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1 UVOD

1.1 Neurodegenerativne bolesti

Neurodegenerativne bolesti predstavljaju vrlo Saroliku skupinu bolesti kojima je
osnovna karakteristika propadanje odredenih dijelova mozga. Ovisno koji dio mozga i koja
vrsta neurona je zahvaéena, kao posljedica se javlja poremecaj kognitivnih ili motoric¢kih
funkcija. NajceS¢e neurodegenerativne bolesti su Alzheimerova, Parkinsonova i
Huntingtonova bolest, amiotroficna lateralna skleroza, spinocerebralne ataksije te
frontotemporalna demencija. Uglavnom se pojavljuju sporadi¢no, a samo mali postotak
nastaje obiteljski te se uglavnom nasljeduju autosomno dominantno. Zajednicka karakteristika
svih neurodegenerativnih bolesti je nakupljanje abnormalnih proteina (1). Budué¢i da su
neuroni osjetljivi na toksicne u€inke mutiranih i abnormalnih proteina, dolazi do njihovog
propadanja. Do stvaranja proteinskih nakupina dolazi uslijed prekomjernog stvaranja
abnormalnih proteina i nemogucnosti njihovog uklanjanja iz stanica protiv ¢ega se stanica
bori pomoc¢u dva glavna mehanizma — ubikvitinsko-proteasomalni i autofagijsko-lizosomski
put razgradnje. SloZenost procesa stvaranja proteinskih agregata ima za posljedicu nastajanje
mnogo razlicitih struktura koje je moguce klasificirati s obzirom na veli¢inu i polozaj u
stanici. Prvo nastaju topljivi oligomerni oblici koji se potom formiraju u veée proteinske
nakupine nazvane agregatima te u velike proteinske nakupine smjeStene perinuklearno
nazvane agresomima (2). Jo$ uvijek je nepoznato koji je od ovih oblika toksican za stanicu 1
§to uzrokuje njezino propadanje. Smatra se da su oligomerni oblici odgovorni za najveéu
toksicnost te da se stanica stvaranjem proteinskih nakupina $titi od Stetnog ucinka topljivih

monomernih i oligomernih oblika abnormalnih proteina (3).



1.1.1 Amiotrofi¢na lateralna skleroza

Amiotrofi¢na lateralna skleroza (ALS) je neurodegenerativna bolest u kojoj dolazi do
propadanja motori¢kih neurona $to za posljedicu ima atrofiju miSi¢a. Degeneracija neurona se
dogada u kraljezni¢koj mozdini, mozdanom deblu i1 motorickom korteksu, a dolazi i do
degeneracije piramidalnih putova. Mogu biti zahvaceni gornji ili donji motoric¢ki neuroni, ali
je mogucée i kombinirano propadanje gornjih i donjih motorickih neurona. Od ALS-a godis$nje
obolijeva 2-5 osoba na 10 000 stanovnika. Bolest karakterizira brza progresija koja rezultira
smrtnim ishodom unutar dvije do pet godina od prvih simptoma najceS¢e zbog prestanka
disanja jer dolazi do propadanja motorickih Zivaca koje inerviraju respiratorne misice.
Najcesce se pojavljuje sporadi¢no, a u 5-10% slucajeva se nasljeduje. Mutacije u nekoliko
gena, superoksid dismutaza 1 (SODI1, engl. Cu/Zn superoxide dismutase 1), TDP-43 (TDPBP,
engl. TAR DNA-binding protein), FUS/TLS (engl. Fused in sarcoma), senataksin, alsin,
spataksin, VAPB (engl. VAMP-associated protein B) 1 angiogenin, dokazano su povezane s
razvojem ALS-a. U preko 20% slucajeva obiteljskog oblika ALS-a nadena je mutacija u genu
SODI i do sada je poznato preko 140 razli¢itih mutacija u tom genu. Od mutacija u genu
SOD1, najcesca je mutacija A4V (alanin na poziciji 4 zamijenjen s valinom), koja se javlja u
preko 50% slucajeva te je povezana s loSom prognozom i kratkim prezivljenjem bolesnika.
Protein SODI1 je citoplazmatski enzim koji Stiti stanice od slobodnih radikala tako Sto
metabolizira radikale iona superoksida (O,") u molekule kisika i vodikovog peroksida. U
pocetku se smatralo da mutacija u tom genu uzrokuje gubitak te funkcije Sto za posljedicu ima
povecani oksidativni stres u stanici. No, istrazivanja su pokazala da mnoge nadene mutacije u
tom genu ne utjeCu na aktivnost samog enzima ve¢ one uzrokuju nastajanje mutiranog
proteina SOD1 sklonog agregiranju i stvaranju proteinskih nakupina koje su narocito Stetne za
ziv€ane stanice (4-6). Osim oksidativnog stresa i toksi¢nosti proteinskih nakupina, dokazana
je disfunkcija mitohondrija kao i poremecaji u procesiranju pre-mRNA koji pridonose

propadanju motorickih neurona (7).



1.1.2 Huntingtonova bolest

Huntingtonova bolest je autosomalno dominantna nasljedna neurodegenerativna bolest
s incidencijom od 1 oboljelog na 10 000 stanovnika, a uzrokovana je mutacijama u genu za
huntingtin. Bolest je karakterizirana abnormalnim motorickim pokretima (koreja) te
subkortikalnom demencijom i psihi¢kim poremecajima. Dolazi do bilateralne atrofije glave
nukleusa kaudatusa i putamena s udruzenim umjerenim stupnjem atrofije vijuga frontalnih i
temporalnih regija. Mutacije u genu huntingtinu su abnormalno ponavljanje tripleta CAG koji
kodira aminokiselinu glutamin. Normalno gen huntingtin sadrzi 11 do 34 ponavljanja, a
ukoliko mutirani gen ima viSe od 40 ponavljanja dolazi do razvoja bolesti. Broj ponavljanja
tripleta poveéava se iz generacije u generaciju. Obicno se bolest pojavljuje u mladoj Zivotnoj
dobi, oko cetrdesete godine Zivota. Ukoliko je rije¢ o ve¢em broju ponavljanja do razvoja
bolesti dolazi jo$ i ranije (8-10). Protein huntingtin (htt) s veéim brojem ponavljanja
glutamina sklon je agregiranju i stvaranju proteinskih nakupina. Osim §to dolazi do stvaranja
proteinskih nakupina, smatra se da gubitak njegove funkcije u stanici takoder pridonosi
propadanju neurona. Protein huntingtin sudjeluje u transportu vezikula preko mikrotubula
vezu¢i se na mikrotubularne motoricke proteine dinein i kinezin, §to je neophodno za

transport neurotransmitera neurona.

Osim Huntingtonove bolesti, postoji cijeli niz tzv. poliglutaminskih bolesti medu
kojima su spinocerebralne ataksije (SCA, engl. Spinocerebellar ataxia), spinalno bulbarna
miSi¢na atrofija (SBMA, engl. Spinal and bulbar muscular atrophy) i dentatorubralna
palidolujzianska atrofija (DRPLA, engl. Dentatorubral-pallidoluysian atrophy). U ovoj
skupini bolesti dolazi do poremecaja voljnih pokreta udova i trupa, koji nastaju uslijed
ostecenja malog mozga i ledne mozdine. Genski uzrokovane ataksije, do sada su povezane s
mutacijama u genima SCA1-8, SCA10-19, SCA21-23, atrofinu 1 i androgenom receptoru, 1
nasljeduju se autosomalno dominantno. Kao i u Huntingtonovoj bolesti, u tim genima dolazi
do ekspanzije tripleta CAG. Broj ponavljanja tripeta koji dovodi do razvoja bolesti za svaki je

gen razlicit (tablica 1) (11).



Tablica 1. Prikaz poliglutaminskih bolesti s pripadaju¢im mutiranim genima s poveéanim
brojem ponavljanja tripleta.

Bolest Gen Protein Broj pon-avljan a trlplet-a CAG.
Normalni gen | Razvoj bolesti
DRPLA ANTI1 Atrofin 1 6—35 49 — 88
SBMA Androgen Androgen 9_36 38_ 62
receptor receptor
SCA1 ATXNI1 Ataksin 1 6-35 49 — 88
SCA2 ATXN2 Ataksin 2 14 -32 33-77
SCA3 ATXN3 Ataksin 3 12 -40 55-86
SCA6 CACNA1A | Podjedinicacla 4-18 21-30
kacijevog kanala
SCA7 ATXN7 Ataksin 7 7-17 38120
SCA17 TBP TATAbox 2542 4763
vezujudi protein




1.1.3 Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest je najceS¢a neurodegenerativna bolest karakterizirana
progresivnom degeneracijom srediSnjeg ziv€anog sustava §to za posljedicu ima poremecaj
kognitivnih funkcija kao $to su demencija, poremecaji u govoru i promjene li¢nosti. Prije
svega dolazi do atrofije hipokampusa i propadanja kolinergi¢nih neurona ali i ostalih dijelova
mozga. Uglavnom zahvaca stariju populaciju (preko 50% oboljelih su osobe iznad 80 godina).
Na svakih 100 000 stanovnika pojavljuje se godisnje 125 novih slucajeva starijih od 60
godina s naznakom da ova ucestalost raste s godinama starosti. NajceS¢e se pojavljuje
sporadicno, dok se u 5% slucajeva nasljeduje autosomalno dominantno. Patohistoloski,
Alzheimerovu bolest karakteriziraju dvije vrste inkluzija: (1) izvanstani¢ne inkluzije gradene
uglavnom od beta-amiloidnog proteina i (2) unutarstani¢ne inkluzije nastale talozenjem
neurofibrilarnih vlakana hiperfosforiliranog proteina tau. Do sada su poznata tri gena
uklju€ena u nastajanje ove bolest: gen za amiloidni prekursorski protein (APP) te geni za
transmembranske proteine, presenilin 1 (PSEN1) i presenilin 2 (PSEN2). Takoder je
pokazano da mutacije u genu za protein apolipoprotein E4 povecavaju rizik nastajanja
Alzheimerove bolesti. Rizik je povecan i kod osoba s Downovim sindromom (trisomija 21.

kromosoma) buduci da se gen za APP nalazi na 21. kromosomu.

U normalnim uvjetima metabolizmom proteina APP nastaje protein beta-amiloid koji
sadrzi 40 aminokiselina. Ukoliko postoji poremecéaj u metabolizmu proteina APP, nastaju
abnormalni proteini beta-amiloidi od 42 aminokiseline koji su skloni oligomeriziranju i
agregiranju te se taloZe u izvanstani¢nim inkluzijama. Proteini presenilin 1 i presenilin 2
sudjeluju u metabolizmu APP-a te mutacije i u tim proteinima uzrokuju stvaranje
abnormalnih proteina beta-amiloida (12, 13). Funkcija proteina tau u stanici je aksonalni
transport reguliran fosforilacijom. Smatra se da agregiranje proteina beta amiloida uzrokuje
hiperfosforilaciju proteina tau Sto potice stvaranje neurofibrilanih vlakana hiperfosforiliranog

proteina tau.

Osim Alzheimerove bolesti, druga cesta neurodegenerativna bolest koja uzrokuje
progresivau demenciju je frontocerebralna demencija (FTD). Karakterizira ju degeneracija
eonog i prednjeg temporalnog reznja. Cak 30-60% se nasljeduje, od &ega 20% pacijenta ima
mutirani gen tau. Kod FTD-a nastaju proteinske inkluzije s hiperfosforiliranim proteinom tau i

proteinom ubikvitinom (14, 15).



1.1.4 Parkinsonova bolest

Parkinsonova bolest je neurodegenerativna bolest u kojoj dolazi do poremecaja
pokreta, kao Sto su rigidnost, bradikineza, akineticki tremor, fleksijsko drzanje tijela. To je
progresivna neurodegenerativna bolest uzrokovana degeneracijom dopaminergi¢kih neurona
supstancije nigre, a simptomi se javljaju kada 60 do 80% dopaminergickih neurona propadne.
Javlja se u 1% osoba starijih od 65 godina. Geni koji su do sada povezani s Parkinsonovom
bolesti su a-sinuklein (PARKI1/PARK4), UCH-L1 (engl. ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase isozyme LI/PARKS) 1 LRRK2 (engl. leucine-rich repeat serine/threonine-protein
kinase 2/PARKS) koji se nasljeduju autosomalno dominantno te parkin (engl. E3 ubiquitin-
protein ligase parkin/ PARK?2), PINK1 (engl. PTEN-INduced putative Kinase 1/PARKG6), DJ-
1 (PARK7) i ATP13A2 (PARKDY) koji se nasljeduju autosomalno recesivno. Molekularni
mehanizam razvoja Parkinsonove bolesti lezi u poremecajima raznih procesa u stanici kao Sto
su transport vezikula, autofagija, ubikvitinacija, te difunkcija mitohondrija 1 pojacani
oksidativni stres, a uzrokuju ih mutacije u navedenim genima. Patohistoloski nalaz pokazuje
prisutnost Lewyjevih tjeleSaca u dopaminskim neuronima, a predstavljaju citoplazmatske

inkluzije ¢ija je glavna komponenta protein a-sinuklein (16, 17).



1.2 Putovi razgradnje proteina

Kao klju¢na komponenta odrzavanja homeostaze u stanici, a time i u organizmu, je
pravilna sinteza proteina i drugih makromolekula, ali isto tako i1 njihova pravilna razgradnja.
Stoga je sinteza proteina u stanici strogo regulirani proces s to¢no definiranim vremenom,
mjestom 1 koli¢inom sinteze. Kako bi se odrzala homeostaza, potrebno je razgraditi
nepotrebne ili oste¢ene proteine. Ukoliko ne dode do uklanjanja nefunkcionalnih i oSte¢enih
proteina, dolazi do oSteenja stanice, razvijaju se razna patoloska stanja i na kraju nastupa
smrt stanice. Prilikom sinteze, svaki protein mora poprimiti pravilnu tercijarnu strukturu.
Ponekad zbog mutacije u genu, novosintetizirani mutirani protein ne moze poprimiti pravilni
strukturu. Mutacije mogu imati raspon od zamjene jedne baze, preko insercije ili delecije
jedne ili viSe baza. Ukoliko se radi o zamjeni jedne baze, tzv. toCkaste mutacije, dolazi do
promjene jedne aminokiseline ili do preuranjenog stop kodona S§to rezultira skra¢enim
proteinskim produktom. Do nastanka abnormalnih proteina takoder moze do¢i uslijed
promjena u posttranslacijskim modifikacijama proteina, ali i pod utjecajem vanjskih
¢imbenika kao Sto su oksidativni stres 1 neke toksicne tvari. Neovisno o uzroku koji je doveo
do abnormalnih i o$te¢enih proteina, oni se moraju ili popraviti ili ukloniti iz stanice. Proteini
Saperoni prvi prepoznaju takve proteine i nastoje ih popraviti. Ukoliko popravak nije mogu,
stanica aktivira mehanizam razgradnje abnormalnih i oStecenih proteina. Postoje dva glavna
proteoliticka sustava pomocu kojih se stanica bori protiv oSte¢enih i abnormalnih proteina —
ubikvitinsko-proteasomalni sustav (UPS) 1 autofagijsko-lizosomski put razgradnje (slika 1).
Abnormalni proteini se primarno razgraduju UPS-om, viSekomponentnim sustavom koji
identificira i razgraduje nepozeljne proteine. Nemoguénost uklanjanja proteina UPS-om kao 1
prekomjerno nastajanje abnormalnih proteina dovodi stvaranja proteinskih nakupina. Stanica
tada aktivira drugi sustav, autofagiju, kako bi se proteinske nakupine pokuSale ukloniti.
Proces autofagije zapocCinje formiranjem dvostruke membrane oko ciljnog sadrzaja i
stvaranjem autofagosoma koji se u konacnici spaja s lizosomima kako bi se ciljni sadrzaj

razgradio (18-20).
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Slika 1. Dva glavna proteoliticCka sustava u stanici — ubikvitinsko-proteasomalni sustav i
autofagijsko-lizosomski put.

Stanica prepoznaje abnormalni protein i obiljezi ga ubikvitinskim lancima te ga razgradi UPS-om.
Ukoliko se abnormalni proteini ne uklone UPS-om, stvaraju se proteinske nakupine koje stanica
pokusSava ukloniti procesom autogafije. Formira se dvostruka membrana oko ciljnog sadrzaja (fagofor)
iz ¢ega nastaje autofagosom koji se u konacnici spaja s lizosomima kako bi se ciljni sadrZaj razgradio.



1.2.1 Ubikvitinsko-proteasomalni sustav

Nakon $to stanica prepozna abnormalni protein, isti se obiljezava proteinom
ubikvitinom pomoc¢u kaskade enzima. Tako obiljezen protein lako prepoznaje proteasom, a
prije razgradnje u unutras$njosti proteasoma, enzimi deubikvitininaze odstranjuju ubikvitin s

proteina koji potom biva odmotan i spreman za ulazak u proteasomalnu Supljinu.

1.2.1.1 Ubikvitinacija

Ubikvitin (Ub) je mali polipeptid od 76 aminokiselina, koji je evolucijski o¢uvan i
prisutan u svim vrstama od kvasca do covjeka, izmedu kojih se razlikuje u samo tri
aminokiseline. Kovalentno se veze na ciljne proteine procesom ubikvitinacije. Poput procesa
fosforilacije 1 defosforilacije, ubikvitinacija je reverzibilni proces; odvajanje ubikvitina od
ciljnih proteina provode deubikvitiniraju¢i enzimi (engl. DUB, deubiquitinating enzyme). lako
prvobitno opisana isklju¢ivo kao signal za razgradnju proteina putem proteasoma,
ubikvitinacija je danas prepoznata kao Siroko rasprostranjeni stani¢ni mehanizam ukljucen u
regulaciju mnogih bioloskih procesa, kao $to su regulacija genske aktivnosti 1 stani¢nog

ciklusa, popravak ostecene DNA, apoptoza, endocitoza, autofagija i mnogi drugi (21, 22).

Vezanje Ub na ciljni protein odvija se preko karboksi (C) terminalnog dijela glicina
Ub-a i (ve¢inom) lizina ciljnog proteina. Proces ubikvitinacije sastoji se od tri koraka u koji su
ukljucena tri kljuéna enzima — ubikvitin-aktiviraju¢i enzim (EI), ubikvitin-konjugirajuéi
enzim (E2) 1 ubikvitin ligaza (E3) (slika 2). U prvom koraku C-terminalni glicin (G76) Ub-a
aktivira se ATP-om pomocu ubikvitin-aktivirajuéeg (E1) enzima, ¢ime prvo nastaje
meduprodukt Ub-adenilat. Ub se zatim veze za cistein enzima E1 pomocu tioesterske veze, uz
otpustanje AMP-a. Aktivirani Ub se potom prebacuje na cisteinski ostatak unutar aktivnog
mjesta enzima E2. U tre¢em koraku, kojeg katalizira enzim E3, Ub se veze svojim C-
terminalnim krajem amidnom izopeptidnom vezom za g-amino grupu lizinskog ostatka ili za
amino (N) terminalni kraj ciljanog proteina. Poznato je nekoliko razli¢itih enzima E1, dok je
broj enzima E2 znatno veéi (kod ljudi oko 100). Enzim E3 je odgovoran za specificnost
prepoznavanja i vezanja supstrata, te je sukladno tome potrebno jako puno razli¢itih enzima
E3 (kod ljudi oko 1000) (23). Do danas je opisan veliki broj modifikacija proteinom
ubikvitinom. Poliubikvitinacijom se oznacava modifikacija kada se ciljni protein konjugira
lancima ubikvitina. Kako ubikvitin posjeduje sedam lizinskih ostataka (K6, K11, K27, K29,
K33, K48 i K63), moguc¢i je nastanak vise razli¢itih vrsta lanaca ubikvitina. Ovisno o vrsti

lanaca koji se konjugiraju na ciljni protein, dolazi do drugacijeg odgovora stanice. Lanci s



konjugiranim ubikvitinom na K48 drugog ubikvitina sudjeluju u proteasomalnoj degradaciji

(24).

