohondrija stanica sprijeava aktivaciju
apoptoze te mitofagija postaje zaStitni mehanizam stanice. Medutim, koliko ¢e mitofagija biti
uspjeSna u zastiti stanice od stani¢ne smrti ovisi i 0 jacini signala koji stimulira stanicu i
usmjerava je prema apoptozi ili nekrozi. Ako je signal slab, onda je mitofagija dovoljno jak
zaStitni mehanizam. No, u slucajevima znacajnije promjene propusnosti mitohondrijske
membrane, razina ATP se znacajno smanjuje i energetski sustav stanice je u cijelosti unisten.
Pritom dolazi do gubitka energije i nemogucnosti stanice da osigura dovoljno energije za
autofagiju ili apoptozu. Snazni podrazaji u ovom slucaju dovode do nekroze. Ukoliko se
mitofagijom uklone osteceni mitohondriji dolazi do stabilizacije stanice i time se Sprijecava
nekroza. Mitofagija je vaZan proces u preveniranju odredenih bolesti kao $to su
neurodegenerativne bolesti, rak i autoimune bolesti (13). Nadalje, u sisavaca, mitofagija je
vazna u selektivnom i programiranom uklanjanju mitohondrija tijekom diferencijacije
retikulocita i T limfocita (15). Stanice lece, eritrociti, i spermiji su idealni sustavi za
proucavanje eliminacije mitohondrija budu¢i da je eliminacija mitohondrijai drugih organela

u ovim stanicama dio njihovog sazrijevanja (14).

Mehanizam mitofagije proucavan je tijekom sazrijevanja eritrocita. Ovaj mehanizam
ukljucuje prisutnost receptora Nix na vanjskoj strani membrane mitohondrija i LC3 proteina
koji se nalazi na povrsini autofagosoma. Postoji i drugi mehanizam mitofagije koji ukljuéuje
proteine Pink1 i Parkin. Pinkl je receptor na mitohondriju koji posjeduje kinaznu aktivnost,
dok je Parkin E3-ubikvitin ligaza te zajednicki sudjeluju u uklanjanju oste¢enih mitohondrija.

Pinkl dovodi do fosforilacije Parkina $to uzrokuje njegovo premjeStanje iz citoplazme na
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oSte¢eni mitohondrij. Parkin svojom E3-ligaznom aktivno$¢u  zatim poliubikvitinira

mitohondrijske substrate koji se zatim raygraduju u proteasomu (16).

Model mitofagije tijekom sazrijevanja Model Pink1- Parkin inducirane
crvenih krvnih stanica mitofagije
— ¥ Osteceni
mitohondrij
I L/
Pink1
S
Nix \ l/
SN LS Parkin
WXXL 1
-0
' ~
Ubikvitin

|

-

n

Slika 4. Shematski prikaz modela Nix i Pink1l-Parkin posredovane mitofagije. Lijeva
strana slike prikazuje mitofagiju tijekom sazrijavanja eritrocita . Nix ima vaznu ulogu u
mitofagiji vezujué¢i se za LC3 protein na autofagosomalnoj membrani. Desna strana slike
prikazuje uklanjanje oSte¢enog mitohondrija. Pinkl dovodi do fosforilacije Parkina. Proces
zavrSava ubikvitinacijom mitohondrija. Preuzeto i modificirano od: (18)
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1.4.1. Modeli Nix-posredovane mitofagije

Prvi i najjednostavniji model Nix-posredovane mitofagije govori o Nix proteinu kao
okida¢u depolarizacije mitohondrija $to dovodi do autofagije mitohondrija 1 njegove
razgradnje. Ovaj se model smatra jednostavnim iz razloga Sto ve¢ postoji popriliCan broj
dokaza da Nix (i njegov homolog Bnip3) mogu biti okidac¢i za mitohondrijsku depolarizaciju i
da je upravo to dovoljno za aktivaciju mitofagije (18). Sandoval i suradnici su 2008. godine
dokazali da u retikulocitima koji nemaju Nix proteina dolazi do poremecaja uklanjanja
mitohondrija koji moze biti ispravljen kemikalijama koje izazivaju depolarizaciju
mitohondrija (17). Do danas jo§ nedostaju podaci na koji nac¢in Nix direktno uzrokuje
depolarizaciju mitohondrija u retikulocitima. Takoder postoji mogucnosti da se depolarizacija
mitohondrija ne dogada na samom pocetku procesa ve¢ da se moze dogadati nakon $to se
formirao autofagosom, ali prije same eliminacije (18).

Drugi model Nix-posredovane mitofagije ukljucuje Nix protein koji  aktivira
komponente mehanizma autofagije neovisno o svojoj sposobnosti izazivanja mitohondrijsku
depolarizaciju . Poznato je da pojacana ekspresija Nix proteina (i njegovog homologa Bnip3)
aktivira autofagiju u razli¢itim uvjetima, Sto predlaZze da bi sposobnost induciranja autofagije
mogla biti njihova unutarnja karakteristika. Vazno je naglasiti da Nix nije homolog nijednom
vaznom proteinu koji sudjeluje u mitofagiji u kvasaca i da nedostatnost Nix proteina ne
dovodi do potpunog kocenja autofagije u eritroidnim stanicama. Deficijencija Nix proteina
zapravo dovodi do nemoguénosti povezivanja autofagosoma sa ciljnim mitohondrijima. Ovo
je jednostavan model koji predstavlja Nix kao protein adapter koji aktivira i navodi
komponente autofagije na mitohondrij. Razli¢ite studije su dosad dokazale da Nix ulazi u
interakciju sa LC3 proteinom. (18)

Tre¢i model Nix-posredovane mitofagije proizlazi iz modela u kojima dolazi do
preklapanja mehanizama autofagije 1 stani¢ne smrti. Bnip3 i1 Beclinl su prvenstveno
identificirani kao proteini koji stupaju u interakciju s Bcl-2 i/ili Bcl-X.. Beclinl pripada klasi
1l PI3-K kompleksa koji regulira indukciju autofagije dok Bcl-2 inhibira autofagiju
vezivanjem za Beclinl. Studije istrazivanja strukture i mutacija pokazale su da se ova
interakcija ostvaruje preko BH3-sli¢cne domene koja se nalazi u Beclinl. Proteini koji imaju
BH3 domenu mogu aktivirati mitofagiju natjecanjem s Beclinl za vezno mjesto na Bcl-2 ili
Bcl-XL. Stoga je moguée da se Nix natjeCe za vezno mjesto na Bel-X_ i da povecana
ekspresija Nix proteina tijekom diferencijacije eritrocita remeti stabilnost Bcl-XyBeclinl

kompleksa otpustaju¢i tako Beclinl i aktiviraju¢i autofagiju. Medutim, ovaj model ima
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nedostatak, a to je da nedostatak Nix proteina u retikulocitima ne dovodi do potpunog
izostanka autofagije. Ovo navodi na zakljucak da je srzZ mehanizma same autofagije o¢uvana i
da postoje drugi putevi aktivacije autofagije u retikulocitima. Pozivaju¢i se na ovu tvrdnju
mozemo re¢i da je Nix zapravo potreban za aktivaciju autofagije u blizini mitohondrijske

vanjske membrane, gdje je on zapravo i lokaliziran. (18)

Bnip

Nix
Bel2/BelXe

Indukcija
mitofagije i

Slika 5. Mehanizam mitofagije pod utjecajem Nix/Bnip3 proteina i Beclinl/Bcl-2
kompleksa. Nix i Bnip3 dovode do disocijacije Beclinl s kompleksa Beclin1/Bcl-2. Beclinl
zatim aktivira mehanizam autofagije. Bcl-2 potic¢e dimerizaciju Nix i Bnip3. Zatim dolazi do
interakcije s LC3 te spajanje autofagosoma s mitohondrijem. Preuzeto i modificirano od: (16)
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1.5. Mitohondrijski protein Nix

Humani Nix protein je transmembranski protein koji u svom sastavu ima 219
aminokiselina i svojom transmembranskom domenom jednostruko prolazi kroz vanjsku
membranu mitohondrija formiraju¢i a- uzvojnicu . Nix je homolog proteina Bnip3, proteina
koji takoder pripada BH3 porodici proteina. (19)

Nix je u malim koli¢inama prisutan u stanicama razlicitih tkiva u ljudskom organizmu,
ali je zato prisutan u puno ve¢im koli¢inama u stanicama srca, jetre i bubrega. Nix u
kardiocitima nije reguliran hipoksijom, dok u drugim tkivima i stanicama tumora hipoksija
aktivira Nix putem transkripcijskog faktora HIF-1 ( engl. hypoxia inducible factor 1). Vrlo je
Cesta pojava da u tkivima u kojima je smanjena ekspresija proteina Nix, ekspresija Bnip3
proteina bude povecéana i obrnuto (20). Ovakve tkivne specificnosti u regulaciji aktivacije Nix
proteina imaju vaznu primjenu. Nix je aktiviran u razliCitim fizioloskim i patoloskim
uvjetima posebno u hematopoetskim stanicama, sranim stanicama te mnogim drugim
stanicama. U hematopoetskom sustavu, ekspresija Nix proteina se povecava tijekom
sazrijevanja eritroblasta. U srcu, tijekom patoloske hipertrofije, Nix je transkripcijski
reguliran kao odgovor na hemodinamicko opterecenje. Nix-posredovana apoptoza pridonosi

programiranom gubitku kardiocita §to na koncu dovodi do zastoja srca. (21)

Nix ima dvostruku ulogu u modelu koji moZemo nazvati ,,Mitofagija u dva koraka®.
Prvo, Nix poti¢e indukciju autofagije odvajaju¢i Bcl-2/Beclinl kompleks kroz kompetitivno
vezanje za Bcl-2. (22). Druga uloga Nix proteina je oznacavanje mitohondrija za autofagiju.
Nix ulazi u interakciju s LC3 proteinima i njegovim homolozima, te na taj nacin povezuje

oSteceni mitohondrij sa mehanizmom autofagije. (22)
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1.5.1. LIR domena

Nix ima LC3-vezujucu regiju (LIR) blizu svoga N- terminalnog kraja koja strsi u
citoplazmu koja je karakterizirana WxxL aminokiselinskim slijedom. Ovom regijom Nix se
direktno veze za LC3 proteine i njegove homologe u in vitro i in vivo uvjetima. Ovaj odsje¢ak

moze direktno vezati izolacijsku membranu za mitohondrij. (15)

1.5.2. Transmembranska domena (TM)

Transmembranska domena Nix proteina ima 21 aminokiselinu. Vazna je za
lokalizaciju Nix proteina u vanjsku membranu mitohondrija. Mutanti Nix kojemu je

uklonjena transmembranska domena ne nalaze se na mitohondrijskoj membrani ve¢ u citosolu

(23).