Slika 2. Grafi¢ki prikaz ubikvitinacije.
Protein ubikvitin se prvo aktivira vezanjem za enzim El, a zatim se prenosi na enzim E2. Kona¢ni
prijenos ubikvitina na ciljni protein posredovan je ligazom E3.
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1.2.1.2 26S proteasom

26S proteasom je 2,5 MDa veliki multienzimski kompleks bacvaste strukture
odgovoran za razgradnju osStecenih, nepotrebnih ili starih proteina u stanici. 26S proteasom
sastoji se od 20S kataliticke podjedinice i1 jedne ili dvije 19S regulatorne podjedinice.
Kataliticka podjedinica sastoji se od Cetiri prstena, dva vanjska (a) i1 dva unutarnja (p), a svaki
se prsten sastoji od sedam razli¢itih podjedinica. Podjedinice B prstena posjeduju proteoliticku
aktivnost. Zbog karakteristicne prstenaste zatvorene strukture, stanica je zasticena od
proteoliti¢ke aktivnosti, koja se regulirano odvija jedino u unutrasnjosti 20S podjedinice.
Regulatorna podjedinica sastoji se od dva dijela, baze i poklopca. Baza se sastoji od 6 ATPaza
AAA tipa (engl. ATPase associated with various cellular activities). Hidroliza ATP-a pomaze
19S podjedinici da odmota supstrat i pripremi 20S kataliticku podjedinicu za njegov ulazak.
Proteasom predstavlja dinami¢nu strukturu koja mijenja svoju konformaciju vezivanjem
poliubikvitiniranog supstrata i njegovom razgradnjom. Sam supstrat ubrzava svoju razgradnju
utjecu¢i na otvaranje vrata za ulazak u 20S podjedinicu i aktivirajuéi peptidaze u samoj 20S
podjedinici. Podjedinice u poklopcu specificno prepoznaju poliubikvitinske lance ¢ime se
osigurava da samo poliubikvitinirani proteini budu razgradeni (25). Do sada su otkrivena dva
intrinzi¢na proteasomalna ubikvitinska receptora, Rpn10/S5a i Rpn13/ADRMI, koji su oba
sastavne podjedinice 19S proteasoma. Osim njih, postoji i nekoliko neproteasomalnih
ubikvitin-vezujuc¢ih proteina, koji funkcioniraju kao transportni proteini te sudjeluju u
regrutiranju ubikvitiniranih proteina na 19S proteasom. Takvi proteini su HR23A, HR23B,
PLIC-1 i PLIC-2. Uz ubikvitin-vezujuéu domenu na svojem C-terminalnom kraju, ovi
proteini imaju i ubikvitinu slicnu domenu na svojem N-terminalnom kraju kojom se vezu na

proteasomalne receptore i druge podjedinice 19S proteasoma (26).
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1.2.2 Lizosomalni put razgradnje

Lizosomi su organeli okruzeni membranom unutar kojih se nalaze razni enzimi za
razgradnju makromolekula poput proteina, nukleinskih kiselina i lipida. Izrazito su kiselog
sadrzaja s niskim optimalnim pH (4,6-5,0) jedino u kojem su enzimi aktivni. Protonske crpke
u lizosomskoj membrani odgovorne su za postizanje niskog pH. U procesu razgradnje
sudjeluje preko 50 razli¢itih kiselih hidrolaza (proteaze, nukleaze, lipaze, glikozidaze,
fosfataze i sulfataze) i 120 razlicitih lizosomskih membranskih proteina. Osim za aktivnost
hidrolaza, niski pH pospjeSuje denaturaciju makromolekula ¢ime se omogucuje lakSa
razgradnja hidrolazama. Lizosomi imaju veliku sposobnost fuzijoniranja s drugim
membranskim stanicnim komponentama te tako sudjeluju u procesima autofagije, fagocitoze,
endocitoze 1 egzocitoze (slika 3) (27-29). Endocitozom 1 fagocitozom stanica razgraduje
izvanstani¢ni sadrZaj, dok se autofagijom razgraduje unutarstani¢ni sadrzaj kao $to su organeli

1 proteinske nakupine.

Tijekom endocitoze izvanstani¢ni sadrzaj ili ligandi na plazma membrani unose se u
stanicu invaginacijom membrane oblozene klatrinom pri ¢emu nastaju endocitozni mjehurici
koji se potom spajaju s ranim endosomima. Osim glavnog tipa endocitoze ovisne o klatrinu,
postoje 1 manje zastupljene vrste endocitoze koje su neovisne o klatrinu. Dijelovi membrane
se obnavljaju tako da se dio membrane iz ranog endosoma odvoji i vrati natrag u stani¢nu
membranu, dok ostatak ranog endosoma dozrijeva u kasni endosom. Jedna od vaznih
promjena tijekom sazrijevanja endosoma je snizenje pH na 5,5 kako bi kisele hidrolaze koje
dolaze s transportnim vezikulama postale aktivne. Proces zavrSava fuzijom kasnog endosoma

1 transportnih vezikula koje pupaju iz trans-Golgijeve mrezice (18, 28).

Procesom fagocitoze, specijalizirane stanice poput makrofaga, unose se i razgraduju
velike cCestice ukljucujuéi bakterije, parazite 1 stanicni debris. Sadrzaj se takoder
invaginacijom membrane unose u fagocitozne vakuole koje se potom spoje s lizosomima

kako bi se omogucila razgradnja (18, 28).

Unutarstani¢ni sadrzaj se razgraduje u lizosomima procesom autofagije gdje se ¢itavi
stanicni organeli ili proteinske nakupine obuhvate dvostrukom membranom kako bi se stvorili

autofagosomi koji se potom spajaju s lizosomima (18).
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Slika 3. Lizosomski put razgradnje.

Izvanstani¢ni sadrzaj unosi se u stanicu procesom endocitoze, a bakterije procesom fagocitoze.
Unutarstani¢ni sadrzaj razgraduje se procesom autofagije u kojem membranska struktura obuhvati
stani¢ni sadrzaj stvarajué¢i autofagosom. Proces zavrSava stapanjem endosoma, fagosoma ili
autofagosoma s lizosomom u kojem se sav sadrzaj razgradi kiselim hidrolazama.
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1.3 Autofagija

Autofagija je evolucijski konzervirani kataliticki proces pomocu kojeg stanica
doprema citoplazmatski materijal u lizosom na razgradnju. Ovisno o vrsti autofagije, sadrzaj
se pomocu Saperona, invaginacijom membrane ili autofagosomom dopremi do lizosoma gdje
ga kisele hidrolaze razgrade. Zbog svojeg neograni¢enog kapaciteta za razgradnju,
autofagijom se mogu razgraditi sve vrste markomolekula pa i ¢itavi organeli i velike

proteinske nakupine (30-32).

Postoje tri osnovna tipa autofagije: (1) autofagija posredovana Saperonima, (2)

mikroautofagija i (3) makroautofagija (slika 4).

MAKROAUTOFAGIJA
< AUTOFAGIJA POSREDOVANA
: SAPERONIMA
&
o™
LAMP-2A HSC70
Fagofor

Autofagosom .
protein s

Lizosom & | motivom KFERQ
% v ¥
Citoplazma P o P [ 4
9 Kisele
< .
< hidrolaze
MIKROAUTOFAGIJA
Slika 4. Tri vrste autofagije — autofagija posredovana Saperonima, mikroautofagija i

makroautofagija.

U autofagiji posredovanoj Saperonima, citoplazmatske proteine s motivom KFERQ prepoznaje
Saperon HSC70 te ih dovodi do lizosomskog membranskog receptora LAMP-2A. Proteini se razgrade
u lizosomu direktnom translokacijom kroz poru lizosomske membrane koju gradi protein LAMP-2A.
Kod mikroautofagije mala koli¢ina citoplazmatskog sadrzaja invaginacijom membrane lizosoma unese
se u lizosom gdje se razgraduje. U procesu makroautofagije sadrzaj se obuhvaca dvostrukom
membranom (fagofor) koja se formira u autofagosom koji se konacno fuzionira s lizosomom.

14



U autofagiji posredovanoj Saperonima, citoplazmatski protein razgradi se u lizosomu
direktnom translokacijom kroz poru lizosomske membrane. Saperon HSC70 (engl. Heat-
Shock Cognate 70) prepoznaje proteine s motivom za lizosomsku razgradnju lizin-fenilalanin-
glutamat-arginin-glutamin (KFERQ), te ih dovodi do lizosomskog membranskog receptora
LAMP-2A (engl. Lysosomal-Associated Membrane Protein 2A4). Proteini se odmotavanju te
se odmotani translociraju u lizosom kroz poru u membrani. Ovo je selektivan proces jer se
ovim tipom autofagije razgraduju samo proteini koji sadrze navedeni KFERQ slijed

aminokiselina (33-35).

Kod mikroautofagije mala koli¢ina citoplazmatskog sadrzaja invaginacijom membrane
lizosoma unese se u lizosom gdje se razgraduje (36). Istrazivanja mikroautofagije provode se

uglavnom na kvascima i do danas je poznato malo detalja o samom mehanizmu tog procesa.

Dok ova dva tipa autofagije razgraduju manje stani¢ne komponente, uglavnom
pojedinac¢ne proteine ili komplekse, makroautofagija je zaduZena za razgradnju velikih
stani¢nih komponenti kao $to su organeli i proteinski agregati. Dok je autofagija posredovana
Saperonima isklju¢ivo selektivni proces, mikroautofagija i makroautofagija imaju svoja
selektivna 1 neselektivna svojstva, tj. mogu nasumicno odabrati sadrzaj namijenjen za

razgradnju ili se sadrZzaj moZe pomno odabrati.

U procesu makroautofagije sadrzaj se obuhvaca dvostrukom membranom koja se
formira u autofagosom koji se kona¢no fuzionira s lizosomom. Inicijacija autofagije kao i
formiranje autofagosoma je strogo reguliran proces u kojem sudjeluju mnogi proteini.
Neovisno o kojem se sadrzaju radi, princip autofagije uvijek je isti (30). U daljem tekstu
detaljno je opisan mehanizam i regulacija makroautofagije koja ¢e se nadalje navoditi pod

pojmom autofagija.

Autofagija je prisutna u svim eukariotskim stanicama kao jedna od glavnih
mehanizama kontrole kvalitete te eliminaciji oSte¢enih i1 nefunkcionalnih komponenti.
Takoder ima vaznu ulogu u embriogenezi i diferencijaciji stanica. Tako kod sisavaca u oociti
nakon oplodnje dolazi do razgradnje majc¢inske mRNA, proteina i mitohondrija spermija (37).
Procesom autofagije uklanjaju se mitohondriji prilikom diferencijacije eritrocita i limfocita T.
Isto tako proces autofagije sudjeluje 1 u procesiranju antigena za prezentaciju u sklopu MHC

molekula klase 11 II (38-40).
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1.4 Mehanizam autofagije

Proces autofagije poznat je ve¢ pedesetak godina, ali se tek zadnjih desetak godina
istrazuje molekularna osnova ovog procesa. Veliki pomak u tim istrazivanjima bilo je otkrice
skupine kvascevih proteina Atg (engl. autophagy related proteins) koji su pokazali veliku
konzerviranost sve do sisavaca. Daljnja istrazivanja pokazala su da je to vrlo slozen proces
koji se sastoji od nekoliko glavnih koraka: indukcije, nukleacije fagofora, elongacije i
formiranja autofagosoma, te fuzije autofagosoma s lizosomima (slika 5). Pocetak autofagije
kontroliraju sloZeni regulatorni mehanizmi, i dovode do Sirenja membranske strukture, tzv.
izolacijske membrane. Jo$ uvijek je nepoznato porijeklo ove membrane. Razlicita istrazivanja
pokazala su da izvor izolacijske membrane moze biti plazma membrana (41), vanjska
mitohondrijska membrana (42) ili membrana endoplazmatskog retikuluma (43). Sirenjem
membrane nastaje fagofor za koji se selektivho veze odabrani citoplazmatski sadrzaj.
Daljnjim Sirenjem fagofora i fuzijom njegovih krajeva formira se zatvorena vezikula,
autofagosom. Proces zavrSava stapanjem autofagosoma s lizosomom u tzv. autolizosom gdje

dolazi do razgradnje sadrzaja.

Bazalna razina autofagije vazna za odrzavanje homeostaze prisutna je u svim stanicama.
Ta razina moze se povecéati u uvjetima stani¢nog stresa, kao Sto su gladovanje, hipoksija,
oksidativni stres, infekcija ili zracenje. Povecanjem razine autofagije stanica se pokusava

prilagoditi novonastalim uvjetima.
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Slika 5. Mehanizam autofagije.

Indukcija autofagije regulirana je kompleksom ULKI1, dok je nukleacija fagofora regulirana
kompleksom PI3K kinaze klase III. Konjugat LC3 i konjugat ATG12-ATG5-ATG16L sudjeluju u
procesu elongacije. Sirenjem membrane nastaje fagofor za koji se selektivno preko autofagosomalnih
receptora veze odabrani citoplazmatski sadrzaj. Daljnjim Sirenjem fagofora i fuzijom njegovih krajeva
formira se zatvorena vezikula, autofagosom. Proces zavrSava stapanjem autofagosoma s lizosomom u
tzv. autolizosom gdje dolazi do razgradnje sadrzaja kiselim hidrolazama.
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1.4.1 Indukcija i nukleacija fagofora

Pocetak autofagije reguliran je kompleksom ULKI1 (engl. UNC-51 like kinase) (44)
koji se sastoji od proteina ULK1/2, ATG13, FIP200 (engl. RBI-inducible coiled-coil 1) i
ATG101. Aktivnost kompleksa ULK1 regulirana je kompleksom mTORC (engl. Mammalian
Target of Rapamycin Complex) koji se sastoji od proteina Raptor (engl. Regulatory-
associated protein of mTOR), GBL (engl. Target of rapamycin complex subunit LSTS8) i
serin/treonin kinaze mTOR (engl. Mammalian Target of Rapamycin). Kompleks mTORC
inhibira aktivnost kompleksa ULK1 tako §to stupa u interakciju s njime i fosforilira proteine
ULK1/2 1 ATGI3. Na kompleks mTORC u stanici djeluju razliciti signali kao Sto su
prisutnost i nedostatak hranjivih tvari, faktori rasta, hormoni, unutarstani¢na koncentracija
kalcijevih iona, razina adenozin-trifosfata i kisika, te nakupljanje nefunkcionalnih proteina.
mTORC sudjeluje u kontroli mnogih stani¢nih procesa poput rasta, proliferacije, sinteze
proteina 1 autofagije. Ukoliko stanica osjeti nedostatak hranjivih tvari, dolazi do inhibicije
kompleksa mTORC, §to se smatra glavnim okidatem za pocetak autofagije. Inhibicija
kompleksa mTORC rezultira njegovom disocijacijom s kompleksa ULK1 i defosforilacijom
proteina ULK1/2 1 ATG13. Kompleks ULK1 se potom aktivira fosforilacijom FIP200 i
ATG19 od strane ULK1 koji takoder fosforilira samog sebe. Tako aktivirani kompleks ULK1

potice stvaranje autofagosomalnih membrana (slika 6) (45, 46).

Osim u inicijaciji autofagije regulirane kompleksom mTORC, kompleks ULKI1
takoder sudjeluje 1 u nukleaciji dovodenjem drugih proteina ATG na autofagosomalnu

membranu (47) te u regulaciji proteina ATG9 (48).

Za formiranje fagofora zasluzan je kompleks PI3K klase III sastavljen od proteina
VPS34 (engl. phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3), VPS15 (engl.
phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4) 1 Beclin-1 (engl. Bcl-2 interacting
myosin/moesin-like coiled-coil protein 1) (slika 6) (49). Aktivnost tog kompleksa ovisi o
razli¢itim pozitivnim [ATG14L, AMBRAI (engl. activating molecule in Beclin I-regulated
autophagy), BIF1 (engl. Bax-interacting factor 1), UVRAG (engl. UV radiation resistance-
associated gene)] 1 negativnim [BCL-2 (engl. B-cell lymphoma 2) i Rubicon (engl. RUN
domain protein as Beclin I-interacting and cysteine-rich CONtaining)] regulatorima koji
vezu Beclin-1. Od proteina koji sudjeluju u formiranju fagofora treba spomenuti i skupinu
proteina WIPI (engl. WD-repeat protein interacting with phosphoinositides), WIPI1 1 WIPI2.
Proteini WIPI vezu fosfatidilinozitol-3-fosfate, u kompleksu su s proteinom ATG9Y i vazni su

za sazrijevanje fagofora, no njihov to¢an mehanizam djelovanja i funkcija nisu jo§ poznati
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(50, 51). Protein ATG9Y je transmembranski protein koji sudjeluje u transportu lipida izmedu
autofagosoma 1 trans-Golgijeve mrezice ili kasnog endosoma. U normalnim uvjetima protein
ATGY se nalazi na membranama Golgijeve mrezice 1 kasnog endosoma te aktivacijom

autofagije, protein se translocira na membranu fagofora (52).

Gladovanje

Kompleks
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Kompleks
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Slika 6. Indukeija i nukleacija fagofora.
U indukciji autofagije sudjeluje kompleks ULK1 koji je reguliran kompleksom mTORC, nakon Cega
slijedi nukleacija fagofora koja je regulirana kompleksom PI3K klase III.

1.4.2 Elongacija, selektivno vezanje supstrata i formiranje autofagosoma

U rastu i zatvaranju membrane fagofora sudjeluju dva ubikvitinu sli¢na konjugacijska
sustava, ATG12 i Atg8/LC3/GABARAP, koji se vezu na fagofor i pospjesuju Sirenje i
zaokruZivanje njegove dvostruke membrane. Ti proteini ne pokazuju aminokiselinsku sli¢nost
s ubikvitinom ve¢ se sli¢nost o€ituje na strukturalnoj razini 1 mehanizmu aktivacije (53). Oba
sustava, ATG12 i Atg8/LC3/GABARAP, u prvom koraku aktivacije koriste protein ATG7,
koji je analogan enzimu EIl prilikom aktivacije ubikvitina. Konjugaciju ATGI12 s ATGS
omogucuje ATG10, protein slican enzimu E2 ubikvitinskog sustava. Konjugat ATG12-ATG5
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stupa u interakciju s proteinom ATGI6L vezanim za membranu te zajedno stvaraju veliki

kompleks na membrani novonastalog fagofora. Prije aktivacije protein Atg8/LC3/GABARAP

pocijepa cisteinska proteaza ATG4 formirajuéi protein LC3-1. Slijedi aktivacija
Atg8/LC3/GABARAP proteinom ATG7. Tako aktivirani Atg8/LC3/GABARAP prenosi se na

protein ATG3. Kona¢nu konjugaciju proteina Atg8/LC3/GABARAP i fosfatidiletanolamina
(PE) posreduje kompleks ATG5-ATG12, ¢ija je uloga slicna ubikvitinskom enzimu E3 (54).
Time protein Atg8/LC3/GABARAP postaje kovalentno vezan za lipidnu komponentu PE

novonastajuceg fagofora, te se naziva LC3-II (slika 7).
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Slika 7. Konjugacija ATG12 i LC3.

Konjugacija proteina ATG12 s ATG5 i ATG16L1 dogada se pomocu enzima ATG7 i ATG10. Protein
LC3 prvo se aktivira enzimom ATG4. Slijedi konjugacija pomocu enzima ATG7 i ATG3. Konac¢ni
korak konjugacije proteina LC3 i fosfatidiletanolamina (PE) posreduje kompleks ATG5-ATG12.

Kvascev Atg8 evolucijski je konzervirani protein s ¢ak osam ortologa u sisavcima koji
se mogu podijeliti u dvije proteinske obitelji. Obitel] MAPILC3 (engl. microtubule-
associated protein 1 light chain 3) ¢ine Cetiri ¢lana — dvije varijante LC3A, LC3B i LC3C, te
cetveroclana obitel] GABARAP/GATE-16 (engl. gamma-aminobutyric-acid-type-A-receptor-

associated protein/Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa) — GABARAP, GABARAP-
L1, GABARAP-L2/GATE-16 i GABARAP-L3. Smatra se da svih osam ortologa proteina

Atg8 sudjeluju u formiranju autofagosomalne membrane (55).

Kod autofagije inducirane nedostatkom hranjivih tvari, autofagosomalna membrana
neselektivno obuhvaéa bilo koji dio citoplazmatskog sadrzaja dok se selektivnom

autofagijom, preko autofagosomalnih receptora, obuhvaca to¢no odredeni sadrzaj koji je

odreden za razgradnju u lizosomima.
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Proces stvaranja autofagosoma zavrSava fuzijom dvaju krajeva rastuce
autofagosomalne membrane. Do sada je nepoznato kako se taj proces odvija, ali je predlozeno
sudjelovanje proteina Atg8/LC3/GABARAP i ATG16L (56). Nakon stvaranja autofagosoma,
kompleks ATG12-ATGS se otpusta s vezikula, dok LC3-II ostaje vezan na membrani te ¢e se
degradirati u lizosomu zajedno sa sadrzajem autofagosoma. Zbog zadrzavanja proteina LC3-II
na membrani autofagosoma do konaénog stapanja s lizosomom, LC3 se koristi kao pouzdani

marker autofagosomalne aktivnosti (57, 58).

1.4.3 Fuzioniranje s lizosomima

Zreli autofagosomi transportiraju se u perinuklearnu regiju blizu srediSta organizacije
mikrotubula (MTOC, engl. microtubule-organizing center), gdje se stapaju s lizosomima.
Pokazano je da u transportnom procesu sudjeluju mikrotubularni motoricki proteini dinein i

kinezin-1 (59, 60).

Autofagosom se moze direktno spojiti s lizosomom, ali se takoder, prije spajanja s
lizosomom, moze spojiti 1 s nekim komponentama endocitoze (rani endosom, kasni endosom,

multivezikularna tijela) tvore¢i amfisome (61).

Fuzija autofagosoma s lizosomom odvija se istim principom kao i fuzija drugih
vezikula s lizosomom. Protein UVRAG dovodi fuzijski aparat. Dolazi do aktivacije proteina
Rab7 (engl. Ras-related protein Rab-7a) koji posreduje u LAMP1/2 ovisnom putu lizosomske
fuzije (62). Ovaj zavr$ni proces kontroliraju i kompleksi SNARE (engl. soluble N-
ethylmalemide-sensitive factor activating protein receptors), ESCRT (engl. endosomal
sorting complex required for transport), COPI (engl. coat protein complex I) 1 HOPS (engl.

homotypic fusion and vacuole protein sorting) (63).

Kao rezultat fuzije nastaje autolizosom u kojem se pomocu kiselih hidrolaza razgradi
sav sadrzaj te se novonastale male molekule otpustaju u citoplazmu gdje ¢e se iskoristiti u

drugim stani¢nim procesima.
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1.5 Selektivna autofagija

Autofagija se u pocetku smatrala neselektivnim procesom vaznim za opstanak stanice
u stanju gladovanja gdje se neselektivno razgraduje citoplazmatski sadrzaj. U meduvremenu
je otkriveno kako autofagija moze selektivno prepoznati i razgraditi stanicne komponente kao
S§to su organeli, ribosomi, stani¢ne nakupine proteina ili patogeni. Ovisno o sadrzaju koji se
razgraduje autofagijom, moze se razlikovati nekoliko vrsta selektivne autofagije:
retikulofagija  (razgradnja endoplazmatskog retikuluma), peroksifagija (razgradnja
peroksisoma), mitofagija (razgradnja mitohondrija), lipofagija (razgradnja lipidnih kapi),
zimofagija (razgradnja sekretornih granula), nukleofagija (razgradnja dijelova jezgre),
ksenofagija (razgradnja patogena — bakterija, virusa), ribofagija (razgradnja ribosoma),
agrefagija (razgradnja proteinskih agregata) (slika 8) (32). U kvasaca postoji jo§ dodatna vrsta
autofagije ciljanje citoplazme do vakuole (Cvt, engl. cytoplasm to vacuole targeting) kojom

se lizosomske hidrolaze dostavljaju u vakuolu, kvascev ekvivalent lizosoma (64).
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Slika 8. Vrste selektivne autofagije.
Ovisno o sadrzaju koji se razgraduje autofagijom, razlikuje se nekoliko vrsta selektivne autofagije:

retikulofagija (razgradnja endoplazmatskog retikuluma), peroksifagija (razgradnja peroksisoma),
mitofagija (razgradnja mitohondrija), lipofagija (razgradnja lipidnih kapi), zimofagija (razgradnja
sekretornih granula), nukleofagija (razgradnja dijelova jezgre), ksenofagija (razgradnja patogena —
bakterija, virusa), ribofagija (razgradnja ribosoma), agrefagija (razgradnja proteinskih agregata).
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1.5.1 Autofagosomalni receptori

Selektivnost procesa omogucuju autofagosomalni receptori koji se jednim krajem
proteina vezu za protein LC3/GABARAP na autofagosomalnoj membrani, a drugim
prepoznaju supstrat. Do sada je poznato nekoliko autofagosomalnih receptora. Proteini p62
(engl. SOSTM/A170), NBR1 (engl. neighbor of BRCAI gene) 1 ALFY (engl. autophagy FTVE
protein) receptori su za autofagiju proteinskih nakupina (65-67). Proteini NIX/BNIP3L (engl.
BC, L2/adenovirus EIB 19kDa interacting protein 3-like), BNIP3 (engl. BCL2/adenovirus
EIB 19 kDa protein-interacting protein 3) 1 FUNDCI1 (engl. FUNI4 domain-containing
protein 1) sudjeluju u autofagiji mitohondrija (68-70), dok protein NDP52 (engl. nuclear dot
protein 52 kDa) sudjeluje u autofagiji bakterije Salmonella enterica (71). Osim u autofagiji
proteinskih nakupina, protein p62 djeluje kao autofagosomalni receptor i u autofagiji
peroksisoma (72), mitohondrija (73), unutarstani¢nih bakterija (74) i ribosomskih proteina

(75).

U ovom istrazivanju dokazali smo da je novi receptor optineurin ukljuc¢en u autofagiju
proteinskih nakupina (76), te je ujedno i receptor za autofagiju bakterije Salmonella enterica

(77).

Zajednicke karakteristike autofagosomalnih receptora su istovremeno vezanje na
autofagosomalni protein LC3/GABARAP preko domene LIR, i za supstrat, Sto se za veéinu
receptora dogada preko proteina ubikvitina kojim je supstrat obiljezen, te sposobnost
oligomeriziranja. Prvi opisani autofagosomalni receptor je protein p62/SQSTM (66) koji se
sastoji od nekoliko domena, medu kojima su N-terminalna oligomeriziraju¢a domena (PB1),

C-terminalna ubikvitin vezuju¢a domena (UBA) i domena LIR u sredini.

Autofagosomalni receptori vezu protein LC3/GABARAP preko domene LIR (engl.
LC3-Interacting Region) (slika 9). Domenu LIR karakterizira sredi$nja konsenzus sekvenca
OxxI', gdje je ® aromatska aminokiselina, x bilo koja aminokiselina a I' leucin 1ili izoleucin
(65). Prilikom interakcije domene LIR i proteina LC3, aminokiseline ® i I' smjeStaju se u
hidrofobni dzep proteina LC3. Kisele, negativno nabijene aminokiseline koje prethode samom

motivu OxxI" dodatno pojacavaju tu interakciju (78).
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Slika 9. Shematski prikaz autofagosomalnih receptora p62, NBR1, NDP52, NIX i ALFY s
detaljnim prikaz domene LIR.

PB1 — oligomeriziraju¢a domena (engl. Phox and Beml domain), ZnF — domena cinkova prsta (engl.
Zinc finger domain), TB — TRAF6 vezuju¢a domena (engl. TRAF6-binding domain), UBA — ubikvitin
vezuju¢a domena (engl. ubiquitin-associated domain), CC — domena zavojite uzvojnice (engl. coiled
coil domain), LIR — LC3 vezuju¢a domena (engl. LC3-Interacting Region), SKICH (engl. skeletal
muscle and kidney-enriched inositol phosphatase carboxyl homology domain), BH3 (engl. Bcl-2
homology 3 domain), TM — transmembranska domena, BEACH (engl. beige and chediak-higashi), PH
(engl. Pleckstrin homology domain), WD40 — ponavljanja domene WDA40 (engl. WD40 repeats, beta-
transducin repeat), FYVE (engl. Fabl, YOTB/ZK632.12, Vacl, and EEAl domain) ak -—
aminokiselina. Domena LIR oznacena je Zutom bojom, domena preko koje protein veze ubikvitinske
lance oznacena je crvenom bojom, dok su sve ostale domene oznacene zelenom bojom.

219 ak
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1.5.2 Mitofagija

Mitofagija je selektivna autofagija oSteCenih mitohondrija ali i neoSteéenih
mitohondrija prilikom diferencijacije pojedinih stani¢nih oblika (70). Malo je poznato o
samom mehanizmu selektivnog prepoznavanja mitohondrija. Proucavani proteini koji
sudjeluju u mitofagiji su kinaza PINKI1 i1 E3 ubikvitin ligaza parkin. Mutacije u genima
PINK1 1 Parkin povezane su s razvojem Parkinsonove bolesti jer onemogucuju uklanjanje
ostecenih mitohondrija (79). Ligaza parkin ubikvitinira proteine mitofuzine, MFN1 i MFN2,
vazne za fuziju mitohondrija. Ubikvitinacija mitofuzina nuzna je za njthovu razgradnju
proteasomom c¢ime se zaustavlja mitohondrijska fuzija. Nemoguénost fuzije kao mehanizma
popravka osSte¢enih mitohondrija aktivira mitofagiju (80). Nadalje, protein p62 prepoznaje
ubikvitinirani VDACI (engl. Voltage-Dependent Anion Channel 1) preko svoje UBA domene
1 dovlaci autofagosomalnu membranu vezanjem za protein LC3 (73). Kod mitofagije tijekom
razvojnih procesa, uklanjanju se neoSteceni 1 funkcionalni mitohondriji te je u tom procesu
dokazano sudjelovanje dvaju homolognih proteina NIX (69) i BNIP3 (68, 81) te FUNDCI1
(82). Ti proteini se nalaze na vanjskoj mitohondrijskoj membrani, preko svoje LIR domene
vezu autofagosomalni protein LC3 i tako dovlade autofagosomalnu membranu. Za razliku od
drugih autofagosomalnih receptora ne posjeduju vezujuéu domenu za ubikvitin te ne djeluju
posredstvom ubikvitina ve¢ sudjeluju u izravnoj interakciji mitohondrija s proteinima na

autofagosomalnoj membrani.
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1.6 Razgradnja proteinskih nakupina

Iako se jo$ uvijek raspravlja jesu li proteinske nakupine toksi¢ne za stanicu ili Stite
stanicu od toksi¢nih oligomernih oblika abnormalnih proteina, sigurno je da eliminacija
proteinskih nakupina u stanici povecanjem aktivnosti autofagije i UPS-a ublaZuje patogenezu

u raznim neurodegenerativnim modelima.

Kako bi se odrzala homeostaza u stanici, abnormalni i nefunkcionalni proteini moraju
se razgraditi 1 ukloniti iz stanice. Prvi korak je razgradnja abnormalnih i nefunkcionalnih
proteina putem ubikvitinskog proteasomalnog sustava i autofagije posredovane Saperonima.
Ukoliko ta dva sustava zakazu ili stanica sintetizira puno vecu koli¢inu proteina nego ih ta dva
sustava mogu razgraditi, dolazi do stvaranja proteinskih nakupina koje su Stetne za stanicu.

Pomocu selektivne autofagije stanica pokusava ukloniti proteinske nakupine.

U selektivnoj autofagiji proteinskih nakupina, okarakterizirana su tri autofagosomalna
receptora, p62, NBR1 i ALFY (slika 10) (66, 67, 83). Proteinske nakupine obiljezavaju se
lancima proteina ubikvitina. Tako obiljezene proteinske nakupine prepoznaju
autofagosomalni receptori p62 1 NBRI1 koji se vezu za ubikvitinske lance proteinskih
nakupina preko domene UBA te se preko svoje domene LIR veZzu na protein LC3 koji se
nalazi na autofagosomalnoj membrani. Tako autofagosomalni receptori sudjeluju u
selektivnom dopremanju ubikvitiniranih proteinskih nakupina do fagofora. Proteini p62 i
NBRI su tipi¢ni autofagosomalni receptori. Osim domena UBA i LIR, proteini takoder
posjeduju domenu PB1 koja im omogucava oligomerizaciju. Svojom oligomerizacijom
stvaraju mrezu 1 pospjeSuju slaganje abnormalnih proteina u slozene proteinske nakupine i
njihovu razgradnju pomocu autofagije. Protein ALFY veze proteine p62 i ATGS te svojom
domenom FVEI fosfatidilinozitol-3-fosfate ¢ime dodatno pospjeSuje interakciju
autofagosomalnih proteina, kompleksa ATG5-ATG12-ATG16 i proteina LC3 lokaliziranih na
autofagosomalnoj membrani, s proteinskim nakupinama obiljezenim proteinima ubikvitinom i

p62 (67, 84).
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Slika 10. Autofagija proteinskih nakupina.

Proteinske nakupine obiljezene lancima proteina ubikvitina prepoznaju autofagosomalni receptori p62
i NBR1 koji istovremeno vezu protein LC3 na autofagosomalnoj membrani. Protein ALFY veze
proteine p62 i ATGS te svojom domenom FVEI fosfatidilinozitol-3-fosfate ¢ime dodatno pospjesuje
interakciju autofagosomalnih proteina, kompleksa ATGS5-ATG12-ATG16 i proteina LC3 lokaliziranih
na autofagosomalnoj membrani, s proteinskim nakupinama obiljezenim proteinima ubikvitinom i p62.

Osim ubikvitinacije, posttranslacijske modifikacije kao Sto su acetilacija, fosforilacija i
SUMOilacija abnormalnih proteina vazne su za uspjeSnu autofagiju proteinskih nakupina jer
pospjesuju njihovu eliminaciju (85-87). Acetilacija abnormalnih proteina moze biti signal za
razgradnju, (acetilacija huntingtina) (86), ili moze sluziti kao inhibicijski signal koji sprecava
autofagosomalnu razgradnju (protein ataksin 7) (88). Fosforilacija mutiranog proteina
huntingtin pomoc¢u kinaze IKK (engl. Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase) pospjeSuje
njegovu razgradnju ali i utjee na druge posttranslacijske modifikacije samog proteina kao $to

su acetilacija, SUMOilacija i ubikvitinacija.

Protein HDACG6 (engl. histone deacetylase 6) jos je jedan u nizu proteina povezanih s
autofagijom proteinskih nakupina. Proteinske nakupine imaju tendenciju nakupljanja u
perinuklearnom podru¢ju, blizu srediSta organizacije mikrotubula (MTOC engl. The

microtubule-organizing center), u slozene poliubikvitinirane strukture agresome. Protein
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HDAC6, mikrotubularna deacetilaza, vezu¢i motoricke proteine dineine sudjeluje u
formiranju 1 prijenosu agresoma do autofagosomalne masSinerije. Vezanje za proteinske
nakupine dogada se posredstvom ubikvitinskih lanaca. Takoder, protein HDAC6 sudjeluje u
formiranju F-aktinske mreZe Cime pospjeSuje fuzioniranje autofagosoma s lizosomima (89,
90). U stanicama s utiSanom ekspresijom proteina HDACS6, ne stvaraju se veliki agresomi ve¢

puno malih proteinskih nakupina ravnomjerno rasporedenih po cijeloj stanici (91)

Kao dodatni dokaz uloge autofagije i ubikvitinsko-proteasomalnog sustava su animalni
modeli za neurodegenerativne bolesti. Aktivacijom ili inhibicijom tih procesa dolazi do
poboljSanja ili pogorSanja fenotipa u tim modelima. Takoder, ako se u mis$jem modelu
Alzheimerove bolesti snizi ekspresija proteina Beclin-1 dolazi do poveéanog nakupljanja
proteinskih nakupina i pogorsanja fenotipa. Obrnuti efekt postize se s pojacanom ekspresijom
Beclin-1 (92). Pokazano je da se razina autofagije smanjuje s godinama (93). Homeostaza je
bitna u svim stanicama, ali stanice koje se vise ne dijele, kao §to su neuroni i miociti, posebno
su osjetljive na promjene homeostaze. Kako je autofagija bitna u odrzavanju homeostaze,
smanjenje njezine razine u neuronima pridonosi nakupljanju abnormalnih i nefunkcionalnih
proteina u proteinske nakupine dovode¢i do njihovog oStecenja i propadanja. Smanjenje

razine autofagije tako pridonosi razvoju neurodegenerativnih bolesti.

Istrazivanja su pokazala da je nakupljanje i uklanjanje proteinskih nakupina regulirano
ubikvitinsko-proteasomalnim sustavom i autofagijom. Sve je viSe dokaza da su ta dva
protealiticka sustava povezana, ali jo§ nije poznat mehanizam kojim medusobno
komuniciraju. Pokazalo se da utjecajem na aktivnost jednog sustava, dolazi do promjene
aktivnosti drugog sustava (94). Pojacana aktivnost autofagije kompenzacijski je mehanizam
prilikom inhibicije ubikvitinsko-proteasomalnog sustava (95). S druge strane, inhibicija
autofagije blokira proteasomalnu aktivnost tako Sto se protein p62 veze i nakuplja na
ubikvitiniranim abnormalnim proteinima i sprecava njihovo dostavljanje proteasomu, a time 1
razgradnju putem proteasoma (96). Zajednicka karakteristika dvaju degradacijskih putova je

signalna molekula ubikvitin te bi ona mogla biti klju¢na nepoznata poveznica izmedu njih.
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1.7 Protein optineurin

Protein optineurin je 67 kDa veliki multifunkcionalni protein koji sudjeluje u mnogim
procesima u stanici. Kodira ga gen OPTN (na kra¢em kraku kromosoma 10 u regiji 13 —
10p13) koji se sastoji od 3 nekodirajuca egzona u regiji 5'-UTR te 13 egzona koje kodiraju
protein od 577 aminokiselina. Postoje tri razli¢ite forme mRNA koje sve kodiraju za isti
protein, a nastaju razli¢itim prekrajanjem 5'-UTR. Homolozi u drugim kraljeznjacima
(majmunu, misu, Stakoru i ribi zebrici) pokazuju veliku sli¢nost s humanim proteinom
optineurinom, dok nize vrste pokazuju malu ili nikakvu sli¢nost. Protein optineurin takoder
pokazuje veliku homologiju na razini proteinske sekvence ali i organizaciji domena s
proteinom NEMO (engl. NF-kappa-B essential modulator). Eksprimiran je u veéini humanih
tkiva. Kako optineurinski promotor posjeduje NF-xB vezujuée mjesto, TNFa (tumor
nekrotiraju¢i faktor alfa) i infekcije mogu pojacati ekspresiju proteina optineurina u stanici
(97-99). lako je reguliran NF-kB putem te pokazuje sli¢nost s proteinom NEMO, istrazivanja

su pokazala da sudjeluje i u mnogim drugim stani¢nim putovima (100).

Lokalizacija proteina optineurina u stanici jo§ uvijek nije jasna. Pokazalo se da je
lokaliziran primarno na trans-Golgijevoj mreZici 1 post-Golgijevim vezikulama, ali 1 u
perinuklearnoj regiji te difuzno u stanici. Novije istrazivanje pokazalo je da se translocira u
jezgru tijekom mitoze (101). Iako se pokazalo da je protein optineurin lokaliziran na trans-
Golgijevoj mrezici preko proteina Rab8 (engl. Ras-related protein Rab-8A4), mutacija u
UBAN domeni koja onemogucuje vezanje za poliubikvitinske lance uzrokuje redistribuciju
proteina difuzno u citoplazmu. Ovo sugerira da je proteinu optineurinu za lokalizaciju na
trans-Golgijevoj mrezici, uz vezanje za protein Rab8, potrebna i interakcija s jo§ nepoznatim

poliubikvitniranim proteinom.
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1.7.1 Grada proteina optineurina

Protein je graden od nekoliko domena (slika 11). Posjeduje tri domene zavojite
uzvojnice (CC) koje mu omogucavaju oligomerizaciju te se smatra se da mu je nativna forma
dimer iako moze raditi i oligomere. Zbog svoje strukturne sli¢nosti s proteinom NEMO ali i
proteinom ABIN, nije iskljuceno da formira i heteromere. Na C-terminalnom kraju nalazi se
domena cinkova prsta (ZnF) 1 ubikvitin vezuju¢a domena (UBAN). Proteini ABIN, NEMO 1
OPTN imaju konzerviranu UBAN domenu preko koje vezu razli¢ite ubikvitinske lance, s
najveéim afinitetom za linearne ubikvitinske lance, i neSto manjim afinitetom za K63
ubikvitinske lance. U ovom istrazivanju okarakterizirali smo domenu LIR izmedu 178 1 181

aminokiseline sa sekvencom FVEI preko koje se veZe na autofagosomalni protein LC3.
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Slika 11. Shematski prikaz strukture proteina optineurina.