1.5.3. C- terminalni kraj

BLAST analiza sekvence Nix proteina otkriva da je C- terminalna regija Nix proteina
77% identi¢na regiji Bnip3 proteina, koja je promatrana i okarakterizirana u lipidnom
dvosloju NMR spektroskopijom. Mutanti Nix proteina kojima je uklonjena C- terminalna

regija ne nalaze se viSe u mitohondriju nego u citosolu. (23).

1.5.3.1. Regulacija receptorske aktivnosti fosforilacijom

Fosforilacija proteina je najvaznija i najbolje istraZzena post-translacijska modifikacija.
Fosforilacija je reverzibilan proces koji se odvija na bocnim lancima triju aminokiselina, a to
su serin, treonin 1 tirozin. Fosforilacija ima vaznu ulogu u regulaciji mnogih stani¢nih procesa
kao §to su stani¢ni ciklus, rast stanice, apoptoza i prijenos signala u stanici razli¢itim
signalnim putevima.

Glavnu ulogu u fosforilaciji i defosforilaciji proteina imaju enzimi kinaze i fosfataze,
koje fosforiliraju (kinaze) i defosforiliraju (fosfataze) substrat. Jedna od vaznih uloga ovih

enzima u stanici je odrZavanje prirodne ravnoteZze u njihovoj aktivnosti kao i odrZavanje
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ravnoteze u broju fosforiliranih odnosno defosforiliranih proteina. Za veliki broj proteina
proces fosforilacije je usko povezan sa njihovom aktivnos$¢u i ima glavnu ulogu u regulaciji
njihove funkcije. Fosforilacija mijenja funkciju proteina tako $to dovodi do konformacijskih
promjena u proteinima. Gore navedene aminokiseline imaju u svojoj strukturi nukleofilnu
(- OH) skupinu koja ,,napada“ terminalnu fosfatnu grupu u adenozin trifosfatu (ATP), Sto
rezultira prijenosom fosfatne grupe na boc¢ni lanac aminokiselina (27). Vaznost fosforilacije
otkrivena je u LIR regiji Bnip3 proteina koji je homolog proteina Nix. Otkriveno je da
fosforilacija na serinima na polozaju 17 i 24 dovodi do pojaCane interekcije sa proteinima

LC3. (24)
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Istrazivanja su pokazala da je dimerizacija vazna za dijelovanje Nix proteina kao
receptora mitofagije. Nix u svojoj strukturi ima 4 vazne domene, a to su: LIR domena, BH3-
domena, transmembranska domena, C-terminalna domena koja je sastavljena od 11
aminokiselina. Pregledom dostupne literature lako se moze zakljuciti da svaka od ovih
domena na odredeni nacin sudjeluje u mitofagiji. LIR domena koja je vazna za vezanje za
LC3 protein, transmembranska domena i C-terminalna domena koje imaju vaznost u
dimerizaciji i lokalizaciji Nix proteina u mitohondriju. Opée je poznato da je aktivnost
receptora regulirana odredenim mehanizmima kontrole u stanici. Jedan od najpoznatijih
takvih mehanizama je fosforilacija receptora. Zasad je otkriveno da fosforilacija u LIR
sekvenci Nix proteina dovodi do poja¢anog vezanja Nix i LC3 proteina. (Podaci u procesu
objavljivanja). Ovaj podatak upucuje na moguénost postojanja dodatnih mjesta fosforilacije u
strukturi Nix koja bi mogla utjecati na dimerizaciju i interakciju Nix s LC3 proteinom.

Cilj moga istrazivanja je utvrditi da li fosforilacija serinskog ostatka S212 na C-
terminalnom kraju Nix proteina utjeCe na stvaranje Nix dimera. Cilj je bio i utvrditi dovodi li
mutacija serina S212 u alanin ili glutaminsku kiselinu do nemoguénosti lokalizacije proteina
Nix na vanjskoj mitohondrijskoj mebrani te utvrditi dovode li mutacije na ovoj poziciji do

gubitka sposobnosti interakcije sa autofagosomalnim proteinom LC3A.
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3. MATERIJALI | METODE
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3. 1. Materijali

3.1.1. Osnovne kemikalije

>

V V.V V V VYV VYV V V VYV V V VY V V V V V

YV V VYV V

YV V V V V V

Agar ( Roth)

Agaroza ( Sigma)

Akril amid (AppliChem)

Albumin iz govedeg seruma (BSA) (Roth)

Amonijev persulfat (APS) (Sigma)

Bakto tripton (Fluka)

Boja za pracenje elektroforeze Blue/Orange 6X Loading Dye (Promega)
Brom fenol plavo (Kemika)

Cinkov klorid (Fluka)

Dimetil sulfoksid (DMSO) (Roth)

Ekstrakt kvasca (Fluka)

Etanol (Kemika)

Etidijev bromid ( koncentracija 10 ng/ml) (Sigma)

Etilendiamin tetraoctena kiselina (EDTA) (Roth)

Etilenglikol- bis (B- aminoetil eter)- N,N,N,N- tetraoctena kiselina (EGTA) (Roth)
Fenol crveno (Sigma)

Glicerol (Kemika)

Glicin (Roth)

Glutation sefarozne kuglice Gluthathione Sepharose 4B (GE Healthcare Bio-
Science AB)

Izopropil B-D-1- tiogalaktopiranozid (IPTG) (Roth)

Kalijev dihidrogenfosfat (Kemika)

Kalijev klorid (Kemika)

Luminol Western blotting luminol reagent (Solution A i Solution B) (Santa Cruz
Biotechnology)

Metanol (Sigma)

Mlijeko u prahu (Roth)

N,N,N,N- tetrametiletilendiamin (TEMED) (Roth)

Natrijev azid (Kemika)

Natrijev dodecil sulfat (SDS) (Roth)

Natrijev fluorid (Fluka)
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vV V.V V V V V VYV V V V V V VY

Natrijev hidrogenfosfat heptahidrat (Kemika)

Natrijev klorid (Kemika)

Octena kiselina (Kemika)

Paraformaldehid (Sigma)

Piperazin-N,N-bis(2-etansumporna kiselina)(PIPES) (Roth)
Ponceau S (Roth)

Tripsin- EDTA (PAA)

Tris (Sigma)

Triton- X-100 (Roth)

Voda oslobodena od nukleaza (Invitrogen)

- merkaptoetanol (Fluka)

2- propanol (Kemika)

4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kiselina (HEPES) (Roth)
4, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Koncentracija mati¢ne otopine 0.5 pg/ml

3.1.2. Aparati

vV V.V V V VY

vV V.V V V VYV V

Aparatura za elektroforezu Mini Protean 3 (Bio-Rad)

Aparatura za horizontalnu elektroforezu (Bio-Rad)

Aparatura za izlijevanje gelova (Bio-Rad)

Centrifuga Biofuge primo R (Heraeus)

Centrifuga Heraous Fresco 17 centrifuge (Thermo Scientific)

Fluorescencijski mikroskop Axioimager D1, Carl 165 Zeiss, Inc., ( software:
AxioVision software version 4.4; Carl Zeiss, Inc.)

Inkubator Economy Incubator with fan size 1 (GALLENKAMP)

Inkubator Hereaus Hera Cell 150 (Thermo Scientific)

Nanodrop Nanodrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scinetific)

PCR uredaj Arktik Thermal Cycler (Thermo Scientific)

Roteks General rotator STR4 (Stuart)

Sonifikator SONOPULS HD 2200 ( Bandelin)

Spektrofotometar DU 530 Life Science UV/VIS Spectrophotometer (BECKMAN
COULTER)

Sustav za prijenos proteina Mini Trans- Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-
Rad)

26



» Termoblok Termo Shaker Incubator Thriller (PREQLAB)

» Uredaj za dokumentaciju i analizu agaroznih gelova Electrophoresis
Documentation and Analysis System (EDAS) 290 (Kodak)

» Vibracijska mjesalica BioVortex VI (BIOSAN)

3.1.3. Puferi

» 1X TAE pufer pripremljen iz koncentrirane otopine 50X TAE pufera (2 M Tris,
5.7% ledene octene kiseline, 100 mM EDTA pH 8.0 u ddH20)

» 1X pufer za elektroforezu (,, running buffer ) pripremljen iz koncentrirane otopine
10X (250 mM Tris, 2M glicin, 1% SDS u ddH-0)

» 1X pufer za prijenos (,, transfer buffer) pripremljen iz koncentrirane otopine 10X
(250 mM Tris, 2M glicin, 20% v/v metanol u ddH20)

» Pufer blokiranje TBS-BSA (5% BSA, 0,1% Na- azi, fenol red u sterilnom 1X TBS-
u, pH 7.4 u ddH20)

» 4X Tris-HCI/SDS pufer za sabijanje pH 6.8 (0.5 M Tris, 0.4% SDS u dH>0)

» 4X Tris-HCI/SDS pufer za razdvajanje pH 8.8 (1.5 M Tris, 0.4% SDS u dH20)

» GST pufer 1 (20mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM EDTA, pH 8.0, 0.5 mM EGTA, pH
8.5, 150 mM NaCl u ddH20

» GST pufer 2 (20mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM EDTA, pH 8.0, 0.5 mM EGTA, pH
8.5, 150 mM NacCl, 0.5% Triton X- 100 u ddH20)

» GST pufer 3 (20mM Tris- HCI, pH 7.5 u ddH20)

» Pufer za ispiranje membrana (1X TBS, 0.05% Tween, pH 7.4 u ddH20)

» 1X PBS napravljen iz 10X koncentrirane otopine (137 mM NacCl, 2.7 mM KClI,
10 mM Naz;HPO4 x 7 H20, 2 mM KH2PO,)

» 1X TBS napravljen iz 10X koncentrirane otopine ( 500 mM Tris, 1.5 M NaCl, pH
7.5 u ddH20)