CC — domena zavojite uzvojnice (engl. coiled coil domain), LIR — LC3 vezuju¢a domena (engl. LC3-
Interacting Region), UBAN — ubikvitin vezujua domena u proteinima ABIN i NEMO (engl.
Ubiquitin binding in ABIN and NEMO), ZnF — domena cinkova prsta (engl. Zinc finger domain), ak —
aminokiselina.

1.7.2 Funkcija proteina optineurina

Protein optineurin otkriven je kao interakcijski partner adenoviralnog protein E3-
14.7K te je nazvan 14.7K vezujuéi protein-2 ili FIP-2 (97). Protein je kasnije povezan s
primarnim glaukomom otvorenog kuta (POAG, engl. primary open-angle glaucoma) te
preimenovan u optineurin prema engl. optic neuropathy inducing. U daljnjim istraZivanjima
pokazano je da stupajuci u interakciju s mnogim proteinima (tablica 2) sudjeluje u mnogim
staniCnim procesima poput membranskog transporta 1 transporta vezikula, stani¢ne
morfogeneze, regulacije signalnog puta NF-«xB, signalne transdukcije, regulacije transkripcije

te kontrole stani¢ne diobe.

1.7.2.1 Protein optineurin u regulaciji signalnog puta NF-xB

Istrazivanja su pokazala da protein optineurin sudjeluje u regulaciji signalnog puta
NF-«kB. Prilikom stimulacije s TNFa, protein optineurin svojom domene UBAN natjece se s
proteinom NEMO za vezanje poliubikvitiniranih supstrata kao Sto je RIP-1 (engl. Receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 1) i tako inhibira NF-kB aktivaciju (102). Vezuci
se na poliubikvitinirani protein RIP-1, omoguéio je njegovu deubikvitinaciju pomocu

deubikvitinitaze CYLD (engl. Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase CYLD) (103). Istom
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domenom protein optineurin veze protein TAX-1 (Contactin-2, engl. Transient axonal
glycoprotein 1) i zajedno s proteinom TAX1BP1 (engl. TaxI-binding protein 1) ubikvitinira
TAX-1 sto dovodi do aktivacije NF-kB (104). Takoder je pokazano da se protein optineurin
veze 1 na protein A20, deubikvitinazu koja negativno regulira NF-«B signalni put (105).
Pretpostavlja se da bi protein optineurin mogao biti adapter koji dovodi deubikvitinaze do
poliubikvitiniranih proteina i tako negativno regulira NF-kB signalni put induciran s TNFa.
Nedavno istrazivanje je pokazalo se da protein NEMO veze na linearne ubikvitinske lance
preko svoje UBAN domene i tako regulira NF-xB signalni put (106). Kako protein optineurin
posjeduje istu UBAN domenu, pretpostavlja se da bi 1 protein optineurin mogao sudjelovati u
regulaciji NF-kB signalnog puta ali i drugih signalnih putova vezuci se na linearne
poliubikvitinske lance. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila tocna uloga

proteina optineurina u regulaciji NF-kB signalnog puta.

1.7.2.2 Protein optineurin u membranskom transportu

Protein optineurin sudjeluje u membranskom transportu i organizaciji trans-Gogijeve
mrezice vezuci se s proteinima Rab8, huntingtin i miozin VI. Protein Rab8 mala je GTPaza
koja sudjeluje u transportu vezikula izmedu trans-Golgijeve mrezice i plazma membrane. U
tom transportu takoder sudjeluje i protein huntingtin koji zajedno s proteinima Rab8 i
optineurin stvara kompleks koji omogucuje transport tih vezikula (107, 108). Protein Rab8
vezan je za membranu trans-Golgijeve mreZice, te se preko optineurina povezuje s
huntingtinom koji je vezan za dinein, a time i mikrotubule, te tako omogucuje transport

vezikula preko mikrotubula.

Protein miozin VI je multifunkcionalni motoricki protein vezan na aktinske filamente
koji sudjeluje izmedu ostalog u endocitozi i sekretornom membranskom transportu. Vezu¢i se
na protein optineurin koji je preko Rab8 vezan na trans-Gogijevu mreZzicu, protein miozin VI
sudjeluje u transportu vezikula od trans-Golgijeve mrezice do plazma membrane (109).
Inhibirajuci ekspresiju bilo kojeg od proteina huntingtin, miozin VI ili optineurina, dolazi do
poremecaja organizacije trans-Gogijeve mrezice Sto pokazuje da su ti proteini vazni za
organizaciju trans-Gogijeve mrezice. Tako se protein optineurin pokazao kao vazan protein u
koordinaciji trans-Gogijeve mrezice i transporta vezikula preko aktinskih ili mikrotubularnih

filamenata do endosoma, lizosoma ili plazma membrane.
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1.7.2.3 Protein optineurin u antivirusnom prirodenom imunolo$Skom odgovoru

Kinaza TBKI1 (engl. TANK-binding kinase I) sudjeluje u aktivaciji antivirusnog
prirodenog imunoloskog odgovora tako $to fosforilacijom aktivira transkripcijske faktore
IRF3/IRF7 (engl. Interferon regulatory factor 3/ Interferon regulatory factor 7), a time i
transkripciju gena IFN-B (engl. Interferon beta). Protein optineurin negativno regulira
antivirusni prirodeni imunoloski odgovor tako §to inhibira IRF3 fosforilaciju i ekspresiju gena
IFN-B vezuéi se s kinazom TBK1, ali sam mehanizma inhibicije nije jo§ razjasnjen (110).
lako kinaza TBKI1 direktno veze protein optineurin svojim N-terminalnim dijelom, u ovom
slu¢aju za tu interakciju odgovorna je domena UBAN S§to upucuje na regulaciju
ubikvitinacijom. U prilog tome ide nedavno istrazivanje proteina ABIN, homolognog proteinu
optineurinu, koji u kompleksu s deubikvitinazama TAX1BP1 i A20, onemogucuje interakciju
E3 ligaze TRAF3 s kinazom TBK1 §to dovodi do smanjene ubikvitinacije TBK1 1 inhibicije

antiviralnog prirodenog imunoloskog odgovora (111).

1.7.2.4 Protein optineurin u regulaciji mitoze

Najnovija istrazivanja pokazuju sudjelovanje proteina optineurina u regulaciji mitoze.
Kinaza Plk1 (engl. Polo-like kinase I) kao glavni regulator stani¢ne diobe regulira nekoliko
razli¢itih koraka diobe te je njena aktivnost prostorno i vremenski regulirana na razini
transkripcije, razgradnje 1 fosforilacije (112). Tijekom mitoze kinaza Plk1 fosforilira protein
optineurin koji disocira od proteina Rab8 1 premjesta se s trans-Golgijeve mrezice u jezgru.
Protein optineurin potic¢e fosforilaciju MYPT1 (engl. Myosin phosphatase-targeting subunit
1) pomo¢u Cdkl (engl. Cyclin-dependent kinase I) koji se zatim veze na kinazu PIkI i
inhibira njenu kinaznu aktivnost. Tako kinaza Plk regulira lokalizaciju proteina optineurin

kako bi regulirala vlastitu aktivnost, a time i mitozu stanice (101).
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Tablica 2. Lista interakcijskih partnera proteina optineurina.
ColP — ko-imunoprecipitacija (engl. co-immunoprecipitation), TAP-TAG [engl. TAP (Tandem affinity
purification) tagging method], UBAN — ubikvitin vezuju¢a domena, Y2H — metoda kvasc¢evog sustava
dvaju hibrida (engl. yeast two-hybrid), NA — nije definirano. Preuzeto i modificirano od Kachaner et
al., Cell Cycle, 2012(100).

odgovor

Interakeijski | oo Interilkcuska Funkcija Referenca
partner regija (ak)
TBK1 Y2H, ColP 1127 Indukcija IFN-f 1 antivirusni (110, 113)
odgovor
TAP-TA
MYPTI G, 131-170 Dioba i migracija stanica (101)
ColP
i i 101, 107,
Rabs Y2H, ColP 141209 Transport vezikula, stani¢na (
morfogeneza 108)
TFIIIA Y2H 160-496 Transkripcija (114)
mGluR1 Y2H 202-246 Regulacija signalnog puta (115)
metabotropi¢nog glutamata
Tax1 Y2H, ColP 300-577 HTLV1 onkoprotein (104)
E3-14.7K Y2H 395-577 Viralni protein E3 adenovirusa 7)
Huntingtin | Y2H, ColP 411-461 Transport Vez1kula,‘post—G01g1] V| (107, 108)
transport do lizosoma
CYLD Y2H 412-520 Negativni regulator NF-xB (103)
Miozin VI |  Y2H 412-520 Egzocitoza, morfogencza (109)
Golgijeve mrezZice
T pull
polyUb RIP1 Gzo Vf:: UBAN Regulacija NF-«B signalnog puta (102)
Plk1 ColP NA Regulacija mitoze (101)
Polycistin-2 ColP NA Kalcijevi kanali (116)
TAX1BP1 ColP NA Regulacija NF-«B signalnog puta (104)
R t
ceep’ol z4 ColP NA Recikliranje endocitozom (117)
transferin
A20 Y2H NA Negativni regulator NF-xB (105)
BAT4 Y2H NA Imunologija (105)
TBCIDI17 Y2H NA Rab-GAP protein (105)
UXT Y2H NA Pozitivni regulator NF-xB (105)
ZBTB33 Y2H NA Stani¢ni rast i razvoj (105)
Fos Pull down NA Protoonkogen, transkripcijski (118)
faktor
TRAF3 Pull down NA Indukcija IFN-f i antivirusni (110)
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1.7.3 Protein optineurin u glaukomu i Pagetovoj bolesti kosti

Mutacije u proteinu optineurinu povezane su s primarnim glaukomom otvorenog kuta
(POAG, engl. primary open-angle glaucoma), posebno s podvrstom glaukomom s normalnim
otnim tlakom (NPG, engl. normal tension glaucoma) u kojoj se javljaju u 16,7% slu€ajeva
(119). Glaukom je skupina bolesti vidnog Zivca i jedan od glavnih uzroka sljepoce u svijetu
kao posljedica gubitka i oSteCenja stanica mreznickih ganglija. Naj¢eS¢a mutacija u genu
optineurinu, E50K, pokazuje najjatu poveznicu s POAG. U transgeni¢nom misu s tom
mutacijom, dolazi do spontane apoptoze stanica mreznickih ganglija i smanjenja debljine
retine (120). Analizom Stakorskih mreznickih neurona u kulturi stanica, dokazano je kako je
samo ta mutacija dovoljna za njihovu smrt i da mutacija ESOK jedino u tim stanicama, od
Cetiri razliCitih vrsta ispitanih stanica, uzrokuju apoptozu (121). Druga mutacija H486R,
pojavljuje se kod mladih osoba i karakterizirana je tezim oblikom bolesti. Nadene su jo$ razne
mutacije (H26D, M98K, E103D, T202R, K322E, A336G, A377T, H486R) ali jos uvijek nije
razjasnjen mehanizam kojim dolazi do propadanja stanica mreznickih ganglija, kao ni zasto su

samo te stanice pogodene mutacijama u genu za optineurin (100).

Druga bolest koja je povezana s mutacijama u genu optineurin je Pagetova bolest
kosti. To je kroni¢na bolest kosti gdje dolazi do poremecaja remodeliranja kosti s
prekomjernom resorpcijom te pojacanim stvaranjem nove kosti u isto vrijeme Sto rezultira
zadebljanjem i deformacijom kosti. Genetickom analizom pacijenata s Pagetovom bolesti
kosti, nadeni su neki polimorfizmi unutar gena optineurin kao moguci genetski rizici za razvoj
bolesti (122, 123). Nisu provedena nikakva daljnja istrazivanja u kojima bi se ispitala uloga

proteina optineurina u Pagetovoj bolesti kosti.

1.7.4 Protein optineurin u neurodegenerativnim bolestima

U nedavnim istrazivanjima mutacije u proteinu optineurinu po prvi put su povezane s
amiotroficnom lateralnom sklerozom. U tom istrazivanju pronadene su mutacije u genu u
pacijenata s obiteljskim i sporadi¢nim oblikom ALS iz Japana (124). Osim $to su pronadene
mutacije u genu, pokazana je prisutnost proteina optineurina u proteinskim inkluzijama u
motorickim neuronima lumbalnog dijela ledne mozdine. Do sada je pronadeno 14 razlicitih
mutacija od kojih pet uzrokuje preuranjeni stop kodon (delecija egzona 5, G23X, Q165X,
Q398X, insercija ¢.691-692insAG) i sedam tockastih mutacija (A93P, R96L, T282P, Q314L,
E478G, Q454E, K557T), te dvije intronske mutacije (c.552+1delG, c.1401 +4A/G) (124-

131). Jedino je insercija ¢.691-692insAG koja dovodi do preuranjenog stop kodona pronadena
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1 u POAG-u i ALS-u. Iako je do sada pronadeno ovih nekoliko mutacija, u nekim
istrazivanjima nisu pronadene nikakve mutacije u genu optineurin (132, 133) te je potrebno
napraviti dodatna istrazivanja kako bi se moglo sa sigurnos¢u re¢i da su mutacije u genu

zaista povezane s ALS-om.

Osim u proteinskim inkluzijama u pacijenata s ALS-om, protein optineurin pronaden
je lokaliziran na proteinskim inkluzijama u pacijentima s Alzheimerovom (na
neurofibrilarnim vlakanima 1 distroficnim neuritima), Parkinsonovom (na Lewysovim
tjeleScima 1 Lewysovim neuritima), Creutzfeldt-Jakobovom bolesti (u ballooned stanicama), s
multiplom sustavnom atrofijom (na glijalnim citoplazmatskim inkluzijama) i Picovom bolesti
(na Pickovim tjeleScima) te na proteinskim inkluzijama poliglutaminskih bolesti DRPLA,
SCA2 i SCA3 (134-137). lako optineurin lokalizira u proteinskim inkluzijama u raznim
neurodgenerativnim bolestima, samo odredeni postotak pacijenata ima optineurinske

pozitivne proteinske inkluzije (138).
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1.8 Animalni modeli istrazivanja neurodegenerativnih bolesti

Animalni modeli za istrazivanje neurodegenerativnih bolesti koji se naj¢esce koriste su
mi§ (Mus Musculus), riba zebrica (Danio rerio), vinska muSica (Drosophila melanogaster) 1
obli¢ (Caenorhabditis elegans). NajviSe istraZzivanja napravljeno je upotrebom misjih modela
raznih neurodegenerativnih bolesti. Napravljeni su mnogi transgeni¢ni misji modeli s
utiSanom ekspresijom proteina ili pojacanom ekspresijom mutiranih proteina koji su povezani
s neurodegenerativnim bolestima. Postoje transgeni¢ni modeli s eksprimirani mutiranim
proteinima SOD1, TDP-43, FUS, huntingtin, a synuclein, ataksina i mnogih drugih proteina.
Ti modeli ne pokazuju sve aspekte bolesti, ali su dobri za bolje razumijevanje mehanizama
razvoja neurodegenerativnih bolesti. Svi oni pokazuju jednake neurodegenerativne promjene
kao 1 u pacijenata s istom mutacijom proteina. lako je mi§ najsrodniji ljudima te su tako 1
rezultati dobiveni u tim istrazivanjima najpouzdaniji, zbog skupoce odrzavanja, malog broja
potomaka i dugog trajanja istrazivanja, druga tri modela koriste se vrlo uspje$sno u ovim
istrazivanjima. Svi imaju brzi razvojni ciklus s velikim brojem potomaka i relativno jeftinim
odrzavanjem. Limitirajuce je §to se gradom i strukturom tkiva i organa uvelike razlikuju od
ljudi, a neki pak ljudski proteini nisu konzervirani u tim modelima. I takvi modeli dobri su za

istrazivanje glavnih bioloskih procesa koji su konzervirani.

Riba zebrica spada u novije modelne organizme, i koristi se prije svega u
istrazivanjima razvojne biologije 1 toksikologiji. Ovo je dobar modelni organizam zbog
jednostavnog uzgoja i brzog razmnoZzavanja s velikim brojem embrija, kao i zbog vanjske
oplodnje 1 prozirnosti embrija. Moguca je jednostavna geneticCka manipulacija
mikroinjektiranjem mRNA i morfolino oligonukleotida u embrij. Mikroinjektiranjem mRNA
dolazi do kratkotrajne ekspresije nekog proteina, a mikroinjektiranjem morfolino
oligonukleotida dolazi do kratkotrajnog utiSavanja ekspresije proteina. Morfolino
oligonukleotidi kemijski su modificirani oligonukleotidi koji se specificno vezu za mRNA
blizu start kodona i time sprecavaju translaciju proteina. Takoder se mogu vezati za pre-
mRNA na prijelazu izmedu egzona i introna ¢ime spreCavaju pravilno prekrajanje i
sazrijevanje mRNA (139). Tehnika mikroinjektiranja mRNA i morfolino oligonukleotida
pokazala se dobrom, brzom 1 specificnom. Nedostatak metode je kratkotrajan efekt ekspresije,
svega 72 sata od fertilizacije. Postoje i mnoge transgeneticke linije ribe zebrice gdje se
istrazivanja rade i na odraslim jedinkama. Pokazala se i kao dobar model za neke bolesti, prije
svega neurodegenerativne bolesti kao Sto su amiotrofi¢na lateralna skleroza, Huntingtonova,

Parkinsonova i Alzheimerova bolesti (140).
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2 HIPOTEZA I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Protein optineurin nedavno je povezan s amiotroficnom lateralnom sklerozom,
pronalazenjem mutacija u genu za optineurin u pacijentima s ALS-om, te prisutno$¢u proteina
optineurina u proteinskim nakupinama. Istovremeno smo, u nasem laboratoriju, koristenjem
kvascevog sustava dvaju hibrida (engl. yeast-two-hybrid), pokazali da je protein optineurin
interakcijski partner autofagosomalnog proteina LC3, Sto ga dovodi u vezu s procesom

autofagije.

S obzirom da prisutnost proteina optineurina u proteinskim nakupinama nije
proucavana, te je do sada ostala nepoznata veza proteina optineurina i autofagije, postavili
smo pitanje: sudjeluje li protein optineurin i na koji nacin u procesu selektivne autofagije
proteinskih nakupina? Stoga, svrha je ovog istraZivanja bila utvrditi ulogu proteina
optineurina pri uklanjanju proteinskih nakupina kakve nastaju u neurodegenerativnim
bolestima. Razumijevanje stanicnih mehanizama koji uklanjaju proteinske nakupine moze
pomoci u razvoju djelotvornih tretmana koji bi se koristili pri lijeCenju neurodegenerativnih

bolesti.

2.1 Hipoteza

Sukladno tome, ovim istrazivanjem testirali smo hipotezu da je optineurin novi
autofagosomalni  receptor za  selektivhu autofagiju  proteinskih  nakupina u

neurodegenerativnim bolestima.

2.2 Ciljevi istrazivanja

Istrazivanje funkcije novih proteina uklju¢enih u proces uklanjanja proteinskih
nakupina, koje su glavno obiljezje neurodegenerativnih bolesti, klju¢no je za razumijevanje
nastajanja, ali 1 lijeCenja tih bolesti. S obzirom na nove spoznaje o proteinu optineurinu, poput
njegove prisutnosti u proteinskim nakupinama, postojanju mutacija u genu optineurinu u
pacijenata koji boluju od neurodegenerativne bolesti amiotroficne lateralne skreloze kao 1
povezanosti proteina optineurina s procesom autofagije, vazno je razjasniti i detaljno istraziti

ulogu optineurina u procesu autofagije proteinskih nakupina.
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Stoga je glavni cilj ovog istrazivanja razjasniti ulogu proteina optineurina u
molekularnim mehanizmima regulacije autofagije proteinskih nakupina, te ukljucuje

specifi¢ne ciljeve:

1. potvrditi prisutnost optineurina u proteinskim nakupinama u raznim modelima
neurodegenerativnih bolesti,

2. istraziti biokemijske karakteristike interakcije proteina optineurina s
proteinskim nakupinama,

3. istraziti ulogu proteina optineurina u procesu autofagije proteinskih nakupina, i
4. ispitati utjecaj mutacije gena za optineurin na nastanak i progresiju ALS-a u

modelnom organizmu ribe zebrice.

U ovom istrazivanju koriStena su dva cesta modela proteinskih nakupina: prvi,
mutirani protein superoksid dismutaza s mutacijom u glicinu 93 (SOD1 G93C) i drugi, mali
fragment proteina huntingtina (prvi egzon koji kodira za 92 aminokiseline) s
poliglutaminskim nizom od 103 glutamina (htt ex] Q103) konjugirane sa zelenim
fluorescentnim proteinom (GFP, engl. green fluorescent protein). Istrazivanje se je provodilo
na stani¢noj liniji HeLa. Stanice HelLa s privremeno ili stabilno izrazenim mutiranim
proteinima GFP-SOD1 G93C i1 GFP-htt ex]1 Q103 koriStene su kao stani¢ni model za
proteinske nakupine u Huntingtonovoj bolesti i ALS-u (67, 141). Rezultati dobiveni na
stani¢nim kulturama provjereni su na modelima ALS-a u miSu 1 ribi zebrici. Model miSa za
ALS bila je transgenic¢na linijja C57/B6 s ekspresijom humanog mutiranog proteina SODI1
G93A (142), dok je model ribe zebrice za ALS napravljen privremenom ekspresijom

mutiranog proteina SOD1 mikroinjektiranjem mRNA u embrij ribe zebrice (143).
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Kemikalije

Standardne kemikalije koriStene u izradi ovog rada (kurzivom su oznaceni
proizvodaci): aceton (Carl Roth GmbH); adenozin trifosfat (ATP, Sigma Aldrich); agar (Carl
Roth GmbH); agaroza (Invitrogen); agarozne kuglice s vezanim proteinom G (engl. Protein G
Agarose, Roche); albumin iz govedeg seruma (BSA, Carl Roth GmbH); amiloidne kuglice
(engl. Amylose beads, New England Biolabs), amonijev persulfat (APS, Sigma Aldrich);
ampicilin (Carl Roth GmbH); aprotinin (Sigma Aldrich); BafilomicinAl (BafAl, LC
laboratories); bromfenolno plavilo (Carl Roth GmbH); cinkov klorid (Sigma Aldrich);,
Coomasie Brilliant Blue R250 (Carl Roth GmbH); DAPI (Sigma Aldrich); deoksi-nukleotid
trifosfat (ANTP, Invitrogen); dimetil-sulfoksid (DMSO, Sigma Aldrich); dinatrijev hidrogen
fosfat (Na,HPOy, Sigma Aldrich); ditiotreitol (DTT, Sigma Aldrich); Dulbeccova modifikacija
Eagleovog medija (DMEM, engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium, PAA);, Earlova
izotoni¢na slana otopina (EBSS, engl. Earle's Balanced Salt Solution, Gibco); ekstrakt kvasca
(Fluka); etanol (Sigma Aldrich); etidijev bromid (Carl Roth GmbH); etilendiamintetraoctena
kiselina (EDTA; Riedel-deHaen); etilenglikoltetraoctena kiselina (EGTA, Carl Roth GmbH);
fenilmetilsulfonilfluorid (PMSF, Carl Roth GmbH); feniltiourea (PTU, Sigma Aldrich); fenol
crveno (Sigma Aldrich); fetalni govedi serum (FBS, PAA); fotografski film (Fuji); glicerol
(Kemika); B-glicerol fosfat (Sigma Aldrich); glicin (Carl Roth GmbH); glukoza (Kemika);
glutationske sefarozne kuglice (engl. Glutathione Sepharose™ 4B beads, GE Healthcare);
glutation (Sigma Aldrich); hidroksietil-piperazinetansulforicna kiselina (HEPES, Sigma
Aldrich);  imidazol  (Sigma  Aldrich); izopropanol (Kemika); izopropil-B-D-1-
tiogalaktopiranozid (IPTG, Carl Roth GmbH); kalcijev klorid (Carl Roth GmbH); kalijev
dihidrogen fosfat (KH,POs, Sigma Aldrich); kalijev klorid (KCl, Sigma Aldrich); kanamicin
(Carl Roth GmbH); koktel fosfataznih inhibitora (engl. PhosSTOP Phosphatase Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche); koktel proteaznih inhibitora (engl. Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche); ksilen cijanol (Sigma Aldrich); kuglice GFP-Trap® (ChromoTek),
leupeptin (Sigma Aldrich), magnezijev klorid (Carl Roth GmbH); magnezijev sulfat (MgSOy,
Sigma Aldrich); malation (Sigma Aldrich); maltoza (Roth); B- merkaptoetanol (Car! Roth
GmbH); metanol (Sigma Aldrich); metilen plavo (Sigma Aldrich); MG132 (engl.
Carbobenzoxyl-leucyl-leucyl-leucinal, Sigma Aldrich); mlijeko u prahu (Carl Roth GmbH);
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natrijev acetat (NaCH,COOH, Carl Roth GmbH); natrijev azid (NaNs, Sigma Aldrich);
natrijev deoksikolat (DOC, Carl Roth GmbH); natrijev dihidrogen fosfat (NaH,PO4, Sigma
Aldrich); natrijev dodecilsulfat (SDS, AppliChem); natrijev fluorid (NaF, Sigma Aldrich);
natrijev klorid (NaCl, Kemika); natrijev ortovanadat (Na;VO., Sigma Aldrich); Ni-NTA
agarozne kuglice (Qiagen); nitrocelulozna membrana (GE Healthcare),; N,N,N,N-tetrametil-
etilendiamin (TEMED, Sigma Aldrich); NP-40 (Fluka); octena kiselina (Kemika); Opti-MEM
medij (Invitrogen); otopina 40% akrilamid/0,8% bisakrilamid (AppliChem); paraformaldehid
(Sigma Aldrich), penicilin-streptomicin (GIBCO); pojaciva¢ kemiluminiscencije luminol
(Santa Cruz Biotechnology); polietilenglikolsorbitan monolaurate (Tween-20, Carl Roth
GmbH); PonceauS (Carl Roth GmbH); puromicin (Sigma Aldrich); rapamicin (Sigma
Aldrich); transfekcijski reagens GeneJuice (Novagen); transfekcijski reagens Lipofectamine™
RNAIMAX (Invitrogen); tripsin (PAA); tripton (Fluka); Tris baza (Trizma base, Sigma
Aldrich); Triton X-100 (Carl Roth GmbH)

3.1.2 Mikroorganizmi i stanice

Za potrebe umnazanja plazmidne DNA koriStene su kompetentne bakterije
Escherichia coli, so) DH5a, dok je za potrebe proizvodnje proteina koriSten soj E. coli BL21.
Tijekom istraZivanja koriStene su stani¢ne linije HEK293T i1 HeLa. Stani¢nu liniju HeLa sa
stabilno izrazenim proteinima CFP htt ex1 Q25 1 htt ex] Q103 dobiven je na poklon od dr.

Anne Simonsen iz Norveske.
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3.1.3 Protutijela

Tablica 3. Znacajke primarnih protutijela upotrijebljenih u ovom istraZivanju.

Naziv protutijela Porijeklo | Vrsta protutijela | Proizvodac

anti-actin mis monoklonalno Sigma-Aldrich

anti-Flag M2 mis monoklonalno Sigma-Aldrich

anti-GFP mi$ monoklonalno Roche

anti-GST mis monoklonalno Santa Cruz Biotechnology
anti-HA mi$ monoklonalno Covance

anti-His mis monoklonalno Novagen

anti-LC3 kuni¢ poliklonalno Poklon od dr. Z. Elazar
anti-LC3, PM036 kunié¢ poliklonalno MBL

anti-MBP mis monoklonalno Sigma-Aldrich

anti-myc mi$ monoklonalno Santa Cruz Biotechnology
anti-optineurin, ab23666 | kunié¢ poliklonalno Abcam

anti-p62 kuni¢ poliklonalno Enzo Life Science
anti-pSer177 optineurin | kuni¢ poliklonalno fr;ii\:jéiZ;):@
anti-SOD1 kunié¢ monoklonalno Epitomics

?;13_28)}] naptic vesicle 2 mis monoklonalno DSHB

anti-TBK1 kuni¢ poliklonalno Cell Signaling

anti-Ub, FK2 mis monoklonalno Enzo Life Science
anti-vinculin mis monoklonalno Sigma-Aldrich

Tablica 4. Znacéajke sekundarnih protutijela upotrijebljenih u ovom istrazivanju

Naziv protutijela Konjugat | Porijeklo Proizvodacd

anti-kuni¢je IgG HRP koza Dako

anti-misje IgG HRP koza BioRad

anti-kuni¢je IgG Cy3 magarac Jackson Immuno Research
anti-misje IgG Cy3 magarac Jackson Immuno Research
anti-misje IgG Cy5 koza Jackson Immuno Research
anti-kunicje IgG Cy5 koza Jackson Immuno Research
anti-misje IgG Alexa488 | magarac Invitrogen
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3.1.4 Enzimi

Tijekom kloniranja za cijepanje vektora i PCR produkata koriSteni su restrikcijski
enzimi BamHI, Xhol, EcoRI, Xbal (Fermentas). Enzim Dpnl (Fermentas) koristen je prilikom
in vitro mutageneze. U reakcijama PCR za umnaZanje fragmentata DNA KkoriStene su
polimareze Tag (Fermentas) i Pwo (Peqlab), a za in vitro mutagenezu Pfull (Agilent). Enzim
benzonaza (Merck), dio pufera za lizu, koristen je za uklanjanje DNA iz proteinskih stani¢nih
lizata. Ligaza T4 (New England Biolabs) koriStena je u koraku ligacije tijekom kloniranja.
Enzim trombin (GE Healthcare) KkoriSten je za cijepanje konjugiranog proteina od glutation-
S-transferaze (GST). Lambda fosfataza (A-PPase, engl. Lambda Protein Phosphatase, New
England Blolabs) je koristena za defosforilaciju proteina optineurina, a rekombinantna kinaza

TBK1 (Upstate, Milipore) za fosforilaciju proteina optineurina.
3.1.5 Oligonukleotidi

e siRNA oligonukleotidi — koriSteni za prolazno utiSavanje ekspresije gena u stani¢nim
kulturama:
e Kontrolna siRNA: Non-Targeting siCONTROL #2 (Thermo Ficher)
e siRNA OPTN #1: 5'-GCACGGCAUUGUCUAAAUA-3'
e siRNA OPTN #2: 5'-GAAGUUUACUGUUCUGAUU-3'
e siRNA TBKI1: 5'-GACAGAAGUUGUGAUCACA-3'
e morfolino oligonukleotidi (AMO, engl. antisense morpholino oligonucleotides; Gene
Tools):
¢ kontrolni AMO: 5'-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3'
e OPTN ATG-AMO: 5'-CGATGATCCAGATGCCATGCTTTCT-3'
e OPTN splice-AMO: 5'- AAATTTCTCTCACCTCAGCTCCACT-3'

3.1.6 Markeri
DNA marker — 1 kb DNA marker (BioLabs)
Proteinski marker — Precision plus protein TM Dual color standards (Bio-Rad)

— Protein Marker VI (10-245) prestained (4ppliChem)
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3.1.7 Komercijalno dostupni kompleti

Komplet za izolaciju plazmidne DNA (GeneJET Plasmid MiniPrep Kit, Fermentas)
Komplet za izolaciju plazmidne DNA (QIAfilter Plasmid Purification Kit — MidiPrep,
Qiagen)

Komplet za ekstrakciju DNA iz agaroznog gela (GeneJET Gel Extraction Kit, Fermentas)
Komplet za in vitro transkripciju (mMESSAGE mMACHINE® T7 Kit, Invitrogen)

3.1.8 Hranjive podloge za uzgoj bakterija

Tekuca hranjiva podloga (LB, engl. Luria-Bertani broth): 10 g tripton (engl. bacto
tryptone), 5 g ekstrakt kvasca (engl. bacto yeast extract) 1 10 g natrijev klorid, do 1 L
H,O

Kruta hranjiva podloga: 10 g tripton, 5 g ekstrakt kvasca, 10 g natrijev klorid, 15 g agar,
do 1 L H,O

U sve tekuce 1 krute podloge dodan je ampicilin (50mg/ml) ili kanamicin (25 mg/ml) kao

selekcijski antibiotik. Sve hranjive podloge 1 otopine autoklavirane su 15 minuta pri 120 °C.

3.1.9 Puferi i otopine

Pufer za lizu stanica — dobivanje proteinskog stani¢nog lizata: 50 mM HEPES pH 7,5,
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 25 mM NaF, 1% Triton X-100, 10%
glicerol, 10 pg ZnCl,, proteazni inhibitori 1 inhibitori fosfataza koji se dodaju svjeze prije
upotrebe (1 mM PMSF, 2 pg/mL leupeptin, 10 pg/mL aprotinin, 1 mM natrijev
ortovanadat)
RIPA pufer — za lizu embrija zebrica: 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NacCl, 1% Triton
X-100, 0,5% DOC, 1% SDS, proteazni inhibitori i inhibitori fosfataza koji se dodaju
svjeze prije upotrebe (1 mM PMSF, 2 pg/mL leupeptin, 10 pg/mL aprotinin, 1 mM
natrijev ortovanadat)
Pufer za lizu stanica — za frakcioniranje citoplazmatskih topivih proteina: 50 mM Tris-
HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 0,5% NP-40, proteazni
inhibitori 1 inhibitori fosfataza koji se dodaju svjeze prije upotrebe (1 mM PMSF, 2
pg/mL leupeptin, 10 pg/mL aprotinin, 1 mM natrijev ortovanadat)
Pufer za lizu stanica — za frakcioniranje netopivih proteinskih nakupina: 50 mM Tris-HCI
pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 0,5% NP-40, 2% SDS, benzonaza,
proteazni inhibitori i inhibitori fosfataza koji se dodaju svjeze prije upotrebe (1 mM
PMSF, 2 pg/mL leupeptin, 10 pg/mL aprotinin, 1 mM natrijev ortovanadat)
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GST inkubacijski pufer: 20 mM Tris-HCI pH 8,4, 150 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, 10%
glicerol, 1% Triton X-100, 1 mM DTT

Fosforilacijski pufer: 20mM HEPES, pH 7,5, 50 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 200 uM ATP,
20 mM B-glicerolofosfat, | mM DTT, 0,1 mM natrijev ortovanadat

Defosforilacijski pufer (engl. NEBuffer for Protein MetalloPhosphatases (PMP), New
England Biolabs): 50 mM HEPES, pH 7,5, 100 mM NaCl, 2 mM DTT, 0.01% Brij 35
50X TAE pufer: 2 M Tris, 0,5 M EDTA, 1 M octena kiselina

6X DNA pufer za nanoSenje uzoraka: 50% glicerol, 0,1 M EDTA, 1% SDS, 0,2%
bromfenolno plavilo, 0,2% ksilen cijanol

Pufer za gel za razdvajanje (engl. separation gel): 1,5 M Tris-HCI, pH 8,8, 0,4% SDS
Pufer za gel za sabijanje (engl. stacking gel): 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 0,4% SDS

2X Laemmli pufer: 25 mL Tris, pH 6,8, 20 mL glicerol, 20 mL SDS, 10%, 1 mg
bromfenolno plavilo, 5% p-merkaptoetanol

10X PBS (engl. Phosphate-Buffered Saline), pH 7,3: 80 g NaCl, 2 g KCI, 11,5 g
NaH,PO4 X 7H,0, 2 g KH,PO4

10X pufera za elektroforezu (engl. running buffer): 30 g Tris, 144 g glicin, 10 g SDS, do
1 L H,O

10X pufer za transfer: 22,3 g Tris, 105 g glicin, do 1 L H,O

20X TBS (engl. Tris-Buffered Saline), pH 7,6: 201,17 mM Tris, 1,98 M NaCl

Otopina za ispiranje membrana: 1X TBS, 0,1% Tween, pH 7,4

Otopina Ponceau S: 0,5 g Ponceau S, 10 mL octena kiselina, do 100 ml H,O

Blokirajuca otopina za imunoblot analizu: 1X TBS, pH 7.5, 5% BSA, 0,1% natrijev azid,
fenol red

GST pufer 1: 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM EDTA, pH 8, 5 mM EGTA, 150 mM
NaCl, 1 mM PMSF, 0,1% B merkaptoetanol

GST pufer 2: 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 10 mM EDTA, pH 8, 150 mM NacCl, 0,1% Triton
X-100, 1 mM PMSF, 0,1% B merkaptoetanol

GST pufer 3: 20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 0,1% B merkaptoetanol, 0,1% NaNj3

His pufer 1: 50 mM NaH,POy4, pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol

Pufer za eluciju: 50 mM Tris-HCL pH 8,0, 150 mM NaCl, 20 mM reducirani glutation ili
10 mM maltoza ili 250 mM imidazol

Otopina za bojanje Coomassie briliant plavom bojom: 10 ml octena kiselina, 40 ml

metanol, 0,025% Coomassie Brilliant Blue R250, do 100 ml H,O
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Otopina za odbojavanje Coomassie briliant plavom bojom: 10 ml octena kiselina, 20 ml
metanol, do 100 ml H,O

Otopina za fiksaciju stanica: 2% paraformaldehid u 1X PBS

Otopina za permeabilizaciju stanica: 1X PBS, 0,2% Triton X-100

Otopina za ispiranje stanica: 1X PBS, 0,1% Tween

MOWIOL otopina: 2,4 g Mowiol 4-88, 6 ml glicerol, 6 ml H,O, 12 ml 0,2 M TrisHCI,
pH 8,5

Otopina E3 (za embrije zebrica): 5 mM NaCl, 0,17 mM KCI, 0,33 mM CaCl,, 0,33 mM
MgSOQy, 0,1 metilen plavo, 1X otopine PTU (30 mg/L)

Otopina 50X PTU: 75 mg feniltiourea (PTU), do 50 ml H,O

Otopina za fiksaciju tkiva miSa i embrija zebrica: 4% paraformaldehid u 1X PBS
Blokirajuéa otopina za imunofluorescenciju embrija zebrice: 1X PBS, 1% BSA, 1%
DMSO

Otopina za ispiranje embrija zebrice: 1X PBS, 1% Triton X-100

3.1.10 Gelovi

Agarozni gelovi — pripremaju se otapanjem agaroze u 1X TAE puferu, kad se otopina
ohladi dodaje se etidijev bromid do kona¢ne koncentracije 0,5 pg/ml i otopina se izlije u
kalup za izlijjevanje gelova s umetnutim cesljicem. Koristeni su 1-2% gelovi ovisno o
veli¢ini fragmenta i plazmida koji su se razdvajali u gelu.
SDS poliakrilamidni gelovi — sastoje se od dva sloja gela
e Gel za razdvajanje — 8 do 15% - 40% akrilamid/0,8% bisakrilamid, H,O, pufer za
razdvajanje, 10% APS, TEMED
¢ Gel za sabijanje: 40% akrilamid/0,8% bisakrilamid (mL), H,O, pufer za sabijanje,
10% APS, TEMED
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3.1.11 Konstrukti (plazmidna DNA) i plazmidni vektori

Konstrukti koristeni u ovom istrazivanju su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Lista konstrukta koriStenih u ovom istrazivanju

Konstrukt

Plazmid

Porijeklo

HA-OPTN

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN F178A

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN I181A

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN E478G

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN ak 1-315

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN ak 454-520

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN Aak 454-520

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN 5xS—A
(S170, S171, S173, S174, S177)

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN 5xS—D
(S170, S171, S173, S174, S177)

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN 5xS—E
(S170, S171, S173, S174, S177)

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN rezistencija na shRNA #3,
7 tihih mutacija

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN F178A rezistencija na
shRNA #3, 7 tihih mutacija

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

HA-OPTN E478G rezistentan na
shRNA #3, 7 tihih mutacija

pcDNA3.1(+)

ovo istrazivanje

GFP-OPTN pEGFP-CI ovo istraZivanje
GFP-OPTN E478G pEGFP-C1 ovo istrazivanje
GFP-OPTN F178A pEGFP-C1 ovo istrazivanje
GFP-LC3A pEGFP-C1 Vladimir Kirkin
MBP-OPTN pMAL-c2x ovo istrazivanje
GST pGEX-4T-1 GE Healthcare