» Pufer za lizu stanica ppH 7.5 (50 mM HEPES, 1 mM EDTA, 150 mM NacCl, 10%
glicerol, 25 mM NaF, 1% Triton x-100, 10 uM ZnCl, u ddH20)

» 2X pufer za nanoSenje uzoraka (Leammli) (125 mM Tris-HCI pH 6.8, 20%
glicerol, 5.6% SDS, 0.01% bromfenol plavo u ddH»0)
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3.1.4 Otopine

» 5% otopina mlijeka u prahu u 1X TBS puferu

» Coomassie otopina (15% v/v etanol, 17% v/v octena kiselina, 0.25% v/v
Coomassie brilliant blue u dH.0)

» Otopina za odbojavanje Coomassie boje (20% v/v metanol, 10% v/v octena
kiselina u dH.0)

» Otopina za blokiranje (3%- tna otopina BSA napravljena u 1X PBS- u)

» Otopina za fiksaciju i permeabilizaciju stanica ( 2%- tna otopina paraformaldehida
uz dodatak 0.15% Triton X-100 napravljenja u 1X PBS-u)

» Ponceau S otopina (10% v/v koncentrirana octena kiselina, 0.5% v/v Ponceau S u
deH:0)

3.1.5. Bakterijski sojevi
» Escherichia coli soj DH5a

3.1.6. Stanicne linije
» HEK293- humane embrionalne stanice bubrega

> HelLa- stanice adenokarcinoma cerviksa maternice

3.1.7. LB hranjive podloge
» Tekucéa (1.0% bakto tripton, 0.5% ekstakt kvasca, 0.5% NaCl)
» Kruta (1.0% bakto tripton, 0.5% ekstrakt kvasca, 0.5% NaCl i 0.5% agar)

3.1.8. Mediji za HelL.a i HEK?293 stanice
» Tekuéa hranjiva podloga DMEM uz dodatak 10% FBS (Fetal bovine serum)
(GIBCO) i 1% penicilin/streptomicin (PAA)
3.1.9. Kompleti
» Komplet za izolaciju i procis¢avanje plazmidne DNA- GeneJET Plasmid Miniprep
kit (Fermentas)
» Komplet za transfekciju jetPRIME (Polyplus transfection)
» dNTP set 100 mM dNTP Set PCR Grade (Invitrogen)
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3.1.10.

3.1.11.

3.1.12.

3.1.13.

Protutijela

Primarna

» Anti- GFP monoklonalno protutijelo proizvedeno u misu (Roche)

» Anti- GFP poliklonalno protutijelo proizvedeno u kunic¢u (Clontech)

» Anti- Tom20 poliklonalno protutijelo proizvedeno u kunic¢u ( Santa Cruz Biotech)
» Anti- FLAG monoklonalno protutijelo preizvedeno u misu (Invitrogen)
Sekundarna

» Goat Anti- Mouse 1gG (H+L)-HRP Conugate (Bio-Rad)

» Alexa Fluor488 donkey anti- mouse IgG (H+L) (Koncentracija 2 mg/ml)

» Alexa Fluor568 goat anti rabbit IgG (H+L) (Koncentracija 2 mg/ml)

Enzimi

» DNaza (Koncentracija mati¢ne otopine 1 mg/ml)

» Dpnl restrikcijska endonukleaza, enzimske aktivnosti 10 u/ul, s pripadaju¢im Dpnl
puferom (Thermo Scientific)

» Pfull polimeraza s pripadaju¢im 10X PfuUltrall puferom (Fermantas)

Proteazni inhibitori

» Aprotinin ( Koncentracija mati¢ne otopine 10mg/ml) (Sigma)

» Fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) (Koncentracija mati¢ne otopine 100 mM)(Roth)
» Leupeptin (Koncentracija mati¢ne otopine 1 mg/ml) (Roche)

» Natrijev ortovanadat (Koncentracija mati¢ne otopine 1M) (Sigma)

Biljezi
» Proteinski biljeg- Protein Marker VI (10-245) prestained (AppliChem)
» DNA bhiljeg - 1 kb DNA Step Ladder (Promega)
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3.1.14. Oligonukleotidne pocetnice

Pocetnice Nukleotidni slijed

hNix_S212Afor 5’-CGACTGAGCACACCCGCTGCCAGCACCTACTG-3
hNix_S212Arev 5-CAGTAGGTGCTGGCAGCGGGTGTGCTCAGTCG-3'
hNix_S212Efor 5’-CGACTGAGCACACCCGAGGCCAGCACCTACTG- 3
hNix_S212Erev 5’-CAGTAGGTGCTGGCCTCGGGTGTGCTCAGTCG- 3

3.1.15. Plazmidni vektori
PEGFP-C1 plazmid- koristen je za dobivanje konstrukta EGFP- NixS212A, EGFP-
NixS212E, EGFP- NixALIR mutagenezom in vitro pomo¢u PCR-a
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3.2. Metode

3.2.1. Uvodenje mutacija na ciljno mjesto (site directed mutagenesis) u DNA molekuli
PCR-om

Site directed mutagenesis (SDM) je metoda za uvodenje specifi¢nih i ciljnih promjena
u dvostrukom lancu plazmidne DNA. Za svrhu ovog diplomskog uvedene su sljedece
mutacije u plazmid pEGF-C1-Nix:

» S212A- (supstitucija serina alaninom na 212. polozaju u aminokiselinskoj
sekvenci Nix proteina)

» S212E- (supstitucija serina glutaminskom kiselinom na 212. polozaju u
aminokiselinskoj sekvenci Nix proteina)

3.2.1.1. Dizajniranje oligonukleotidnih pocetnica

Pocetnice se dizajniraju za zeljenu mutaciju i narucuju. Prilikom dizajnirana pocetnice
treba postovati sljedeca pravila:

» Komplementarne pocetnice trebaju sadrzavati Zeljenu mutaciju i sparivati se na isti
slijed DNA samo na komplementarnim lancima

» Pocetnice trbaju biti duzine 25-45 pb, a temperatura taljenja ve¢a od 78 °C

» Pocetnica se dizajnira tako da Zeljena mutacija bude u sredini tako da ostane 10-15
parova baza nepromijenjenog slijeda sa obje strane mutacije.

» Trebaju sadrzavati najmanje 40% GC nukleotida i krajevi po¢etnica moraju
pocinjati 1 zavrSavati s jednom 1ili viSe C ili G baza.

3.2.1.2. PCR- reakcija

Za PCR reakciju treba pripremiti reakcijsku smjesu u koju se stavljaju sljedece

komponente:

H20 (oslobodena od nukleaza) 33,5 ul
10X PfuUltra Il pufer 5ul
DNA kalup (10 ng/ul)- plazmid pEGFP-Nix 5ul
dNTP (10 mM) 1pl
5” pocetnica (10 pmol/ul) 1l
3’ pocetnica (10 pmol/ul) 1l
DMSO 2,5 ul
Pfu Il polimeraza 1l
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Sveukupni volumen pripravljene smjese je 50 ul. Ovako pripremljene smjese za PCR
promijesaju se na vibracijskoj mijesalici i centrifugiraju. Nakon centrifugiranja smjese se
stavljaju u PCR uredaj na sljedec¢i program:

1. 95 °C 3 min (pocetna denaturacija)

2. 95 °C 1 min (denaturacija lanca)

3. 58 °C 1 min (vezanje pocetnica na kalup)

4. 68 °C 12 min 30 sec (sinteza komplementarnih lanaca)
2.- 4. x18 ciklusa

o

68 °C 12 min 30 sec (zavrsno produzivanje lanaca)

6. 8°Coo

3.2.1.3. Elektroforeza DNA

Nakon zavrSene PCR reakcije slijedi elektroforeza DNA. Elektroforeza DNA je
metoda kojom se provjera uspjeSnost PCR reakcije. Elektroforeza je metoda razdvajanja
fragmenata DNA 1 zasniva se na razli¢itoj pokretljivosti fragmenata u elektricnom polju
ovisno o njihovoj veli¢ini. (29)

Pripremljen je 1,2% agarozni gel u 1X TAE puferu uz dodatak 1 pl etidijevog
bromida. Na polimerizirani gel naneseno je 10 pul PCR produkta pomijeSanog s 2 pl boje za
pracenje elektroforeze Blue/Orange 6X Loading Dye. Elektroforeza je provedena pri naponu
od 90V, 45 minuta u aparaturi za horizontalnu elektroforezu. Kada je elektroforeza zavrsila,
gel je snimljen pomocu uredaja Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS)
290 (Kodak). Polozaj DNA molekule je bio vidljiv na gelu zahvaljujuéi interkalaciji
etidijevog bromida izmedu baza u molekuli DNA budu¢i da etidijev bromid fluorescira pod

UV svjetlom.

3.2.1.4. Uklanjanje kalupa DNA iz produkta PCR reakcije

Smjesa dobivenog PCR produkta u sebi sadrzava plazmidnu DNA sa uvedenom
ciljanom mutacijom, te DNA kalup (plazmid s metiliranom DNA). Za daljni tijek
eksperimenta potrebno je ukloniti DNA kalup iz smjese.

Za uklanjanje kalupa upotrebljena je restrikcijska endonukleaza Dpnl. Dpnl enzim

ima sposobnost cijepanja metiliranih sljedova 5' —Gm6ATC-2' dvolan¢ane DNA (DNA kalup
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bez mutacije) te na taj nacin u produktu ostaje samo produkt PCR reakcije koji sadrzi zeljenu
mutaciju.

Reakcijska smjesa sadrzava 44 ul PCR produkta, 5 pul Dpnl pufera i 1 pl Dpnl (10
u/ul) enzima. Smjesa je inkubirana na 37 °C 1 h u termobloku Thermo Block TDB- 120.

3.2.2. Transformacija DHSa bakterijskih stanica metodom ,,heat shock“

Nakon §to je uklonjen DNA kalup iz PCR smjese, slijedi prijenos plazmida s
ciljanom mutacijom u bakterijsku stanicu. Proces unosa plazmida u bakterijsku stanicu naziva
se transformacija. Plazmidi koji se unose u bakterijske stanice sadrze gen za antibiotsku
rezistenciju Sto omogucava selektivno uzajanje transformiranih bakterija na selektivnim
podlogama. Za potrebe eksperimenta upotrebljene su DH5a bakterijske stanice. Ove bakterije
imaju brojne mutacije, a dvije su mutacije najbitnije zbog kojih su pogodne za transformaciju.
Mutacija endAl smanjuje endonukleaznu digestiju plazmida dok hsdR17 (rK-, mK+)
mutacija smanjuje aktivnost EcoK restrikcijskog enzima.