GST-OPTN pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
GST-OPTN ak 1-170 pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
GST-OPTN ak 1-209 pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
GST-OPTN ak 1-315 pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
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GST-OPTN ak 169-209 pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
GST-OPTN ak 454-577 pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
GST-OPTN ak 454-514 pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
GST-OPTN 5xS—A . o
(5170, S171, $173. 174, $177) pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
GST-Atg8 pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
GST-GABARAP pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-GABARAPL-1 pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-GABARAPL-2 pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-LC3-A pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-LC3-B pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-ISG15 pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-URMI pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-UFM pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-SUMO1 pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-Ub pGEX-4T-1 Matthias Mann(144)
GST-tetraUb pGEX-4T-1 Fumiyo Ikeda
myc-TBK1 pcDNA3.1-myc-Hise Joel Pomerantz
myc-TBK1-KM (K38A) pcDNA3.1-myc-Hisg Fumiyo Ikeda
Flag-SOD1 pcDNA3 Ryosuke Takahashi
Flag-SOD1 G93A pcDNA3 Ryosuke Takahashi
GFP-SOD1 (homodimer) pcDNA3.1 ovo istrazivanje
GFP-SODI (homodimer) pEGFP-N1 g::j::tt (11\2'5 :
GFP-SOD1 G93C (homodimer) pcDNA3.1 ovo istrazivanje
GFP-SOD1 G93C (homodimer) pEGFP-N1 211::;;11]: (11\2‘5 )
GFP-htt ex1 Q25 pcDNA3 Dimitri Krainc
GFP-htt ex1 Q103 pcDNA3 Dimitri Krainc
His-SOD1 pRSET ovo istrazivanje
His-SOD1 G93C pRSET ovo istrazivanje
GST-SOD1 pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
GST-SOD1 G93C pGEX-4T-1 ovo istrazivanje
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Konstrukti klonirani u plazmide pcDNA3, pcDNA3.1, pcDNA3.1(+), pEGFP-C1 i
pEGFP-N1 (Invitrogen) koriSteni su u kulturi stanica za transfekciju stanica HeLla i
HEK293T. S druge strane, konstrukti klonirani u plazmide pGEX-4T-1 (GE Healthcare),
pMAL-c2x (New England BioLabs) i pRSET (Invitrogen) koristeni za proizvodnju proteina
GST, MBP ili His fuzioniranih proteina u bakterija BL21. Konstrukti pcDNA3-Flag-SODI1 1
pcDNA3-Flag-SOD1 G93A kori$teni su za proizvodnju mRNA pomocu kompleta za in vitro
transkripciju mMESSAGE mMACHINE® T7 Kit.
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3.2 Metode

3.2.1 Protokol istrazivanja

Istrazivanje je provedeno na stani¢nim kulturama HelLa 1 HEK293T stanica,
laboratorijskim transgeni¢nim miSevima 1 ribi zebrici. Istrazivanje interakcije optineurina s
autofagosomalnim proteinom LC3 i proteinskim agregatima napravljeno je pomocu proteina
proizvedenih i prociséenih iz bakterijskih stanica i stanica HeLa i HEK293T transfeciranih
odgovarajuéim plazmidima. Stanice HeLa s privremeno ili stabilno izraZenim mutiranim
proteinima GFP-SOD1 G93C i GFP-htt exl Q103 koriStene su kao stani¢ni modeli
abnormalnih proteinskih nakupina u amiotroficnoj lateralnoj sklerozi i Huntingtonovoj

bolesti.

Transgeni¢na linija C57/B6 s ekspresijom humanog mutiranog proteina SOD1 G93A
(142) koriStena je kao model miSa za ALS na kojem je istraZzena fosforilacija i vezivanje
proteina optineurina, kao i vezivanje proteina TBKI1 na proteinske nakupine mutiranog

proteina SOD1.

Privremenom ekspresijom mutiranog proteina SOD1 mikroinjektiranjem mRNA u
embrij ribe zebrice napravljen je model ribe zebrice za ALS. Ovim modelom istrazeno je kako
utiSavanje proteina optineurina utjeCe na simptome ALS-a uzrokovane mutiranim proteinom

SOD1. Za utisavanje gena OPTN koriStena je metoda RNA interferencije.

3.2.2 Kloniranje DNA

U istrazivanjima su koriSteni razni plazmidni konstrukti (tablica 5) koji su proizvedeni

postupcima genetskog inZenjeringa, tj. kloniranjem DNA.

Kako bi se dobili konstrukti cDNA odredenog gena ili fragmenta tog gena, cDNA

ciljanih gena umnozi se lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR).

e PCR reakcija: kalup DNA, 10X pufer za polimerazu, smjesa dNTP-a, pocetnice 5' i
3', polimeraza, voda

e PCR program: 1. 95°C pocetna denaturacija, 2. 95°C 1 min (denaturacija), 58 °C 1
min (vezanje pocetnica za kalup), 72°C 1 min (sinteza komplementarnih lanaca) — 35

ciklusa, 3. 72°C 10 min (zavr$no produzivanje lanaca)

PCR produkt i plazmid se pocijepaju odgovaraju¢im restrikcijskim enzimima

inkubacijom u pripadaju¢em puferu jedan sat na 37°C. DNA se zatim procisti elektroforezom
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1 pomoc¢u kompleta za ekstrakciju DNA iz agaroznog gela. Nakon toga slijedi ligacija PCR
produkta s plazmidom pomocu ligaze T4. Tako ligirani plazmidi se transformiraju u bakterije

kako bi se umnozili.

Ciljana mutageneza gena dobivena je postupcima metode in vifro mutageneze. PCR
reakcijom umnoZava se cijeli plazmid s insertom pomocu pocetnica u kojima je ubacena
mutacija od interesa. Kako bi se rijesili pocetnog kalupa, PCR smjesa tretira se enzimom

Dpnl. Mutiranim plazmidom transformiraju se bakterije kako bi se umnozili.

Ispravnost svih konstrukata provjerena je sekvenciranjem.

3.2.3 Transformacija bakterije E. coli soj DH5a i BL21 plazmidnom DNA

Transformacija bakterijskih stanica provodi se metodom toplinskog Soka. Ukratko, 0,1
- 1 pg plazmidne DNA pomijeSa se s 100 pl kompetentnih bakterijskih stanica DH50. Smjesa
se potom inkubira na ledu 30 minuta, nakon cega slijede dvije minute toplinskog Soka pri
42°C. Bakterijama se zatim dodaje 1 ml teku¢eg medija LB (bez antibiotika) te se smjesa
inkubira jedan sat na 37°C uz mijeSanje na 500 okretaja/min. Nakon inkubacije, smjesa se
centrifugira pet minuta pri 4000 g, supernatant se baci, a talog bakterija nasadi na kruti
selekcijski medij LB s antibiotikom (ampicilin ili kanamicin) i ostavi preko no¢i na 37°C u

inkubatoru.

3.2.4 Izolacija plazmidne DNA iz bakterija

Ovisno zeli 1i se izolirati manja ili veca koli¢ina plazmidne DNA, bakterije se nasade u
5 ml ili 50 ml teku¢eg medija LB sa selekcijskim antibiotikom da rastu preko no¢i na 37°C uz
200 okretaja/min. Bakterije se potom centrifugiraju pet minuta na 4500 g. Daljnji koraci
provode se upotrebom komercijalno dostupnih kompleta za izolaciju plazmidne DNA (Mini
prep kit, Fermentas ili Midi prep kit, Qiagen). Ukratko, talog bakterija resuspendira se u
puferu za resuspendiranje nakon cega slijedi dodavanje pufera za lizu. Nakon inkubacije od
pet minuta, dodaje se neutralizacijski pufer. Koriste¢i komplet Mini prep, lizirane bakterije se
centrifugiraju 10 minuta pri 13 000 g, dok koriste¢i komplet Midi prep, lizirane bakterije se
protisnu kroz filter. Supernatant se prebacuje na kolonice koje specificno vezu plazmidnu
DNA. Prilikom centrifugiranja kroz kolonicu prolazi supernatat, a plazmidna DNA zaostaje
vezana na kolonicu. Kolonicu je potrebno dva puta isprati otopinom za ispiranje. Dodavanjem
50 do 300 pl H,O na kolonicu, dolazi do oslobadanja plazmidne DNA i njenog skidanja s

kolonice. KoriStenjem kompleta Midi prep, plazmidna DNA se jos dodano procisti
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precipitacijom 70% etanolu. Koncentracija plazmidne DNA odreduje se spektrofotometrijski,

a izolirana DNA ¢uva na -20°C.

3.2.5 Proizvodnja i prociséavanje proteina iz bakterija

Za proizvodnju fuzijskih GST, MBP ili His proteina koristi se soj bakterije E. coli
BL21. Bakterije se transformiraju plazmidnom DNA kako je prije opisano. Jedna kolonija
pokupi se s plo€e 1 nasadi u 5 ml tekucée hranjive LB podloge s ampicilinom i ostave se rasti
preko no¢i na 37°C uz tresnju. Drugi dan bakterijska kultura se prebacuje u 200-500 ml svjeze
hranjive LB podloge s ampicilinom i nastavi s treSnjom na 37°C. Mjeri se opticka gustoca
bakterija na 600 nm (ODgop). Kad gustoca bakterija naraste na 0,4-0,5 dodaje se 0,5 mM
IPTG, a bakterije se puste rasti jo§ Cetiri sata na 37°C ili preko no¢i na 16°C. Bakterije se
potom prebace u 50 ml Falcon tube i centrifugiraju 20 minuta pri 3500 g. Sve navedene
korake potrebno je odraditi iskljuc¢ivo na ledu, u hladnoj centrifugi i frizideru. Supernatant se
ukloni, a bakterijski talog resuspendira u hladnom fosfatnom puferu. Svi talozi spoje se u
jednu tubu i1 ponovno centrifugiraju. Talog se zatim resuspendira u 10 ml GST pufera 1 za
GST i MBP fuzionirane proteine ili 10 ml His pufera 1 za His fuzionirane proteine. Smjesa
bakterija lizira se upotrebom ultrazvuka, tzv. sonikacijom u potokolu: 1 sekunda pulsa — 1
sekunda pauze do konacnih 60 pulseva. Nakon soniciranja u otopinu se dodaje 250 pl 20%
Triton X-100 i centrifugira 20 minuta pri 10 000 g. Supernatant se zatim inkubira s 200-500
ul glutationskih sefaroznih kuglica (engl. Glutatione Sepharose 4B beads), amiloidnih kuglica
(engl. Amylose beads) ili Ni-NTA agaroznih kuglica (engl. Ni-NTA agarose beads) jedan sat
na 4°C uz rotaciju. Nakon inkubacije kuglice se isperu tri puta GST puferom 2 uz
centrifugiranje od tri minute pri 2500 g. Nakon zadnjeg ispiranja, na kuglice se dodaje 200 pL.
GST pufera 3 u kojem se ¢uvaju na 4°C. Kvaliteta i koli¢ina GST proteina potrebnih za
eksperimente GST pull down provjeri se denaturirajuéom elektroforezom u SDS
poliakrilamidnom gelu, koji se boji Coomassie briliant plavom bojom. GST konjugirani
proteini skidaju se s kuglica pomo¢u 20 mM reduciranog glutationa pH 8,8, MBP konjugirani
proteini pomoc¢u 10 mM maltoze, a His proteini pomoc¢u 200 mM imidazola. Za cijepanje

konjugiranog proteina od GST dijela, kuglice se inkubiraju s trombinom preko no¢i na 16°C.
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3.2.6 Metoda GST pull down i imunoprecipitacija

Za provjeru interakcija izmedu proteina koriStene su metode GST pull down i
imunoprecipitacija. Koristenjem metode GST pull down provjeravaju se interakcije izmedu
proteina. Zeljeni protein fuzioniran je s glutation S transferazom (GST), induciran i pro¢i$éen
iz bakterija, te vezan na glutationske sefarozne kuglice. U svaku reakcijsku smjesu potrebno
je staviti jednaku koli¢inu proc¢is¢enog fuzioniranog GST proteina. Protein vezan na
glutationske sefarozne kuglice inkubira se Cetiri sata ili preko no¢i na 4°C uz rotaciju s 300 pl
pufera za lizu 1 100 pl stani¢nog proteinskog lizata. Za analiziranje direktnih interakcija GST
kuglice se inkubiraju u 400 pl GST inkubacijskog pufera s prociS¢enim MBP ili His
konjugiranim proteinima ili nekonjugiranim proteinima dobivenim cijepanjem trombinom s
GST-a kuglica. Kuglice se drugi dan isperu tri puta u puferu za lizu ili GST inkubacijskom
puferu s centrifugirajnjem od dvije minute pri 5000 g. U zavrSnom ispiranju odstrani se u
potpunosti supernatant i doda 2X Laemmli pufer te se uzorak prokuha pet minuta na 95°C.
Uzorci se nakon toga razdvajaju denaturiraju¢om elektroforezom u SDS poliakrilamidnom
gelu, prebace na nitroceluloznu membranu i analiziraju imunokemijski. Kao negativna
kontrola u reakciji GST pull down koristi se samo GST protein na kojeg nije vezan nikakav
protein, kako bi se iskljucilo nespecificno vezanje na GST komponentu fuzijskog proteina.
Kod imunoprecipitacije, umjesto procis¢enih proteina vezanih na glutationske sefarozne
kuglice, koriStena su protutijela koja su inkubirana sa stani¢nim lizatima. Prvo se stani¢ni lizat
inkubira s primarnim protutijelom dva sata ili preko no¢i na 4°C uz rotaciju, a potom se
dodaju agarozne kuglice s vezanim proteinom G jedan sat na 4°C uz rotaciju. Ispiranje kuglica

1 analiza na gelu je ista kao 1 kod metode GST pull down.

3.2.7 Kaplji¢na analiza proteinskih agregata

Purificirani protein His-SOD1 G93C (20 uM) inkubira se u 10 mM fosfatnom puferu s
5 mM EDTA i 10 mM DTT 20 sata na 37°C kako bi se induciralo in vitro stvaranje
proteinskih nakupina. Tako stvorene proteinske nakupine inkubirane su s purificiranim
proteinima GST i GST-OPTN (20 uM) jedan sat na 37°C. Uzroci su potom centrifugirani 30
minuta na 4°C pri 13 000 g. Supernatant je odvojen od taloga, a talog je jos dodatno ispran tri
puta s fosfatnim puferom. Tako pripremljeni uzorci nakapani su na nitroceluloznu membranu

1 analizirani metodom imunodetekcije s protutijelima anti-His 1 anti-GST.
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3.2.8 Invitro fosforilacija i defosforilacija

U metodi in vitro fosforilacije purificirani proteini GST-OPTN i GST-OPTN 5xS—A
vezani na glutationske sefarozne kuglice inkubirani su s 50 ng rekombinantnog proteina
TBK1 u 30 pL fosforilacijskog pufera tijekom 30 minuta na 30°C. Reakcija je zaustavljena
dodatkom 2X Laemmli pufera. Uzroci su analiziraju denaturiraju¢om elektroforezom u SDS

poliakrilamidnom gelu koji se oboji koji se boji Coomassie briliant plavom bojom.

Kod metode in vitro defosforilacije, stanice koje eksprimiraju proteine myc-TBK1 i
HA-OPTN lizirane su u puferu za lizu s dodatkom koktela proteaznih i fosfataznih inhibitora.
Stani¢ni lizati inkubirani su s protutijelom anti-HA tijekom tri sata na 4°C uz rotaciju, a
potom su inkubirani s agaroznim kuglicama s proteinom G jedan sat na 4°C uz rotaciju.
Agarozne kuglice prvo su isprane tri puta puferom za lizu, poslije ¢ega su dva puta isprane u
defosforilacijskom puferu. Tako pripremljeni uzorci inkubirani su s 200 jedinica lambda
fosfataze u 30 pL defosforilacijskog pufera s dodanim 1 mM MnCl; tijekom 30 minuta na
30°C. Reakcija je zaustavljena dodatkom 2X Laemmli pufera. Uzroci su analiziraju
denaturiraju¢om elektroforezcom u SDS poliakrilamidnom gelu nakon koje slijedi

imunodetekecija.

3.2.9 Kultura stanica

Stanice HEK293T i1 HeLa uzgajaju se u uvjetima in vitro, u inkubatoru za stani¢nu
kulturu, u atmosferi od 5% CO, 1 pri temperaturi od 37°C, u hranjivoj podlozi DMEM
nadopunjenoj s 10% fetalnim govedim serumom (FBS, od engl. fetal bovine serum). U medij
se dodaju antibiotici penicilin (100 U/mL) i streptomicin (100 puL/g). Pasaziranje stanica
provodi se svaka tri dana, a za odvajanje stanica od podloge koristi se 1% otopina tripsina.
Stanice HeLa s privremeno ili stabilno izrazenim mutiranim proteinima GFP-SOD1 G93C i
GFP/CFP-htt ex1 Q103 koriStene su kao stani¢ni model za proucavanje proteinskih nakupina

u ALS-u i Huntingtonovoj bolesti (67, 141).

Za transfekciju stanica HEK293T 1 HeLa koristi se transfekcijski reagens Geneluice.
Dan prije transfekcije stanice se nasaduju prema uputama proizvodaca (koli¢ina stanica u
odnosu na relativnu povrSinu posude za stani¢nu kulturu) u plocice sa 6 ili 12 bunarica (engl.
6-well, 12-well plate). Stanice se transfeciraju u omjeru DNA (pg) : GenelJuice (uL) 1:3. Za
jednu jaZicu koristi se od 0,5 do 1 pg DNA. Pripremi se reakcijska smjesa s GeneJuice-om u

mediju Opti-MEM u koju se zatim doda plazmidna DNA. Nakon inkubacije od 10 minuta na
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sobnoj temperaturi, smjesa se nakapa na stanice. Stanice se 24 do 48 sati nakon transfekcije

koriste za daljnje eksperimente.

Za stabilno utiSavanje gena OPTN koristio se je sistem lentiviralne transdukcije s
kratkim RNA ukosnicama (shRNA) dok se za privremeno utiSavanje gena koristi tehnika
RNA interferencije upotrebom molekula siRNA 1 transfekcijskog reagensa Lipofectamine™
RNAIMAX. Stanice su prilikom nasadivanja tretirane sa smjesom molekula siRNA i
transfekcijskim reagensom Lipofectamine™ RNAIMAX. U mediju Opti-MEM napravi se
smjesa u omjeru 20 uM siRNA (pL) : Lipofectamine™ RNAiMAX (uL) koja se inkubira 15
minuta prije stavljanja u ploc¢ice sa stanicama. Stanice se nasaduju u medij DMEM s 10%
FBS bez antibiotika te se transfeciraju plazmidima 24 sati nakon nasadivanja. UspjeSnost

utiSavanja gena dokazuje se imunodetekcijom 72 sata nakon nasadivanja stanica.

3.2.10 Indukcija ili inhibicija autofagije. Inhibicija proteasoma

Stanice HeLa 1 HEK293T su podvrgnute raznim tretmanima koji reguliraju proces
autofagije ili proteasomalne razgradnje. Tretiranjem stanica kemikalijom rapamicin inhibira
se mTOR signalni put ¢ime se inducira proces autofagije i razgradnja autofagosomalnih
vezikula §to rezultira smanjenim brojem autofagosomalnih vezikula. Tretiranjem stanica
kemikalijom Bafilomicin Al inhibira se fuzija autofagosomalnih vezikula s lizosomima a
time 1 sam proces autofagije Sto rezultira povecanom koli¢inom autofagosomalnih vezikula.
Tretman stanica izgladnjivanjem u mediju EBSS (Earle's Balanced Salt Solution) inducira
neselektivnu autofagiju kojom se povecava koli¢ina autofagosomalnih vezikula. Tretman s
kemikalijom Bafilomicin A1l se koristi i u kombinaciji s izgladnjivanjem stanica kako bi se
dodatno povecao broj autofagosomalnih vezikula. Za inhibiciju proteasomalne razgradnje
stanice su tretirane kemikalijom MG132. Kao negativna kontrola, stanicama se dodaje voda
ili DMSO ovisno u kojem otapalu se otapa koriStena kemikalija. Kemikalija puromicin
inhibira sintezu proteina i1 uzrokuje nakupljanje krivo smotanih proteina koji stvaraju

proteinske nakupine.