Transformacija se vrsi na ledu. U ohladenoj tubici od 1,5 ml pomijeSano je 10 pl
PCR/Dpnl smjese i 100 pl DH5a bakterijskih stanica. Nakon toga je uslijedila inkubacija na
ledu 30 minuta. Dok je trajala inkubacija Termoblok Thermo Shaker Incubator Thriller
zagrijan je na 42 °C. Kad je prosla inkubacija na ledu, smjesa je prenesena na Termoblok
Thermo Shaker Incubator Thriller (u nastavku teksta samo Thriller) 2 min na 42 °C. Nakon
zavrSene inkubacije Thriller je temperiran na 37 °C za sljedeci korak. Smjesi skinutoj sa
inkubacije sada se dodaje 1 ml sterilnog LB medija/tubicii. Uslijedila je inkubacija na 37 °C,
450 rpm, 1 h. Nakon inkubacije smjesa je centrifugirana 5 minuta na 2000 rpm na sobnoj
temperaturi. Nakon centrifugiranja u tubici imamo talog i supernatant. Talog je resuspendiran
u malo supernatanta te nasaden na hranjive podloge koje sadrze kanamicin buduci da plazmid

PEGFP-C1 sadrzi kanamicinsku rezistenciju. Plo¢e su inkubirane na 37 °C jedan dan.
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3.2.3. 1zolacija plazmidne DNA GeneJET Plasmid Miniprep Kit kompletom

Pojedinacna bakterijska kolonija narasla na selektivnoj podlozi inokulira je u 5 ml
tekuce selektivne hranjive podloge uz dodatak odgovarajuceg antibiotika. Inkubirane se u
tresilici za uzgoj bakterija na 37 °C uz konstantnu aeraciju pri 220 okretaja/min.

Izolacija plazmidne DNA napravljena je na sobnoj temperaturi. Prekono¢na
bakterijska suspenzija je centrifugirana 10 minuta na 4000 okretaja/min. Bakterijski talog
resuspendiran je u 250 pl otopine za resuspendiranje kojoj se prethodno doda RNaza A.
Smjesa je resuspendirana i nakon toga joj je dodano 250 pl otopine za lizu. Nakon dodavanja
otopine za lizu, smjesa je snazno promijesana izvrtanjem mikroepruvete minimalno 4 puta.
Pojavio se bistri sadrzaj. Otopina za lizu sluzi za liziranje bakterijski stanice te denaturiranje
molekula proteina i DNA. Takode treba napomenuti da se sadrzaj u mikroepruveti ne smije
ostaviti na duzi vremenski period izloze otopini za lizu. Nakon mijeSanja dodano je 350 pl
otopine za neutraulizaciju, te ponovno promijesano do pojave bijelog precipitata. Bijeli
precipitat u ovom slucaju sadrzi istalozenu genomsku DNA 1 denaturirane proteine.
Plazmidna DNA se ovim korakom renaturira i ostaje u otopini. Smjesa je centrifugirana 10
minuta na 1300 okretaja/min. Supernatant je potom prebacen u kolonice GenelJet i ponovno
centrifugiran pod istim uvjetima. Kolonicama je potom dodano 500 ul otopine za ispiranje,
kojoj je prethodno dodan etanol za precipitaciju DNA te su centrifugirane 1 minutu na 1300
okretaja/min. Ovaj zadnji korak je ponavljen 2 puta. Napravljeno je dodatno centrifugiranje 2
minute na 1300 okretaja/min kako bi se uklonila otopina za ispiranje sa etanolom. Elucija
DNA napravljena je dodavanjem 50 pl H>O oslobodene od nukleaza. Eluirana DNA
inkubirana je 2 minute na sobnoj temperaturi, a potom centrifugirana 2 minute na 1000
okretaja/min.

Koli¢inu i kakvoéu dobivene plazmidne provjerava se na uredaju Nanodrop 1000
Spectrophotometer mjerenjem apsorbancija na valnim duljinama 260 i 280 nm. Mjerenjem na
260 nm odreduje se koli¢ina DNA. Omjer o€itanja na 260 nm i 280 nm govori o Cisto¢i DNA

(za ¢istu DNA iznosi 1,8-2,0).
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3.2.3.1. Priprema plazmidne DNA za odredivanje primarne strukture

Sekvencioniranje je postupak odredivanja slijeda nukleotida u nukleinskoj kiselini.
Sekvencioniranje je napravljeno kako bi se provjerila uspjesnost uvodenja mutacija u zeljenu
plazmidnu DNA.

Uzorci su razrijedeni u H2O oslobodenoj od nukleaza na konac¢nu koncentraciju 0,1

po/ul. Napravljeni su alikvoti od 15 pl koji su onda poslani na sekvencioniranje.

3.2.4. Priprema GST- fuzijskih proteina i njihovo vezivanje na glutation sefarozne

kuglice

Pull down je metoda koja se koristi za dokazivanje interakcije izmedu dva ili vise
proteina. Metoda se sastoji u postojanju proteina koji predstavlja ,,mamac* (bait) na koji se
veze protein od interesa (pray) iz smjese odredenih proteina. Za dokazivanje interakcija
izmedu proteina Nix 1 njegovih mutanti s proteinima na autofagosomalnoj membrani
upotrebljena je GST pull-down metoda. Autofasomalni protein LC3A oznacen je stani¢nim
enzimom 1 vezan za glutation sefarozne kuglice veli¢ine 26 kDa (GST) dok su u stanicnom
lizatu prisutni EGFP-Nix (divlji tip, ALIR, S212A, S212E). Za svrhu ovoga eksperimenta
upotrebljen je ve¢ vezani protein LC3A na glutation sefarozne kuglice, tako da ¢e u ovom
odjeljku biti ukratko opisan postupak njegovog dobivanja. Pri izradi GST- fuzijskih proteina
imobiliziranih na glutation sefarozne kuglice koristi se bakterija E.coli, soj BL21 (genotip; F-
dem ompT hsdS(rB- mb) gal). Bakterije se transformiraju sa plazmidom pGEX-4T-1 koji u
sebi sadrzi ukloniranu sekvencu LC3A (25). Bakterije se preko no¢i uzgajaju na LB Cvrstim
hranjivim podlogama koje sadrze ampicilin. Zatim se uzme kolonija sa te plo¢e i prenese u
LB-ampicilin teku¢u hranjivu i ostavi se preko noc¢i. Odredeni volumen prekonoc¢ne kulture
prenese u novi volumen LB-ampicilin tekuc¢e hranjive podloge. Tu se spektrofotometrijski
prati rast bakterijske kulture. Kultura se inkubira do opticke gustoée ODeoo = 0.35-0.6. Pri
ovoj vrijednosti bakterije su u logaritamskoj fazi rasta i ovdje je produkcija proteina najveca.
Slijedi indukcija sa IPTG (izopropil B-D-1-tiogalaktpiranozid).

Nakon ovoga postupka slijedi izdvajanje proteina iz bakterijske stanice i ono se vrsi na
temperaturi od 4 °C. Nakon samog postupka razdvajanje slijedi postupak pripreme glutation

sefaroznih kuglica s vezanim proteinima. Serijom ispiranja, resuspendiranja i centrifugiranja
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glutation sefarozne kuglice Glutathione Sepharose 4B (GE HEalthcare Bio-Science AB) se
isperu i dodaju supernatantu koji je ostao nakon izolacije proteina. Potom se inkubiraju 2h na
4 °C uz konstantnu vrtnju na General rotator STR4 (Stuart). Nakon ovoga postupka slijedi
ispiranje 1 priprema glutation sefaroznih kuglica za provjeru uspjesnosti procis¢avanja.
Provjera uspjeSnosti procisavanja se provodi elektroforezom na 10%- thom

poliakrilamidnom gelu.

3.2.5. Transfekcija HEK 293 stanica

Transfekcija je postupak unosa strane DNA u eukariotsku stanicu kako bi se dobila
genetski modificirana stanica. Transfekcija je moc¢an analiticki alat u proucavanju genske
funkcije i regulacije te funkcije proteina. Transfekcija moze biti stabilna ili prolazna. Kod
stabilne transfekcije uneSeni genetski materijal integrira se u genom stanice i zadrzava gensku
ekspresiju i nakon diobe stanice. Prolazno transfecirani geni su eksprimirani tijekom
odredenog vremenskog perioda i kod njih ne dolazi do integracije u stani¢ni genom stanice u
koju su uneseni. (26)

Trasfekcija za ovaj eksperiment je izvedena pomoc¢u jetPRIME kompleta. JetPRIME
komplet sadrzi jetPRIME reagens koji osigurava visoku efikasnost transfekcije. Omoguéava
koristenje male koli¢ine DNA.

Prije transfekcije potrebno je nasaditi HEK293 stanice u plodice za uzgoj kulture
stanica s 6 DbunariCa. Po bunaricu je stavljeno 2 ml DMEM+10%FBS+1%
penicilin/streptomicin tekuce hranjive podloge. Stanice su inkubirane na 37 °C uz 5% COz do
postizanja optimalne popunjenosti za transfekciju od oko 60-80%.

Transfekcija je napravljena koriste¢i plazmidnu DNA s odredenim konstruktima i
mutacijama te su uneseni u bunariée u sljede¢em rasporedu:

1. bunari¢- netrasfecirane stanice
bunari¢- pEGFP
bunari¢- Nix WT
bunari¢- Nix S212A
bunari¢- Nix S212E
bunari¢- Nix ALIR

o g~ w D

Transfekcijska smjesa je napravljena tako da se pomijesa 1pug DNA, 2ul jetPRIME

reagensa i 200 pl jetPRIME pufera po bunari¢u. Smjesa se kratko vorteksira i ostavi inkubirati
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10 minuta. Nakon inkubacije transfekcijska smjesa se ravnhomjerno rasporedi po stanicama u

bunari¢ima. Stanice su inkubirane 24h na 37 °C. pri 5% CO..