3.2.11 Priprava stani¢nih lizata

Stanice HEK293T ili HelLa se 24-48 sati nakon transfekcije liziraju. Za pripravu
stanicnog lizata (TCL, od engl. total cell lysate) stanicama HEK293T ili HeLa uklanja se
hranjiva podloga i dodaje 400 pl pufera za lizu sa svjeze dodanim koktelom proteaznih
inhibitora. Stranice se inkubiraju na ledu 20 minuta, potom se sastruzu s jaZica, dobro

resuspendiraju u puferu 1 prebace u hladne 1,5 ml Eppendorf tubice. Lizati se centrifugiraju
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20 minuta pri 8000 g u centrifugi na 4°C. Supernatant se dalje koristi u metodi
imunoprecipitacije ili GST pull-down. Dio supernatanta (50 pl) pomijesa se s 50 pl pufera 2X
Laemmli i kuha pet minuta na 95°C. Dio ovako priredenog uzorka nanosi se na SDS
poliakrilamidni gel odredene gustoce. Za frakcioniranje stani¢nih komponenti koriStena su
dva razli¢ita pufera. Prvo se stanice liziraju puferom za odvajanje topljive faze s
citoplazmatski topivim proteinima koji se nalaze u supernatantu nakon centrifugiranja od 10
minuta pri 6000 g, dok se talog otapa u puferu za odvajanje netopljive faze s netopljivih

proteinskih nakupina.

3.2.12 Denaturirajué¢a elektroforeza u SDS poliakrilamidnom gelu i metoda

imunodetekcije (engl. western blot)

Na prethodno opisani nadin pripremljeni uzorci razdvajaju se po veli¢ini pomocu
denaturirajuée elektroforeze u SDS poliakrilamidnom gelu. U svakom gelu koristi se biljeg
veli¢ine proteina. Prilikom elektroforeze proteini se najprije razdvajaju pri 90 V, a nakon Sto
uzorci napuste gel za sabijanje (gornji dio) pri 120 V, sve dok linija pufera Laemmli ne dode
do ruba gela. Nakon $to se uzorci razdvoje u gelu, prenesu se na 0,45 pm nitroceluloznu
membranu (200 mA, 90 minuta) u 1X puferu za transfer, u kojeg je dodan 20%-tni (v/v)
metanol. Uc¢inkovitost prijenosa kao 1 koli¢ina glutationskih sefaroznih kuglica upotrijebljenih
u metodi GST pull down potvrduje se kratkom inkubacijom membrane u otopini Ponceau S
koja se potom odbojava u puferu 1X TBS. Membrane se blokiraju u puferu 1X TBS/5% BSA
jedan sat na sobnoj temperaturi uz lagano mijesanje. Imunodetekcija se izvodi inkubacijom
membrana preko no¢i na 4°C u otopini 1X TBS/5% BSA s odgovaraju¢im primarnim
protutijelom. Membrana se ispire Cetiri puta po 10 minuta u puferu 1x TBS/0,1% Tween,
kako bi se uklonio viSak primarnog protutijela Zatim se dodaje odgovaraju¢e sekundarno
protutijelo pripremljeno u puferu 1X TBS s 5% bezmasnog mlijeka u prahu. Membrana se
zatim ispire Cetiri puta po 10 minuta u puferu 1X TBS/0,1% Tween. Sekundarno protutijelo
obiljezeno je peroksidazom iz hrena (engl. horseradish peroxidase-HRP), $to omogucuje
vizualizaciju proteina metodom kemiluminiscencije. Na membrane se dodaje mjeSavina
vodikovog peroksida i luminola, supstrat enzima peroksidaze, $to uzrokuje emitiranje fotona
koji se detektiraju na fotografskom filmu. Cijeli postupak, elektroforeza i prijenos na
membranu, izvodi se u uredaju Mini Protean 3 (BioRad), a detekcija u aparatu za razvijanje

fotografskog papira (Fuji).
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3.2.13 Kvantifikacija proteinskih nakupina

Stanice se transfeciraju plazmidima za ekspresiju mutiranih proteinima GFP-SOD1
G93C i GFP-htt exl QI03 te 48 sati nakon transfekcije analiziraju se pomocu
epifluoroscencijskog mikroskopa Leica CTR7000 HS. Izbroji se minimalno 500 stanica koje
eksprimiraju mutirane proteine za svaki eksperiment u 10 nasumicno odabranih vidnih polja,
a svaki eksperiment izvodi se u triplikatu, te ponavlja dva puta (n=6). Odreduje se postotak
stanica s eksprimiranim mutiranim proteinima koje sadrze velike netopljive proteinske

nakupine.

3.2.14 Imunofluorescencijska mikroskopija

Za imunofluorescencijsku mikroskopiju stanice se nasade na staklene pokrovnice.
Nakon eksperimenta odredenih tretmana (transfekcija, izloZenost odgovaraju¢im
kemikalijama), stanice se fiksiraju u 2% otopini paraformaldehida 20 minuta na sobnoj
temperaturi. Fiksirane stanice permeabiliziraju se u puferu 1X PBS/0,2% Triton X-100.
Stanice se zatim ispiru 1 blokiraju jedan sat na sobnoj temperaturi u 1X PBS/5% BSA. Nakon
toga slijedi inkubacija s odgovaraju¢im primarnim protutijelima jedan sat na sobnoj
temperaturi. Stanice se ponovno ispiru pet puta po 10 minuta u puferu 1X PBS/0,1% Tween.
Slijedi korak inkubacije s odgovaraju¢im sekundarnim protutijelima jedan sat na sobnoj
temperaturi nakon ¢ega se ponavlja ispiranje stanica. Zavr$no ispiranje stanica provodi se
vodom nakon ¢ega se pokrovnice ostave na zraku kako bi se posusile. Osusene pokrovnice se
uklope u otopinu MOWIOL u koju je po potrebi dodan DAPI. Stanice se analiziraju
konfokalnim mikroskopom. Konfokalna mikroskopija je izvedena na laser-skenirajuéem

mikroskopu LSM 510 META 487 (Zeiss).

3.2.15 Transgeni¢ni miSevi, fiksacija tkiva i imunohistokemija

Misevi koriSteni u ovom istrazivanju su uzgajani, anestezirani i Zrtvovani prema
europskim 1 njemackim smjernicama za brigu 1 upotrebu laboratorijskih Zivotinja.
Transgeni¢na linija miSeva C57/B6 s ekspresijom humanog mutiranog proteina SOD1 G93A
(142) je model za neurodegenerativnu bolest ALS, a koriStena je za izolaciju lumbalnog dijela
ledne mozdine. MiSevi su zrtvovani u dobi od 5 mjeseci (bez znakova bolesti), 7 mjeseci
(pocetni stadij bolesti) i 10 mjeseci (terminalna faza bolesti, definiranoj kao nemoguénost
uspravljanja nakon 10 sekundi bo&no polegnutih miseva). Zivotinje su fiksirane postupkom
perfuzije, transkardijalnim injiciranjem 4% paraformaldehida. Lumbalni dio ledne mozdine

izvaden je i drzan u fiksativu preko no¢i nakon cega je prebaen u fosfatni pufer s 20%
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sukrozom. Tako pripremljeno tkivo izrezano je pomocu kriostata te je imunoanaliza
napravljena na plutaju¢im sekcijama. Tkivo je analizirano na prisutnost proteina TBKI1 i
fosforiliranog proteina optineurina na proteinskim nakupinama koriStenjem odgovarajucih
primarnih i sekundarnih protutijela. Prvi korak je permeabilizacija u puferu 1X PBS/0,5%
Triton X-100. Nakon ispiranja u puferu 1X PBS/0,1% Triton X-100, tkivo je blokirano u 1X
PBS/3% BSA tijekom dva sata i inkubirano s primarnim protutijelima anti-Ub i anti-TBK2 ili
anti-Ser177 optineurin tijekom 48 sati na 4°C. Zatim slijedi ispiranje i inkubacija u otopinama
sekundarnih protutijela dva sata na sobnoj temperaturi. Slijedi ispiranje, inkubacija antitijelom
anti-SOD1 konjugiranim fluorokromom CyS5 te ponovno ispiranje. Plutajuce sekcije se zatim
fiksiraju na stakalca, osuse i uklope u MOWIOL otopinu. Obojeni histoloski preparati potom
se pregledavaju laser-skeniraju¢im mikroskopom LSM 510 META (Zeiss).

3.2.16 Riba zebrica (Danio rerio)

Drugi modelni organizam koriSten u istraZzivanjima bila je riba zebrica (Danio rerio),
soj Tuebingen koja je uzgajana i parena prema otpije definiranim uvjetima (146). Zebrica s
izrazenim divljim tipom proteina Flag-SOD1 i mutiranim proteinom Flag-SOD1 G93A
dobivena je mikroinjiciranjem mRNA u embrionalnoj fazi, te je koriStena kao model za ALS.
Koristenjem morfolino oligonukleotida (AMO) specificnim za gen OPTN dobila se je zebrica
s privremeno utiSanim genom OPTN. UtiSavanjem gena OPTN u normalnoj ribi zebrici ili u
zebrici s izraZzenim mutiranim SOD1 proteinom testirali smo utjecaj gena OPTN na razvoj

ALS-a.

Molekule mRNA Flag-SODI i Flag-SOD1 G93A dobivene su in vitro transkripcijom
pomocu kompleta mMESSAGE mMACHINE® T7 Kit. Uspje$nost transkripcije provjerava
se elektroforezom u agaroznom gelu. KoriStena su dva razli¢ita tipa morfolino
oligonukleotida specificna za gen OPTN. Prvi koji specificno prepoznaje start kodon na
mRNA, OPTN ATG-AMO, i drugi koji se veze na kraj egzona 2 i pocetak introna 3 ¢ime
spreCava pravilno prekrajanje pre-mRNA, OPTN splice-AMO. Morfolino oligonukleotidi
otope se u sterilnoj vodi kojoj se dodaje 0,05% fenol crveno boje, a mRNA se razrijedi u 0,1
M otopini KCI. Zbog moguce toksi¢nosti i problema u razvoju uzrokovane samim iniciranjem
mRNA i AMO, prije izvodenja eksperimenata potrebno je odrediti minimalnu potrebnu
koli¢inu mRNA i AMO koja dovodi do ekspresije i utiSavanja gena, a ne izaziva toksicnost,
nespecificne probleme u razvoju ili smrt embrija. Testirajuci spektar koncentracija, odredena
je potrebna koli¢ina mRNA i AMO u nasim eksperimentima: 1 nl 200 pg Flag-SOD1 i Flag-
SOD1 G93A, 1 nl 0,5 mM kontrolni AMO 1 OPTN slice-AMO te 1 nl 0,4 mM OPTN ATG-
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AMO. Pomoc¢u mikroinjektora, navedena kolicina mRNA i AMO injicirana je u Zumanjak
(engl. yolk) embrija zebrice s 2-4 stanice. Embriji su potom slijedea dva dana cuvani u
puferu E3 pri temperaturi od 28°C te su 48 sati nakon fertilizacije (48 hpf, engl. hours post
fertilization) fiksirani u 4% formaldehidu. Nakon fiksacije preko no¢i na 4°C, embriji se
ispiru puferom 1X PBS/1% Triton X-100 i1 permeabiliziraju u acetonu jedan sat na -20°C.
Embriji se blokiraju u puferu 1X PBS/1% BSA/1% DMSO tijekom jednog sata na sobnoj
temperaturi. Zatim slijedi inkubacija primarnim protutijelom anti-SV2 u puferu 1X PBS/1%
DMSO tijekom pet sati na sobnoj temperaturi. Embriji se ispiru 4X blokiraju¢im puferom,
inkubiraju u sekundarnom protutijelu dva sata na sobnoj temperaturi te potom opet ispiru 4X
blokirajuéim puferom. Embriji su analizirani u svjetlom polju pomoc¢u mikroskopa Leica
MZ165 kako bi se utvrdio fenotip. Za analizu motornih neurona koristio se laser-skenirajuci
mikroskop LSM 510 META (Zeiss). Duljina motornih neurona mjerena je pomocu programa
Imagel. Za svaki embrij izmjerena je duljina prvih 10 neurona nakon Zumancane kesice (engl.
yolk sac) i odredila srednja vrijednost. Embrij s dva ili viSe preuranjenih grananja aksona
motornih neurona oznacen je kao embrij s abnormalan grananjem. UspjeSnost utiSavanja i
ekspresije proteina u embriju zebrice provjerena je metodom imunodetekcije, a embriji su

lizirani u puferu RIPA.

3.2.17 Statisticki postupci

Statisticke analize izvrSene su u programu Graph PadPrism koriste¢i Studentov t-test
za analizu izmedu dva uzorka dok je za usporedbu tri ili viSe grupiranih ili negrupiranih
uzoraka koriStena jednosmjerna (engl. one-way) ANOVA ili dvosmjerna (engl. two-way)

ANOVA s post hoc Bonferroni testom.
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4 REZULTATI

4.1 Optineurin veZe autofagosomalne proteine LC3/GABARAP preko domene
LIR

Koristenjem kvascevog sustava dvaju hibrida (Y2H), protein optineurin otkriven je
kao novi interakcijski partner autofagosomalnog proteina LC3. Kako bi potvrdili tu
interakciju i detaljnije je okarakterizirali koristili smo nekoliko razli¢itih biokemijskih i

imunokemijskih metoda.

Prvo smo provjerili interakciju proteina optineurina i autofagosomalnog proteina LC3
ali 1 drugih ubikvitinu sli¢nih proteina koriste¢i metodu GST pull down. Stani¢ni lizat
inkubirali smo s GST fuzioniranim proteinima vezanim na glutationske sefarozne kuglice:
GST-Atg8, GST-GABARAP, GST-GABARAPLI1, GST-GABARAPL2, GST-LC3A, GST-
LC3B, GST-ISG15 (engl. GST-Ubiquitin-like protein ISG15), GST-UFM (engl. GST-
Ubiquitin-fold modifier 1), GST-URM (engl. GST-Ubiquitin-related modifier 1 homolog),
GST-Ub, GST-tetraUb 1 GST-SUMOI1 (engl. GST-Small ubiquitin-related modifier 1I).
Pojacano eksprimirani GFP-optineurin u stanicama HEK293T kao i endogeni optineurin u
stanicama HelLa vezao je ubikvitinu slicne autofagosomalne proteine Atg8, GABARAP,
GABARAPL1, GABARAPL2, LC3A i1 LC3B. S druge strane optineurin nije vezao druge
ubikvitinu sli¢ne proteine kao Sto su ISG15, Ufm, Urm 1 SUMOI. Kako je ve¢ od prije
poznato, optineurin je vezao iskljuCivo linearne lance Ub (GST-tetraUb), a ne i mono
ubikvitin. Kao negativnu kontrolu u svim eksperimentima metode GST pull down Koristi se

nefuzionirani GST vezan na glutationske sefarozne kuglice (slika 12a).

Nakon potvrde vezanja proteina optineurina 1 autofagosomalnih proteina
LC3/GABARAP, htjeli smo takoder provjeriti da li je vezanje direktno ili indirektno
(posredno). Purificirali smo MBP fuzionirani optineurin te smo pomoéu metode GST pull
down provjerili interakciju MBP-optineurina 1 GST fuzioniranih proteina LC3A 1
GABARAPLI1 vezanih na glutationske sefarozne kuglice. Kao pozitivnu kontrolu koristili
smo GST-tetraUb. Protein optineurin vezao je oba proteina kao i pozitivnu kontrolu ¢ime smo
dokazali direktnu interakciju izmedu proteina optineurina i autofagosomalnih proteina

LC3/GABARAP (slika 12b).
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Slika 12. Interakcija proteina optineurina i autofagosomalnih proteina LC3/GABARAP.

a) Provjera interakcije izmedu proteina optineurina i ubikvitinu sli¢nih proteina pomoc¢u metode GST
pull down. StaniCni lizat stanica HeLa s eksprimiranim proteinom GFP-OPTN (prvi red) ili stani¢ni
lizat HEK293T stanica s endogenim proteinom optineurinom (drugi red) inkubiran je s GST
fuzioniranim ubikvitinu sliénim proteinima vezanim na glutationske sefarozne kuglice. Gornji dio
slike prikazuje imunodetekciju pomocu protutijela anti-GFP ili anti-optineurin, dok donji dio slike
prikazuje bojanje membrane bojom PonceauS. b) Provjera direktne interakcije proteina optineurina s
proteinima LC3A i GABARAPL1 pomoc¢u metode GST pull down. Purificirani MBP-OPTN inkubiran
je s GST fuzioniranim proteinima LC3A i GABARAPLI vezanim na glutationske sefarozne kuglice.
Gornji dio slike prikazuje imunodetekciju pomoc¢u protutijela anti-optineurin, dok donji dio slike
prikazuje bojanje membrane bojom PonceauS. Protein GST-tetraUb je koriSten kao pozitivna kontrola
dok je nekonjugirani GST vezan na glutationske sefarozne kuglice koristen kao negativna kontrola.
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Slijedece smo htjeli utvrditi koja je domena proteina optineurina odgovorna za to
vezanje. Fragment optineurina naden u metodi Y2H obuhvaca aminokiseline 37 do 315 kako
je prikazano na slici 13a, upucujuéi da upravo ovaj dio proteina sudjeluje u interakciji.
Napravili smo nekoliko GST fuzioniranih fragmenata optineurina i provjerili pomoc¢u metode
GST pull down koji je najmanji fragment potreban za vezanje. Na slici 13a prikazani su
fragmenti koji su koriSteni u metodi GST pull down. Samo su fragmenti 1-209 ak, 1-315 ak,
169-209 ak pokazali vezanje na protein GFP-LC3A eksprimiran u stanicama HEK293T (slika
13b). Ovim eksperimentom pokazali smo da je fragment optineurina koji obuhvaca
aminokiseline 169 do 209 odgovoran za interakciju s autofagosomalnim proteinima
LC3/GABARAP. Koriste¢i biokemijski alat za sravnjivanje, ClustalW, navedeni fragment
optineurina usporedili smo s poznatim interaktorima ubikvitinu sli¢nih autofagosomalnih
proteina LC3/GABARAP koji sudjeluju u procesu autofagije, kao Sto su autofagosomalni
receptori p62, NBR1 i Nix, te zakljucili da optineurin sadrzi potencijalnu domenu LIR s

aminokiselinskim slijedom fenilalanin-valin-glutaminska kiselina-izoleucin (FVEI).

Uvodenjem tockastih mutacija unutar domene LIR (F178A i I181A) pokazali smo da
se optineurin preko tog motiva veze s proteinom LC3 (slika 13c). Transfecirali smo stanice
HEK293T plazmidom za ekspresiju divljeg tipa proteina HA-OPTN te mutanata HA-OPTN
F178A i HA-OPTN I181A. Prvome mutantu 178. aminokiselina fenilalanin zamijenjena je
alaninom, a drugome 181. aminokiselina izoleucin zamijenjena alaninom. Svaki od tih
stanicnih lizata inkubirali smo s proteinima GST-LC3A 1 GST-GABARAPLI1 vezanim na
glutationske sefarozne kuglice. Samo divlji tip proteina HA-OPTN vezao je autofagosomalne
proteine LC3/GABARAP dok mutante nisu. Kao kontrolu koristili smo GST-tetraUb koji je

vezao 1 divlji tip i mutante unutar domene LIR proteina optineurina.
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Slika 13. Interakcija proteina optineurina preko domene LIR s autofagosomalnim proteinima
LC3/GABARAP.

a) Shematski prikaz proteina optineurina i njegovih domena (gornji dio), detaljan prikaz domene LIR
u proteinima optineurin, NBR1, p62 i NIX (dolje lijevo), prikaz fragmenata fuzioniranih na GST
protein i vezanih na glutationske sefarozne kuglice (dolje desno); CC — domena zavojite uzvojnice
(engl. coiled coil domain), LIR — LC3 vezuju¢a domena (engl. LC3-Interacting Region), UBAN —
ubikvitin vezuju¢a domena u proteinima ABIN i NEMO (engl. Ubiquitin binding in ABIN and
NEMO), ZnF — domena cinkova prsta (engl. Zinc finger domain), GST — glutation S-transferaza (engl.
Glutathione S transferase), ak — aminokiselina, : — konzervirana zamjena, . — djelomi¢no konzervirana
zamjena. b) Provjera interakcije proteina GFP-LC3A i fragmenata proteina optineurina pomocu
metode GST pull down. Stani¢ni lizat s eksprimiranim GFP-LC3A inkubiran je s GST fuzioniranim
fragmentima proteina optineurina vezanim na glutationske sefarozne kuglice (GST-OPTN 1-170, 1-
209, 1-315, 169-209, 454-577 i 454-514). Gornji dio slike prikazuje imunodetekciju pomocéu
protutijela anti-GFP, dok donji dio slike prikazuje bojanje membrane bojom PonceauS. ¢) Provjera
interakcije divljeg tipa proteina OPTN i mutanti unutar domene LIR, OPTN F178A i OPTN I181A, s
autofagosomalnim proteinima LC3A i GABARAPL1 pomoc¢u metode GST pull down. Stani¢ni lizati s
eksprimiranim HA-OPTN, HA-OPTN F178A i HA-OPTN I181A inkubirani su s GST fuzioniranim
proteinima LC3A i GABARAPL1 vezanim na glutationske sefarozne kuglice. Gornji dio slike
prikazuje imunodetekciju pomocu protutijela anti-OPTN, dok donji dio slike prikazuje bojanje
membrane bojom PonceausS.