3.2.6. l1zdvajanje i detekcija proteina

Nakon inkubacije stanica slijedi izolacija proteina iz transfeciranih stanica. Postupak
se izvodi na ledu (kako bi se sacuvali proteini) uz koristenje proteaznih inhibitora: natrijev
ortovanadat (inhibitor fosfataze), leupeptin (inhibitor cisteinskih, serinskih i treoninskih
proteaza), aprotinin (inhibitor serinskih proteaza) i PMSF (inhibitor serinskih proteaza).

Nakon inkubacije slijedeci korak je pokupiti medij iz bunari¢a u kojima su inkubirane
stanice. Svakom bunari¢u potom je dodano 1 ml 1XPBS te su s njim pokupljene stanice i
prenesene u tubicu od 1,5 ml. Tubice se drze na ledu jer se s proteinima uvijek radi na ledu da
bi se oc¢uvala njihova stabilnost. Tubice su potom centrifugirane 5 minuta na stolnoj centrifugi
na 2000 rpm na 4 °C. Nakon centrifugiranja, supernatant se odbacuje. Stanice se liziraju na
ledu uz dodatak 500 pl pufera za lizu stanica u koji je dodana DNaza (1:200, konc. mati¢ne
otopine 1mg/ml) te proteaznih inhibitora; PMSF (1:200, konc. mati¢ne ot. 100mM), leupeptin
(1:1000, konc. mati¢ne ot. 1 mg/ml), Na-ortovanadat (1:1000, konc. mati¢ne ot. 1 M),
aprotinin (1:1000, konc. mati¢ne ot. 10 mg/ml). Tubice se inkubiraju 30 minuta na ledu.
Nakon inkubacije, tubice su centrifugirane 20 minuta na 5000 rpm na 4 °C kako bi se uklonili
svi nelizirani stani¢ni dijelovi 1 dobila proc¢is¢ena smjesa proteina. Potom su pripremljena 2
seta novih tubica od 1,5 ml (za TCL i GST Pull down). Nakon centrifugiranja, u 2. set tubica
prebacen je sav supertant iz tubica koje su bile na centrifugiranju. Supernatant se prebaciju u
nove tubice u kojima se nastavlja eksperiment. Desetinu uzorka (ukupan stani¢ni lizat)
potrebno je odvojiti, pomijesati sa istim volumenom 2xLaemmli pufera za nanoSenje na gel,

zakuhati 5 minuta na 95°C i pospremiti na -20 °C do nanoSenja na gel

3.2.6.1. GST Pull down

U tubice sa stani¢nim lizatom dodaje se eksperimentalno odredena koli¢ina glutation
sefaroznih kuglica u svaku tubicu (u naSem slucaju 12 pl) te se inkubiraju uz rotaciju na 4 °C
preko no¢i. Uzorci se centrifugiraju 3 minute na 2000 rpm na 4 °C. Nakon centrifugiranja
supernatant se polako i pazljivo odsise i odbaci. U svaku se tubicu dodaje pufer za lizu stanica
kako bi se nespecificno vezani proteini za sefarozne kuglice ispravi. Postupak se ponavlja 5

puta. Nakon zadnjeg centrifugiranja, potrebno je u potpunosti ukloniti supernatant. Na
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glutation sefarozne kuglice preostale u dnu tubice dodaje se 20 pl 2X Laemmli pufera za
nano$enje na gel, uzorci se zakuhaju 5 minuta na 95°C i pospremaju na -20 °C do nano$enja
na gel

3.2.6.2. SDS-PAGE elektroforeza

Elektroforeza je metoda razdvajanja molekula djelovanjem elektri¢nog polja na osnovi
razlika fizickih 1 kemijskih osobina. Denaturiraju¢a gel elektroforeza koristi anionski
detergent natrijev dodecil sulfat (SDS) koji denaturira proteine te ih oblaze pa se razdvajanje
temelji samo na veli¢ini proteina. Diskontinuirana elektroforeza koristi dva gela, gel za
sabijanje i gel za razdvajanje.

Gelovi za SDS elektroforezu napravljeni su koriStenjem aparature za izlijevanje gelova
(Bio Rad). Napravljen je 12%- tni gel za razdvajanje (12% akrilamid (40%), 25% pufer za
razdvajanje 8.8, 0.5% APS, 0.1% TEMED), te 4%- tni gel za sabijanje (4% akrilamid (40%),
24% pufer za sabijanje 6.8, 0.5% APS, 0.1% TEMED). Za elektroforezu je koriStena
aparatura Mini Protan III (Bio Rad). Uzorci se nanose na nacin da se u prvu jazicu doda 5 pl
proteinskog biljega (Protein Marker VI (10-245) prestained (AppliChem)), te u svaku idu¢u
jazicu 25 pl ukupnih stani¢nih lizata ili GST pull-down uzoraka. Razdvajanje je na 120-
150V. Kada je plava fronta od uzoraka pocela curiti sa gela, elektroforeza je prekinuta. Nakon

elektroforeze potrebno je proteine s gela prebaciti na nitroceluloznu membranu.

3.2.6.2.1. Transfer sa gela na membranu

Transfer je obavljen u aparuturi za prijenos proteina s gela na membranu Mini Trans-
Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio Rad). Transfer je obavljen u puferu za prijenos pri

konstantnoj amperazi od 200 mA. Transfer proteina izvodi se 60-90 minuta.

3.2.6.2.2. Ponceau S bojanje

Kada je transfer s gela na membranu gotov, membrana se boji Ponceau S bojom kako
bi se odredila uspjesnost transfera i potvrdila prisutnost GST sefaroznih kuglica u uzorcima.
Nakon §to se membrana obojila, membrana je isprana par puta sa vodom kako bi se isprao
viSak boje. Membrana je potom slikana i isprana TBS-Tween otopinom kako bi se u

potpunosti odbojila.

38



3.2.6.3. Western blot analiza

Membrani je nakon odbojavanja dodana otopina za blokiranje minimalno sat vremena.
Svrha blokiranja membrane je da se smanji mogucnost vezivanja prvog protutijela na
membranu. Nakon blokiranja membrane, dodaje se otopina primarnog protutijela (Anti-GFP
monoklonalno protutijelo proizvedeno u miSu), 1-2h na sobnoj temperaturi uz ljuljanje.
Nakon inkubacije membrana se ispire 5puta po 5 minuta s TBS-Tween ili TBS-Triton X-100
otopinom . Nakon ispiranja, membrana se inkubira u otopini sekundarnog protutijela (Goat
Anti-Mouse 1gG (H+L)-HRP) 45 minuta uz ljuljanje. Nakon inkubacije uslijedio je isti
postupak ispiranja membrane kao i nakon primarnog protutijela. Nakon ovog postupka
ispiranja, membrana se ispire u Cistoj TBS otopini. Membrana je sada spremna za

imunodetekciju.

3.2.6.4. Imunodetekcija proteina na membrani

Detekcija proteina na membrani temelji se na kemiluminiscenciji. Na membranu je
dodana mjeSavina otopine A i otopine B luminola za detekciju Western blotting luminol
reagent (Santa Cruz Biotehnology). Membrana je umetnuta u prozirnu foliju i analizirana Gel

Doc aparatom (Biorad).

3.2.7. Imunofluorescencijska detekcija kolokalizacije Nix i Tom20 proteina

Imunofluorescencija je metoda koja se koristi u svrhu prepoznavanja i lokalizacije
dijelova stanice in situ putem specifi¢ne interakcije antigen-protutijelo, gdje je protutijelo
obiljeZeno fluorescentnom bojom.

Tom?20 je protein koji se nalazi u vanjskoj membrani mitohondija te je kao takav dobar
marker mitohondrija. Uz pomo¢ Tom20 proteina moguce je odrediti jesu li Nix i njegove

mutirane varijante (ALIR, S212A, S212E) lokalizirane u vanjskoj membrani mitohondrija.

39



3.2.7.1. Transfekcija HelL a stanica

HeLa stanice su nasadene na autoklavirane pokrovnice promjera 12 mm u ploci za
uzgoj kulture stanica sa 12 bunari¢a. U svaki bunari¢ je stavljeno 1 ml DMEM+ 10% FBS +
1% penicilin/streptomicin medija i inkubirane su na 37 °C uz 5% CO, dok ne postignu
optimalnu popunjenost za imunofluorescencijsku detekciju (oko 60%). Za transfekciju je
koriSten  jetPRIME komplet. Transfekcijska smjesa po bunariéu je sadrzavala 0,5 pg
plazmidne DNA, 1 ul jetPRIME reagensa i 100 ul jetPRIME pufera.

3.2.7.2. Indukcija mitofagije CCCP reagensom

Kako bi se inducirala mitofagija, stanicama se dodaje CCCP (Karbonil cijanid m-
klorofenil hidrazon). CCCP djeluje kao depolarizator mitohondrijske membrane. Stanicama je
uklonjen prethodni medij i zamjenjen 1 ml medijem s dodatkom CCCP otopine konacne
koncentracije 10 uM. Tretman je trajao 2 sata te je napravljena i kontrola koja nije sadrzavala
CCCP.

3.2.7.3. Detekcija kolokalizacije Nix i Tom20 proteina

Stanice su nakon transfekcije isprane u 1 ml PBS te su fiksirane i permeabilizirane 20
minuta u 500 pl 2%- tne otopine paraformaldehida uz dodatak 0.01% Triton X-100. Nakon
toga su isprane tri puta u 1 ml PBS te inkubirane preko no¢i na 4 °C u otopini za blokiranje
(3% otopina albumina iz govedeg seruma - BSA). Nakon blokiranja, stanice su inkubirane u
otopini primarnih protutijela specifiénih za EGFP 1 Tom20. Otopine primarnih protutijela su
razrijedene u otopini za blokiranje. Proces inkubacije je trajao 1h. Nakon inkubacije slijedilo
je ispiranje 3 puta po 5 minuta u PBS. Zatim je dodana otopina sekundarnih protutijela koja je
sadrzavala protutijela Alexa488 {zelent-spektar) i Alexa568 {erveni-spektar). Za vizualizaciju
jezgre koristena je boja DAPI (0,5 pg/ml) koja interkalira izmedu nukleotida. Stanice su
inkubirane 30 sekundi u DAPI boji i isprane 5 puta u PBS i ostavljene na zraku da se potpuno
osuse. Osusene pokrovnice uklopljene su u medij za uklapanje pomoc¢u ProLong Antifade

kompleta (Invitrogen).
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3.2.8. Imunofluorescencijska detekcija mitofagije pra¢enjem kolokalizacije LC3A

i Nix proteina

Za imunofluorescencijsku detekciju mitofagije pracenjem kolokalizacije LC3A i
proteina Nix, stanice su transfecirane i pripremljene kako je opisano u poglavljima 3.2.7.1.
Transfekcija HelLa stanica i 3.2.7.3. Detekcija kolokalizacije Nix- a i Tom20. Indukcija
mitofagije s CCCP reagensom napravljena je prema ve¢ opisanom postupku u poglavlju

3.2.7.2. Indukcija mitofagije CCCP reagensom.

3.2.8.1. Detekcija proteina imunofluorescencijom

Za detekciju proteina koriStena su primarna protutijela anti-FLAG monoklonalno
protutijelo proizvedeno u misu (Clontech) te anti-GFP poliklonalno protutijelo proizvedeno u
kuni¢u (Clontech). Koristena su Alexa Fluor488 (Invitrogen) i Alex Fluor568 (Invitrogen)
sekundarna protutijela. Detekcija je napravljena na epifluorescentnom mikroskopu

Axiolmager (Carl Zeiss).
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4. REZULTATI
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Protein Nix vazan je mitohondrijski receptor u mitofagiji te je u ovome diplomskom
radu proucavana mogucéa uloga fosforilacije serinskih ostataka na C-terminalnom dijelu
proteina na mehanizam dimerizacije i aktivacije proteina Nix. Aminokiselinski slijed proteina
Nix koji je visoko konzerviran u ¢ovjeka i misa prikazan je na slici 6. Za utvrdivanje utjecaja
fosforilacije serinskih ostataka na dimerizaciju proteina Nix formirani su plazmidni vektori
Nix (S212A 1 S212E). Iz divljeg tipa plazmidnog vektora EGFP-Nix napravljeni su ciljanom
mutagenezom mutacije na serinu S212 za kojeg se pretpostavlja da je moguce mjesto

fosforilacije proteina Nix.

sp|060238|BNI3L_HUMAN  MSSHLVEPPPPLHNNNNNCEENEQSLPPPAGLNSSWVELPMNSSNGNDNGNGKNGGLEHV 60
sp|Q9Z2F7|BNI3L_MOUSE ~ -MSHLVEPPPPLHNNNNNCEEGEQPLPPPAGLNSSWVELPMNSSNGNENGNGKNGGLEHY 59

kkckkokkkkkkokokskkkdkkokk kok kkkokskokkokkokokkskkkkokkkdkkkokkkskkkk kokkk ok

sp|060238|BNI3L_HUMAN  PSSSSIHNGDMEKILLDAQHESGQSSSRGSSHCDSPSPQEDGQIMFDVEMHTSRDHSSQS 120

sp|Q9Z2F7|BNI3L_MOUSE  PSSSSIHNGDMEKILLDAQHESGQSSSRGSSHCDSPSPQEDGQIMFDVEMHTSRDHSSQS 119
EEEEEEEES RS RS EE SRR EL S EE R EEE SR EEE S EE RS SR EE L E L R L L

sp|060238| BNI3L_HUMAN  EEEVVEGEKEVEALKKSADWVSDWSSRPENIPPKEFHFRHPKRSVSLSMRKSGAMKKGGI 180

sp|Q9Z2F7|BNI3L_MOUSE  EEEVVEGEKEVEALKKSADWVSDWSSRPENIPPKEFHFRHPKRAASLSMRKSGAMKKGGI 179
*******************************************L***************

sp|060238| BNI3L_HUMAN  FSAEFLKVFIPSLFLSHVLALGLGIYIGKRLSTPSASTY 219

sp|Q9Z2F7|BNI3L_MOUSE  FSAEFLKVFIPSLFLSHVLALGLGIYIGKRLSTPSASTY 218

EEE SRS RS R RS EE SRR ELEEEEE L L S

Slika 6. Usporedni prikaz aminokiselinskog slijeda u strukturi proteina Nix kod ¢ovjeka
(engl. human) i misa (engl. mouse). Crveno obojane aminokiseline predstavljaju
aminokiseline koje se nalaze na C- terminalnom kraju proteina NiX. Plavo su oznaceni serini
na C- terminalnom Kkraju proteina Nix.
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4.1. Detekcija interakcije proteina EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i ALIR) s
autofagosomalnim proteinom LC3A

Od prije je poznato (15) da protein Nix stupa u interakciju s autofagosomalnim
proteinom LC3A. Kako bi potvrdili da li mutacije serina S212 uzrokuju promjene u vezivanju

LC3A, napravljen je GST pull down eksperiment.

SR
& ¢ nd S
N & & & ¥
F & & & &S

<— Nix dimer

— “ H <— Nix monomer
(Ponceau S bojanje)

<— TCL

Slika 7. Slika prikazuje rezultate Ponceau S bojanja i Western blot imunodetekcije interakcije
proteina EGFP-Nix(WT, S212A, S212E, ALIR) i LC3A te ukupni stani¢ni lizat, TCL (od
engl. total cell lysate- ukupni stani¢ni lizat).

Rezultati Ponceau S bojanja prikazuju prisutnost glutation sefaroznih kuglica kod
svakoga od konstrukata EGFP-Nix (WT, S212A, S212E, ALIR) te je na slici 7. vidljivo da su
signali (ruZicasto obojeni) priblizno jednakih veli¢ina Sto ukazuje na Cinjenicu da su koli¢ine
dodanih glutation sefaroznih kuglica tijekom eksperimenta bile vrlo sli¢ne pa je stoga moguce

usporedivati rezultate.
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Rezultati Western blot imunodetekcije ukazuju da EGFP-NixWT veze
autofagosomalni protein LC3A. Nadalje, na slici 7. vidljivo je da ovaj konstrukt proteina Nix

stvara i dimere i monomere. Monomeri su izrazeniji u odnosu na dimere.

Konstrukt EGFP-NixS212A takoder veze autofagosomalni protein LC3A. Na slici 7.
vidljivo je da ovaj konstrukt stvara dimere i monomere. Kao i kod prethodnog konstrukta
divljeg tipa proteina Nix moze se vidjeti da je monomer jace izraZzen u odnosu na dimer.
Usporedujuéi jacinu signala dimera kod proteina EGFP-NixXWT i EGFP-NixS212A ne moze

se uociti neka znacajnija razlika.

Konstrukt EGFP-NixS212E ostvaruje interakciju s autofagosomalnim proteinom
LC3A. Slika 7. prikazuje konstrukt EGFP-NixS212E koji za razliku od ostalih testiranih
konstrukata stvara samo monomere. Ovaj konstrukt ne moze stvarati dimere te je zbog toga
sav prisutan u signalu za monomer (u usporedbi s EGFP-Nix(WT i S212A)) sto upucuje da

mutacija serina S212E onemogucéava dimerizaciju proteina Nix.

Konstrukt EGFP-Nix ALIR ne ostvaruje interakciju s autofagosomalnim proteinom
LC3A te ga nije moguée detektirati na membrani kao $to je veé ranije pokazano (15).
Medutim, u ovom eksperimentu ovaj konstrukt nije bio prisutan u ukupnom stanicnom lizatu
na TCL- u (total cell lysate-ukupni stani¢ni lizat) te ga zbog toga nije bilo moguce detektirati i

provjeriti interakciju s LC3A.

Iz rezultata (slika 7.) vidljivo je da mutacije S212 ne utjeu na vezanje Nix proteina i
LC3A proteina in vitro, ali S212E mutacija utjece na stvaranje dimera proteina Nix upucujudi

da je za dimerizaciju potreban nefosforilirani serinski ostatak na poziciji S212.
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4.2. Imunofluorescencijska detekcija kolokalizacije EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i
ALIR) i mitohondrijskog proteina Tom20

Imunofluorescencijska detekcija kolokalizacije proteina Nix i Tom20 se koristi kako bi
se utvrdilo pravilno smjeStanje proteina EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i ALIR) na
mitohondrijskoj membrani u stanici. HeLa stanice su transfecirane proteinom EGFP-Nix
(WT, S212A, S212E, ALIR) te su preparati snimljeni epifluorescentnim mikroskopom. Svi
konstrukti EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i ALIR) lokalizirani su na vanjskoj
mitohondrijskoj membrani $to upucuje da proucavane serinske mutacije i ALIR ne mijenjaju

njegovu mitohondrijsku lokalizaciju.

Dapi EGFP- NixWT Tom20 Dapi/EGFP- NixWT/Tom20

Dapi EGFP- NixS212A Tom20 Dapi/EGFP- NixS212A/Tom20

EGFP- NixS212E Tom20 Dap/EGFP- NixS212E/Tom20

EGFP- NixALir

Slika 8. Plavo (Dapi) obojane su jezgre stanica, zeleno je oznacen protein EGFP-Nix(WT,
S212A,S212E i ALIR), a crveno protein Tom20. Narancasti i zuti signal pokazuju
kolokalizaciju konstrukata EGFP-Nix(WT, S212A,S212E i ALIR) i TomZ20.
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4.3. Imunofluorescencijska detekcija regrutacije autofagosomalnog proteina LC3A na
mitohondrije uslijed ekspresije razlicitih konstrukata proteina EGFP-Nix (WT, S212A,
S212E i ALIR) kao pokazatelj aktivacije mitofagije

Imunofluorescencijska detekcije regrutacije autofagosomalnog proteina LC3A na
mitohondrije uslijed ekspresije razli¢itih konstrukata proteina EGFP-Nix (WT, S212A,
S212E, ALIR) kao pokazatelja aktivacije mitofagije obavljena je uz tretman stanica s CCCP
reagensom. CCCP je depolarizator mitohondrijske membrane i kao takav koristi se za
indukciju mitofagije. Preparati bez CCCP reagensa upotrijebljeni su kao kontrola i sluzit ¢e za
usporedbu s rezultatima nakon dodatka CCCP reagensa. HelLa stanice su transfecirane
plazmidnim vektorima EGFP-Nix (WT, S212A, S212E, ALIR) i preparati su snimljeni
epifluorescentnim mikroskopom (Axioimager D1, Carl 165 Zeiss, Inc.) te su dobiveni

slijedeci rezultati.

Kod konstrukta EGFP-NixXWT u kontrolnim uzorcima mitofagija je slabo prisutna, dok
nakon tretmana s CCCP reagensom vidimo da se broj autofagosoma povecao u odnosu na
kontrolni uzorak te se moze uociti preklapanje crvenih signala proteina LC3A s zelenim

signalima EGFP-NixWT. Rezultati su vidljivi na slici 9.

Kod konstrukta EGFP-NixS212A u kontrolnom uzorku prisutni su autofagosomi kao i
u uzorku tretiranom s CCCP reagensom te se na slici 9. moze uociti preklapanje crvenih
signala proteina LC3A i zelenih signala EGFP-NixS212A. Usporeduju¢i EGFP-NixXWT i
EGFP-NixS212A ne mozemo uociti neku znacajniju razliku u jacini LC3A signala u
stanicama tretiranima CCCP. Kod konstrukta EGFP-NixS212E crveni signali u uzorku
tretiranom CCCP reagensom su veli 1 izrazeniji S§to mozemo prepisati grupiranju
autofagosoma ili stvaranju vec¢ih autofagosoma. Na slici 9. moze se uociti preklapanje crvenih

signala proteina LC3A s zelenim signalima EGFP-NixS212E.

Kod konstrukta EGFP-NixALIR u kontrolnom uzorku nemamo prisutne autofagosome
dok su oni prisutni u uzorku tretiranom s CCCP reagensom. Na slici 9. je primjetno slabije
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preklapanje crvenih signala LC3A sa zelenim signalima EGFP-NixALIR za razliku od gore

navedenih konstrukata.
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5. RASPRAVA
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U ovom diplomskom radu proucavana je potencijalna uloga fosforilacije serina na C-
terminalnom kraju proteina Nix koja bi mogla utjecati na dimerizaciju proteina Nix. Do sad je
pokazano kako je protein Nix vazan u regulaciji uklanjanja mitohondrija putem mitofagije u
stanicama sisavaca (15). Budu¢i da su mitohondriji organeli vazni za proizvodnju energije
potrebne stanici za normalno funkcioniranje, treba naglasiti da je razumijevanje regulacije
mitofagije od fundamentalne vaznosti za stanicu. Hipoteza ovog diplomskog rada govori o
mogucoj fosforilaciji C-terminalnog kraja proteina Nix koji je bogat aminokiselinama koje su
mjesto moguce fosforilacije. Izmedu ostalih, protein Nix na C- terminalnom kraju ima tri
serina te svaki od tih serina moze biti mjesto moguce fosforilacije. U svrhu boljeg
razumijevanja ovih aminokiselina za pocetak smo u ovom diplomskom radu odabrali serin na

poziciji 212 u humanom Nix proteinu.

Za potrebe eksperimenta su in situ mutagenezom napravljeni plazmidni vektori
EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i ALIR). Mutacije uvedene u konstrukte EGFP-Nix (S212A i
S212E) su mutacije serina na polozaju 212. aminokiselinskog slijeda humanog proteina Nix.
Kod konstrukta EGFP-NixS212A, aminokiselina serin zamijenjena je sa aminokiselinom
alanin. Alanin je neutralna aminokiselina koja se u stanici ne moze fosforilirati te kao takva
sluzi kao mutacija slicna nefosforiliranom proteinu. Ako je fosforilacija serina na poziciji 212.
vazna za dimerizaciju proteina Nix onda bi ova mutacija trebala dovesti do nemoguénosti
stvaranja dimera. Kod konstrukta EGFP-NixS212E serin je zamijenjen sa glutaminskom
kiselinom. U stanici, serin fosforilacijom postaje negativno nabijen. Glutaminska kiselina je
negativno nabijena aminokiselina te se ona u stanici ne fosforilira, ali se ova mutacija koristi
kao zamjena za fosforilirani serin u strukturi proteina (naziva se jo$ i fosfomimeticka

aminokiselina).

Divlji tip proteina Nix predstavlja pravi aminokiselinski slijed proteina Nix. Divlji tip
proteina Nix u ovom eksperimentu je predstavljao kontrolu, odnosno upotrebljen je kao
uzorak za usporedbu rezultata dobivenih imunodetekcijom na membrani i
imunofluorescencijskim mikroskopom. Divlji tip proteina Nix u strukturi svoje C- terminalne

domene nema mutacije.

Konstrukt EGFP-NixALIR upotrijebljen je takoder za usporedbu rezultata dobivenih
imunodetekcijom na membrani. Budu¢i da nema LIR regiju, ovaj konstrukt ne moZe ostvariti
interakciju sa autofagosomalnim proteinom LC3A. Usporedbom rezultata za ovaj konstrukt i
ostale konstrukte u eksperimentu moc¢i ¢emo utvrditi utjece li fosforilacija na C- terminalnom
kraju proteina Nix na njegovu LIR regiju, odnosno dovodi li fosforilacija na ovoj poziciji do
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mogucih konformacijskih promjena u strukturi proteina Nix, a koje bi dovele do inaktivnosti

LIR regije i nemoguénosti vezivanja proteina LC3.

Rezultati imunodetekcije na membrani kod divljeg tipa proteina Nix pokazali su da on
u stanici postoji u dimernoj i monomernoj formi. Takoder su pokazali da je monomer jace

izrazen U odnosu na dimer.

Kod konstrukta EGFP-NixS212A rezultati su pokazali da ovaj konstrukt u stanici
postoji u dimernoj i monomernoj formi te da je monomerna forma jace izraZzena u odnosu na
dimernu formu $to se moze vidjeti i kod divljeg tipa proteina Nix. Rezultati za konstrukt
EGFP-NixS212E pokazuju da ovaj konstrukt u stanici postoji samo u obliku monomera. Kako
je prisutan samo u monomernoj formi onda je zapravo sav protein na membrani sadrzan u
signalu za monomer te je zbog toga signal za monomer izrazeniji i ja¢i na membrani u odnosu
na signale za monomer za divlji tip proteina Nix i EGFP- NixS212A. Usporedujuéi jacinu
signala dimera kod proteina EGFP-NixXWT i EGFP-NixS212A moze se uociti mala razlika
razlika u jacini signala u koristi EGFP-NixS212A konstrukta.

Konstrukt EGFP-NixALIR nije bio izrazen u stani¢nom lizatu te ga nije bilo moguce

detektirati iz istog.

Kako bi mogao ostvariti svoju funkciju receptora u mitofagiji protein Nix mora biti
lokaliziran u vanjskoj membrani mitohondrija. Eliminacijom C- terminalne domene proteina
Nix dolazi do njegove delokalizacije sa vanjske membrane mitohondrija u citosol (23). Kako
se prouCavane mutacije nalaze u C- terminalnom kraju proteina Nix provedena je
imunofluorescencijska detekcija interakcije EGFP-Nix(WT, S212A, S212E i ALIR) i proteina
Tom20 kako bi se utvrdila lokalizacija ovih konstrukata unutar stanice. Rezultati su pokazali
da svi konstrukti lokaliziraju u mitohondrijskoj membrani te je potvrdeno da uvedene

mutacije ne remete njegovo normalno smjestanje u mitiohondrijskoj membrani.

Utvrdivanje lokalizacije proteina Nix bilo je potrebno kako bi se
imunofluorescencijski mogla utvrditi interakcija EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i ALIR) i
autofagosomalnog proteina LC3A. Imunofluorescencijskom detekcijom nastojala se utvrditi
interakcija unutar same stanice te zapravo vidjeti za svaki konstrukt posebno koliko ¢e ta
interakcija biti jaka i intezivna. Dosad je utvrdeno da dimerna forma proteina Nix moze
aktivirati mitofagiju i dovesti do navodenja autofagosoma na osSteceni mitohondrij (16). Ta
¢injenica ovdje je iskoriStena kako bi se utvrdila preklapanja zelenog obojenja od svakog

konstrukta proteina Nix 1 crvenih signala koji su predstavljali LC3A. Takoder vazno je bilo
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vidjeti za svaki konstrukt posebno postoji li ve¢i odnosno manji broj crvenih signala. Ovaj dio
eksperimenta proveden je zapravo s dvostrukom kontrolom. Jedna kontrola je ponovno bio
divlji tip proteina Nix, dok je druga kontrola bio uzorak svakog konstrukta prije i nakon
dodatka CCCP reagensa. CCCP reagens sluzi kao induktor mitofagije budué¢i da dovodi do

deploarizacije mitohondrijske membrane.

Rezultati imunofluorescencijske detekcije interakcije divljeg tipa proteina Nix i
autofagosomalnog proteina LC3A ukazuju na niski stupanj mitofagije prije dodatka CCCP
reagensa. Ovakav rezultat i ne ¢udi buduc¢i da su stani¢ni mitohondriji netaknuti i ,,zdravi® i
nije ih potrebno autofagocitirati. Medutim, tretmanom uzorka s CCCP reagensom dolazi do
ostecenja mitohondrija te dolazi do njihove mitofagije. Vazno je naglasiti da je i ovdje imamo
zapravo nizak stupanj mitofagije buduéi da na preparatu mozemo vidjeti pokoji crveni signal

LC3A u interakciji sa zelenim signalima divljeg tipa proteina Nix.

Kod konstrukta EGFP-NixS212A moze se vidjeti da u uzorku prije tretmana sa CCCP
reagensom stupanj mitofagije je nizak. Dodatkom CCCP reagensa taj stupanj se povecava te
se moze vidjeti da je broj crvenih signala koji predstavljaju LC3A nesto veéi. Usporedujuci
ove rezultate sa rezultatima dobivenima za divlji tip proteina Nix mozemo reci da ne postoji
neka znacajnija razlika u intenzitetu i broju crvenih signala. Ovo se moze gledati i kao
potvrda rezultata dobivenih imunodetekcijom na membrani u kojima takoder nije uo€ena neka
veca razlika u jacini signala za dimernu formu izmedu konstrukta EGFP-NixS212A i divljeg

tipa proteina Nix.

Konstrukt EGFP-NixS212E prije tretmana CCCP reagensom pokazuje veci stupanj
autofagije u odnosu na EGFP-NixS212A i divlji tip proteina Nix. Nakon tretmana uzorka sa
CCCP reagensom moze se vidjeti da su crveni signali intenzivniji 1 ve¢i u odnosu na EGFP-
NixS212A i divlji tip proteina Nix. Veé¢i signali moguca su posljedica grupiranja

autofagosoma na odredenom mjestu.

Konstrukt EGFP-NixALIR pokazuje odsutnost autofagosoma prije tretiranja s CCCP
reagensom. Nakon tretiranja uzorka s CCCP reagensom pojavljuje se odreden broj
autofagosoma, no njihovo preklapanje s EGFP-NixALIR je slabo. Ovakav rezultat ukazuje na
Cinjenicu koja je ve¢ otprije poznata (15), a to je da je LIR domena vazna za interakciju sa
LC3A 1 ako postoji mutacija u ovoj domeni onda se ta interakcija ne mozZe ostvariti i

autofagosom ne moze biti usmjeren na mitohondrij.
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Kada rezultate imunodetekcije na membrani dobivene za konstrukte EGFP-Nix (WT,
S212A 1 S212E) stavimo u jedan $iri kontekst moze se vidjeti da fosforilacija na poziciji 212
utjeCe na dimerizaciju proteina Nix. Kod konstrukta EGFP-NixS212E ne dolazi do stvaranja
dimera. Budu¢i da glutaminska kiselina ima na sebi negativan naboj, najvjerojatnije prilikom
dimerizacije dolazi do odbijanja negativnih naboja na ovoj poziciji 1 posljedicno tome
nemogucénosti dimerizacije. Ovu tvrdnju moze potvrditi 1 rezultat dobiven za EGFP-
NixS212A kod kojeg su nastali dimeri. Budu¢i da je alanin hidrofobna i neutralna kiselina,
njegova prisutnost na ovoj poziciji u proteinu Nix ne dovodi do nemoguénosti stvaranja
dimera. Medutim rezultati dobiveni za ova dva konstrukta ne zna¢e da na ovoj poziciji ne
dolazi do fosforilacije nego upucuje na moguénost da je fosforilacija na serinu na poziciji 212
bitna za inhibiciju aktivnosti proteina Nix kao receptora. Prema dobivenim rezultatima moglo
bi se zakljuciti da je protein Nix najvjerojatnije fosforiliran na poziciji 212 cijelo vrijeme dok
je protein Nix inaktivan u stanici. Rezultati takoder upucuju na moguénost da je za aktiviranje
proteina Nix kao receptora potrebna fosforilacija serina na poziciji 214. i 216. dok bi se
istovremeno trebao defosforilirati serin na poziciji 212.

Rezultati imunofluorescencijeske detekcije kolokalizacije konstrukata EGFP-Nix (WT,
S212A, S212E i ALIR) i mitohondrijskog proteina LC3A pokazuju da su svi konstrukti
lokalizirani na vanjskoj mitohondrijskoj membrani. Rezultati su takoder pokazali da mutacija
serina na poziciji S212 ne dovodi do konformacijskih promjena u strukturi EGFP-Nix(S212A
1 S212E) te da im je lokalizacijom na mitohondrijskoj membrani oCuvana aktivnost kao

receptora u mitofagiji.

Eksperiment u ovom diplomskom radu proveden je samo jedanput te rezultati koji su
dobiveni ne mogu se uzeti sa stopostotnom pouzdano$cu. Za dobivanje cvrstih dokaza
potrebno je provesti ovaj eksperiment najmanje tri puta te onda izvrsiti procjenu tih rezultata.
Takoder bi trebalo kod imunodetekcije na membrani izvrSiti kvantifikaciju signala
kompjuterski za svaki signal dobiven na membrani. Za tocno utvrdivanje inteziteta mitofagije
kod interakcije EGFP-Nix(WT, S212A, S212E, ALIR) i LC3A potrebno je takoder tri puta
provesti eksperiment i provesti brojanje autofagosoma na minimalno sto stanica ili ukljuciti

dodatne eksperimente koji bi omogudili bolju kvantifikaciju kao Sto je npr. protocna
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citometrija. Eksperiment ponovljen na ovaj na¢in dao bi rezultate koji bi imali visoku

pouzdanost.
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6. ZAKLJUCCI
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Temeljem eksperimentalno dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Konstrukti EGFP-Nix (WT, S212A i S212E) ostvaruju interakciju s
autofagososmalnim proteinom LC3A, dok je konstrukt EGFP-NixALIR ne ostvaruje.

2. Konstrukti EGFP-Nix (WT, S212A) prisutni su u stanici u dimernoj i monomernoj
formi, dok je EGFP-NixS212E prisutan samo kao monomer u stanici.

3. Mutacija serina u glutaminsku kiselinu dovodi do nemoguénosti stvaranja dimera.

4. Zamjenom aminokiseline serina sa alaninom ne dolazi do izostanka stvaranja dimera.

5. Imunofluorescencijskom detekcijom kolokalizacije proteina Nix s proteinom Tom20
utvrdeno je da su konstrukti EGFPNix(WT, S212A, S212E i ALIR) lokalizirani u
vanjskoj mitohondrijskoj membrani.

6. Imunofluorescencijskom detekcijom regrutacije autofagosomalnog proteina LC3A na
mitohondrije, pod utjecajem ekspresije konstrukata EGFP-Nix(WT, S212A, S212E),
dolazi do stvaranja i kolokalizacije autofagosoma na mitohondrije kod svih konstrukta.

7. lz svega gore navedenog moze se zakljuciti da je za funkcioniranje proteina Nix kao
receptora mitofagije potrebna dimerizacija koja je vjerojatno regulirana fosforilacijom
i defosforilacijom serina na njegovom C-terminalnom Kkraju.

8. Iz svega navedenog moze se zakljuciti da bi trebalo sprovesti daljna istrazivanja na
ovu temu u svrhu otkrivanja to¢nog mehanizma fosforilacije kod proteina Nix te
utvrdivanja koji od serina na poziciji 214. i 216. se fosforilira i dovodi do dimerizacije,

budu¢i da fosforilacija na poziciji 212. dovodi do nemogucénosti stvaranja dimera.
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CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi da li fosforilacija serinskog ostataka S212 na C-
terminalnom kraju mitohondrijskog proteina Nix utjece na njegovu funkciju s naglaskom na
stvaranje njegovih dimera. U tu svrhu, upotrebom mutanata proteina Nix, S212A i S212E,
cilj je odrediti vaznost serina 212 za lokalizaciju proteina Nix u mitohondriju i njegovu
funkciju receptora mitofagije analizom njegove interakcije s autofagosomalnim proteinom
LC3A.

MATERIJAL | METODE

Za potrebe eksperimenta upotrebljeni su konstrukti EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i
ALIR) koji su dobiveni unoSenjem i umnazanjem u bakterijskim stanicama E.coli. Izoliranim
plazmidnim DNA vektorima transfecirane su HEK 293 i HeLa stanice. GST Pull down
metodom odredena je interakcija EGFP-Nix proteinskih mutanata s autofagijskim proteinom
LC3A koji je bio vezan za glutation sefarozne kuglice. HelLa stanice su transfecirane istim
DNA konstruktima kako bi se napravila analiza imunofluorescencijskim mikroskopom.
Imunofluorescencijskom mikroskopijom promatrana je kolokalizacija EGFP-Nix (WT,
S212A, S212E i1 ALIR) 1 proteina vanjske mitohondrijske membrane Tom?20.
Imunofluorescencijska mikroskopija upotrebljena je i za promatranje kolokalizacije i
regrutacije autofagosomalnog proteina LC3A i EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i ALIR) kao
markera aktivacije mitofagije.

REZULTATI

Rezultati eksperimenta su pokazali da su konstrukti EGFP-Nix (WT i S212A) prisutni
na mitohondrijskoj membrani u obliku monomera i dimera. Kod konstrukta EGFP-Nix
S212E prisutan je samo monomer dok dimera nema. Nadalje, pokazano je da mutacija S212E
u proteinu Nix utjece na aktivaciju mitofagije te ukazuje da je za taj proces potrebno stvaranje
dimera proteina Nix.

ZAKLJUCAK

Prema dobivenim rezultatima eksperimenata, moze se zakljuciti da bi trebalo sprovesti
daljna istrazivanja na ovu temu u svrhu otkrivanja to¢nog mehanizma fosforilacije kod
proteina Nix te utvrdivanja koja kombinacija serina na C- terminalnom kraju proteina Nix je
bitna za njegovu dimerizaciju. Takoder bi trebalo sprovesti istrazivanja s ciljem otkrivanja
koji je od serina na poziciji 214. i 216. na C- terminalnom kraju proteina Nix klju¢an za
mehanizam fosforilacije i stvaranje dimera, buduci da fosforilacija na poziciji 212 dovodi do

nemogucnosti stvaranja dimera.
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OBJECTIVES

The objective of this research was to determinate how the phosphorylation of serin
residue S212 on the C- terminal end of mitochondrial protein Nix affects its possibility to
create dimers and therefore its function as a mitophagy receptor. The mutant forms of Nix,
S212A and S212E, were used to determine the importance of serine S212 on Nix
mitochondrial localization and its function as a mitophagy receptor by analyzing its

interaction with autophagosomal protein LC3A.

MATERIAL AND METHODS

For the purpose of this experiment, EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i ALIR) plasmid
constructs were introduced and then multiplied in E. coli bacterial cell. HEK293 and HelLa
cells were then transfected with isolated plasmid DNA vectors. The interaction of EGFP- Nix
protein mutants with autophagosomal protein LC3A was determinated with GST Pull down
method. For immunofluorescent microscopy analysis HelLa cells were transfected with the
same DNA constructs. Colocalization of EGFP-Nix (WT, S212A, S212E i ALIR) and outer
mitochondrial membrane protein Tom20 was observed with immunofluorescent microscopy.
Immunofluorescent microscopy was also used to observe recruitment and colocalization of

autophagosomal protein LC3A to mitochondria.

RESULTS

The experimental results showed that EGFP-Nix (WT, S212A) constructs are present
on mitochondrial membrane in form of monomers and dimers. This constructs showed
stronger signal for monomers than signal for dimers. Construct EGFP-NixS212E only forms
the monomers. Further, S212E mutation in Nix seems to be important for dimerization status

of Nix protein and therefore directly influences its function as mitophagy receptor.

CONCLUSION

For the purpose of revealing the exact mechanism of Nix phosphorylation on C-
terminal end, the further research will need to be performed in order to define which
combination of serines is important for Nix dimerization. It is also important to discover
which serines on positions 214. and 216. has a key role in Nix dimerization, beacuse

phosphorylation on position 212. disables dimerization.
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