63



Osim biokemijskim metodama, interakciju optineurina i autofagosomalnih proteina
LC3/GAPARAP htjeli smo potvrditi i pomocu imunofluorescencijske mikroskopije (slika 14).
Transfecirali smo stanice plazmidom za ekspresiju GFP-OPTN i provjeravali kolokalizaciju
proteina optineurina i proteina LC3 1 Ub. U normalnim uvjetima, razina autofagije je niska, a
time i broj autofagosomalnih vezikula u stanicama je mali (slika 14, prvi red). Kako bi
povecali broj tih vezikula radi bolje vizualizacije optineurina na vezikulama bilo je potrebno
povecati razinu autofagije. Stranice su tretirane izgladnjivanjem u mediju EBSS u trajanju od
dva sata (ND, slika 14, drugi red), kemikalijom Bafilomicin A1 u trajanju od Sest sati (BafAl,
slika 14, tre¢i red) ili su stanice tretirane na oba nacina istovremeno (ND/BafAl, slika 14,
cetvrti red). Svaki od tih tretmana povecao je broj autofagosomalnih vezikula, a vecina
vezikula bile su pozitivne na proteine LC3, Ub i optineurin. Fiksirane stanice inkubirane su
primarnim protutijelima anti-LC3 1 anti-Ub te sekundarnim protutijelima konjugiranim
fluorokromima anti-ze¢ji Cy3 1 anti-mi§ji Cy5. Stanice su analizirane konfokalnim
fluorescencijskim mikroskopom. Ovim eksperimentom dokazali smo da je protein optineurin

prisutan na autofagosomalnim vezikulama.

64



GFP OPTN

DMSO

EBSS

BafA1

EBSS/ [
BafA1

Slika 14. Imunofluorescencijska detekcija lokalizacije proteina optineurina, LC3A i Ub na
autofagosomalnim vezikulama.

Stanice HeLa s eksprimiranim proteinom GFP-OPTN tretirane su izgladnjivanjem u mediju EBSS
tijekom dva sata (drugi red, EBSS), kemikalijom Bafilomicin A1 tijekom Sest sati (tre¢i red, BafAl) ili
oba dva tretmana zajedno (Cetvrti red, EBSS/BafAl). Kao kontrolni tretman stanice su tretirane
DMSO-om (prvi red). Stanice su nakon tretmana fiksirane i inkubirane protutijelima anti-LC3 (crveno,
drugi stupac) i anti-Ub (plavo, tre¢i stupac). Zeleni signal predstavlja protein GFP-OPTN (prvi
stupac), a jezgre su obojene bojom DAPI (sivo). Kolokalizacija proteina GFP-OPTN, LC3 i Ub ocituje
se bijelom bojom (Cetvrti stupac). Manji kvadrati¢i u zadnjem stupcu predstavljaju uvecanu sliku
autofagosomalnih vezikula. Crta mjerila — 10 pm.
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4.2 Optineurin veZe proteinske agregate

Nakon §to smo dokazali da je protein optineurin autofagosomalni receptor koji veze
autofagosomalne proteine LC3/GABARAP preko svoje domene LIR, htjeli smo potvrditi
prisutnost proteina optineurina u proteinskim nakupinama u stani¢nim modelima kao §to je
otprije pokazano na histoloskim preparatima pacijenata oboljelih od ALS-a ili Huntingtonove
bolesti (124, 137). Stanice HelLa s privremeno ili stabilno eksprimiranim mutiranim
proteinima GFP-SOD1 G93C i CFP/GFP-htt ex]1 Q103 koriStene su kao stani¢ni model za
proteinske nakupine u Huntingtonovoj bolesti i ALS-u (67, 141). Prvo smo pomocu
imunofluorescencijske mikroskopije pokazali kolokalizaciju proteina optineurina i proteinskih
nakupina proteina GFP-SOD1 G93C (slika 15a) i CFP-htt ex]1 Q103 (slika 15b) po istom
obrascu kao 1 proteina LC3, Ub i p62 za koje se je ve¢ otprije pokazalo da su prisutni u
proteinskim nakupinama (67). Fiksirane stanice inkubirane su primarnim protutijelima anti-
OPTN, anti-LC3, anti-Ub 1 anti-p62 te sekundarnim protutijelima konjugiranim
fluorokromima anti-mi$§ji 1 anti-ze¢ji Cy3. Stanice su analizirane konfokalnim

fluorescencijskim mikroskopom.

66



SOD1 G93C

SOD1 G93C

SOD1 G93C

SOD1 G93C

htt ex1 Q103

»

htt ex1 Q103

e

htt ex1 Q103

htt ex1 Q103

Slika 15. Imunofluorescencijska detekcija kolokalizacije proteina optineurina i proteinskih

nakupina.

a) Stanice HelLa s privremenom ekspresijom proteina GFP-SOD1 G93C (drugi stupac, bijelo)
fiksirane su 48 sati nakon transfekcije i inkubirane protutijelima anti-OPTN (prvi stupac, prvi red,
zeleno), anti-LC3 (prvi stupac, drugi red, zeleno), anti-Ub (prvi stupac, treci red, zeleno) i anti-p62
(prvi stupac, Cetvrti red, zeleno). Kolokalizacija proteina GFP-SOD1 G93C i proteina optineurina,
LC3, Ub i p62 prikazana je u treCem stupcu. b) Stanice Hela sa stabilnom ekspresijom proteina CFP-
htt ex1 Q103 (drugi stupac, bijelo) fiksirane su i inkubirane protutijelima anti-OPTN (prvi stupac, prvi
red, zeleno), anti-LC3 (prvi stupac, drugi red, zeleno), anti-Ub (prvi stupac, tre¢i red, zeleno) i anti-
p62 (prvi stupac, Cetvrti red, zeleno). Kolokalizacija proteina CFP-htt ex1 Q103 i proteina optineurina,

LC3, Ub i p62 prikazana je u treCem stupcu. Crta mjerila — 5 pm.
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Analiza stani¢nih lizata koji su razdvojeni u dvije faze koriste¢i razlicite pufere, fazu
citoplazmatskih topljivih proteina i fazu netopljivih stani¢nih nakupina, pokazala je da se veca
koli¢ina proteina optineurina nalazi u fazi netopljivih stani¢nih nakupina kada je u stanicama
eksprimiran mutirani protein GFP-SOD1 G93C (slika 16a). Metoda imunoprecipitacije
divljeg tipa proteina GFP-SOD1 1 mutiranog proteina GFP-SOD1 G93C sa stani¢nim lizatima
pomocu protutijela anti-GFP pokazala je interakciju mutiranog proteina SOD1 G93C, ali ne i
divljeg tipa proteina, i endogenog proteina optineurina (slika 16b) 1 pojacano eksprimiranog
proteina  HA-OPTN (slika 16c). Tako smo koriste¢i tri razliCite metode,
imunofluorescencijsku mikroskopiju, stanicno frakcioniranje i imunoprecipitaciju, pokazali da
je optineurin u interakciji s proteinskim nakupinama mutiranog proteina SOD1 G93C, ali ne 1

s divljim tipom proteina.
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Slika 16. Interakcija proteina optineurina i proteinskih nakupina.

a) Stanice Hela s eksprimiranim divljim tipom proteina GFP-SODI i mutiranim proteinom GFP-
SOD1 G93C lizirane su i frakcionirane u dvije faze od kojih jedna faza sadrzi citoplazmatske topljive
proteine (topljiva frakcija), a druga faza netopljive proteinske nakupine (netopljiva frakcija).
Imunodetekcija tih dviju faza pomocu protutijela anti-GFP i anti-OPTN. Koli¢ina nanesenog uzorka
provjerena je protutijelom anti-vinculin. U negativnoj kontroli stanice su transfecirane praznim
plazmidom. b) Provjera interakcije endogenog proteina optineurin i proteinskih nakupina koristeéi
metodu imunoprecipitacije. Stani¢ni lizati s eksprimiranim divljim tipom proteina GFP-SOD1 i
mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C inkubirani su protutijelom anti-GFP preko no¢i te proteinom
G vezanim na agarozne kuglice. Imunodetekcija imunoprecipitacije (IP) i ukupnog stani¢nog lizata
(stani¢ni lizat) pomocu protutijela anti-GFP i anti-OPTN. ¢) Provjera interakcije eksprimiranog
proteina HA-optineurin i proteinskih nakupina koriste¢i metodu imunoprecipitacije. Stani¢ni lizati s
eksprimiranim HA-OPTN i divljim tipom proteina GFP-SOD1 G93A ili mutiranim proteinom GFP-
SOD1 G93C inkubirani su protutijelom anti-GFP preko no¢i te proteinom G vezanim na agarozne
kuglice. Imunodetekcija imunoprecipitacije (IP) i stani¢nog lizata (stani¢ni lizat) pomocéu protutijela
anti-GFP i anti-HA.
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4.3 Posredna interakcija proteina optineurina i proteinskih agregata

Nakon utvrdivanja interakcije proteina optineurina i proteinskih nakupina, bilo je
potrebno utvrditi da li je rije¢ o direktnoj interakciji. Prvo smo provjerili je li proteini GST-
SOD1 1 GST-SOD1 G93A vezani na glutationske sefarozne kuglice stupaju u interakciju s
purificiranim proteinom MBP-OPTN koriste¢i metodu GST pull down (slika 17a). To smo
takoder provjerili i s proteinom GST-OPTN vezanim na glutationske sefarozne kuglice i
purificiranim proteinima His-SOD1 1 His-SOD1 G93C koriste¢i metodu GST pull down (slika
17b). U oba eksperimenta protein optineurin nije vezao ni divlji tip proteina SOD1 ni mutirani
protein SOD1 G93C te smo tako dokazali da protein optineurin ne stupa u direktnu interakciju
s otopljenim monomernim i oligomernim oblicima mutiranog proteina SODI1. Kako bi
utvrdili da 1i protein optineurin stupa u direktnu interakciju s proteinskim agregatima
mutiranog proteina SOD1 G93C, purificirani GST-OPTN inkubirali smo s in vitro
induciranim proteinskim agregatima His-SOD1 G93C. Rezultate smo analizirali kaplji¢nom
metodom gdje smo proteinske agregate nakapali na nitroceluloznu membranu i analizirali
metodom imunodetekcije (slika 17c). Protein optineurin nije vezao ni proteinske agregate
mutiranog proteina SOD1 G93C §to dovodi do zakljucka da je interakcija proteina optineurin

s proteinskim nakupinama posredna.
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Slika 17. Posredna interakcija proteina optineurina i proteinski nakupina.

a) Provjera direktne interakcije optineurina i mutiranog proteina SOD1 G93C pomocu metode GST
pull down. Purificirani MBP-OPTN inkubiran je s GST fuzioniranim divljim tipom proteina SOD1 i
mutiranim proteinom SOD1 G93C vezanim na glutationske sefarozne kuglice. Gornji dio slike
prikazuje imunodetekciju pomocu protutijela anti-MBP, dok donji dio slike prikazuje bojanje
membrane bojom PonceauS. Protein GST-tetraUb koriSten je kao pozitivna kontrola dok je sam GST
vezan na glutationske sefarozne kuglice koriSten kao negativna kontrola. b) Provjera direktne
interakcije optineurina s mutiranim proteinom SOD1 G93C pomocu metode GST pull down.
Purificirani protein His-SOD1 i mutirani protein His-SOD1 G93C inkubirani su s GST fuzioniranim
proteinom optineurinom vezanim na glutationske sefarozne kuglice. Gornji dio slike prikazuje
imunodetekciju pomocu protutijela anti-His, dok donji dio slike prikazuje bojanje membrane bojom
PonceauS. Sam GST vezan na glutationske sefarozne kuglice koristen je kao negativna kontrola. ¢)
Kaplji¢na analiza interakcije proteina GST-optineurina i proteinskih nakupina purificiranog proteina
His-SOD1 G93C. Purificirani agregirani protein His-SOD1 G93C inkubiran je s purificiranim GST-
OPTN. Imunodetekcija pomocu protutijela anti-GST i anti-His.
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4.4 Optineurin veZe proteinske agregate C-terminalnim dijelom neovisno o

interakciji s ubikvitinom

Daljnji koraci u karakterizaciji interakcije proteina optineurin i proteinskih agregata
bili su utvrdivanje domene odgovorne za tu interakciju i da li je ta interakcija posredovana
proteinom ubikvitinom. Pomoc¢u imunofluorescencijske mikroskopije, proucavali smo
kolokalizaciju razli¢itih fragmenata proteina optineurina s divljim tipom proteina GFP-SOD1
1 njegovim mutantom GFP-SOD1 G93C. Stanice su fiksirane i1 inkubirane primarnim
protutijelom anti-HA te sekunardnim protutijelom konjugiranim fluorokromom anti-misji
Cy3. Kako smo ve¢ prije pokazali protein HA-optineurin i proteinski agregati GFP-SODI
G93C kolokaliziraju (slika 18b, prvi red), ali to se ne dogada s divljim tipom GFP-SOD1 koji
ne stvara agregate 1 lokaliziran je difuzno u citoplazmi (slika 18a, prvi red).
Imunofluorescencijska mikroskopija stanica s eksprimiranim fragmentima proteina
optineurina, HA-OPTN 1-315 ak i HA-OPTN 454-520 ak, pokazala je da fragment proteina
1-315 ak ne kolokalizira s proteinskim agregatima (slika 18b, drugi red) dok fragment
proteina 454-520 ak lokalizira (slika 18b, tre¢i red). Kao dodatnu potvrdu da je C-terminalni
fragment od 454 do 520 aminokiseline proteina optineurina, vaZan za interakciju s
proteinskim agregatima, eksprimirali smo u stanicama mutirani protein optineurin u kojem
smo izrezali taj fragment, HA-OPTN A454-577, koji nije kolokalizirao s proteinskim
agregatima (slika 18b, Cetvrti red). Kao kontrolu da navedeni fragmenti proteina optineurina
sami ne stvaraju proteinske agregate, iste te konstrukte eksprimirali smo s divljim tipom
proteina GFP-SOD1 (slika 18a). Ovim eksperimentom pokazali smo da je za interakciju
proteina optineurina i proteinskih agregata potrebna C-terminalna domena optineurina, i to
regija koja obuhvaca aminokiseline 454 do 520, koja se naziva ubikvitin-vezuju¢a domena

UBAN.
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Slika 18. C-terminalna domena zavojite uzvojnice je odgovorna za vezanje proteina optineurina
s proteinskim nakupinama.

a) Imunofluorescencijska detekcija lokalizacije fragmenata proteina optineurin HA-OPTN 1-315 ak,
454-520 ak i A454-520 ak (prvi stupac, zeleno) s proteinom GFP-SOD1 (drugi stupac, sivo). Fiksirane
stanice inkubirane su protutijelom anti-HA (prvi stupac, zeleno). Kolokalizacija proteina GFP-SOD1 s
fragmentima proteina HA-optineurina prikazana je u trecem stupcu. b) Imunofluorescencijska
detekcija lokalizacije fragmenata proteina optineurin HA-OPTN 1-315 ak, 454-520 ak i A454-520 ak
(prvi stupac, zeleno) s mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C (drugi stupac, sivo). Fiksirane stanice
inkubirane su protutijelom anti-HA (prvi stupac, zeleno). Kolokalizacija proteinskih agregata
mutiranog proteina GFP-SOD1 s fragmentima proteina HA-optineurina prikazana je u tre¢em stupcu.
Crta mjerila — 5 pm.
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Kako je interakcija optineurina i proteinskih agregata posredna i domena preko koje se
veze na proteinske agregate ima sposobnost vezanja proteina ubikvitna, htjeli smo provjeriti
da li je to vezanje posredovano ubikvitinom. Uvodenjem tockaste mutacije unutar UBAN
domene gdje je glutaminska kiselina na poziciji 478 zamijenjena s glicinom (E478G), protein
optineurin gubi sposobnost vezanja s ubikvitinom. To smo testirali pomoc¢u metode GST pul!
down (slika 19a), gdje se divlji tip proteina HA-OPTN vezao s GST fuzijskim proteinom koji
se sastoji od Cetiri proteina ubikvitina u nizu (GST-tetraUb) dok mutirani protein HA-OPTN
E78G nije. Pomo¢u metode imunofluorescencijske mikroskopije pokazali smo da je mutirani
protein optineurin E478G 1 dalje lokaliziran na proteinskim agregatima (slika 19¢c, prvi red)
Sto znaci da ta interakcija nije posredovana s proteinom ubikvitinom. Iako se preko te domene
protein optineurin veze s proteinom ubikvitinom, interakcija optineurina i proteinskih
agregata neovisna je o interakciji proteina optineurina i ubikvitina. Takoder smo htjeli
provjeriti da 1i je ta interakcija mozda posredovana proteinom LC3. Mutirani protein
optineurin F178A, s mutacijom unutar domene LIR, takoder kolokalizira s proteinskim
agregatima (slika 19c¢, drugi red) Sto pokazuje da optineurin stupa u interakciju s proteinskim
agregatima neovisno o proteinu LC3. I u ovom eksperimentu smo kao kontrolu da navedeni
mutanti proteina optineurina sami ne stvaraju proteinske agregate, te iste konstrukte
eksprimirali s divljim tipom proteina GFP-SODI (slika 19b). Sve stanice su fiksirane i
inkubirane primarnim protutijelom anti-HA te sekundarnim protutijelom konjugiranim

fluorokromom anti-misji Cy3.
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Slika 19. Interakcija optineurina i proteinskih agregata nije posredovana proteinom
ubikvitinom.

a) Provjera interakcije proteina HA-OPTN i HA-OPTN E478G s cCetiri fuzionirana proteina ubikvitina
(tetraUb) pomoc¢u metode GST pull down. Ukupni stani¢ni lizati s eksprimiranim HA-OPTN i HA-
OPTN E478G inkubiran s GST fuzioniranim tetraUb vezanim na glutationske sefarozne kuglice.
Gornji dio slike prikazuje imunodetekciju pomocu protutijela anti-HA, dok donji dio slike prikazuje
bojanje membrane bojom PonceauS. b) Imunofluorescencijska detekcija lokalizacije mutiranih
proteina optineurina HA-OPTN E478G i F178A (prvi stupac, zeleno) s proteinom GFP-SOD1 (drugi
stupac, sivo). Fiksirane stanice su inkubirane protutijelom anti-HA (prvi stupac, zeleno).
Kolokalizacija proteina GFP-SOD1 s mutiranim proteinom HA-optineurina prikazana je u trecem
stupcu. ¢) Imunofluorescencijska detekcija lokalizacije mutiranih proteina optineurin HA-OPTN
F178A 1 E478G (prvi stupac, zeleno) s mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C (drugi stupac, sivo).
Fiksirane stanice su inkubirane protutijelom anti-HA (prvi stupac, zeleno). Kolokalizacija proteinskih
agregata mutiranog proteina GFP-SOD1 G93C s mutiranim proteinima HA-optineurina E478G i
F178A prikazana je u treCem stupcu. Crta mjerila — 5 pm.
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Stanice tretirane puromicinom stvaraju proteinske nakupine koje su pozitivne na
proteine p62 1 ubikvitin. Imunofluorescencijskom mikroskopijom smo pokazali da je protein
optineurin takoder lokaliziran 1 na tim agregatima. Htjeli smo provjeriti da i je ta interakcija
posredovana proteinom ubikvitinom te smo u stanicama eksprimirali mutirani protein GFP-
OPTN E478G. U ovom slu¢aju mutirani protein optineurin nije kolokalizirao s proteinskim
agregatima ¢ime smo pokazali da protein optineurin lokalizira s proteinskim agregatima
nastalim nakon indukcije puromicinom, preko ubikvitina, te je ova interakcija posredovana
proteinom ubikvitinom. Protein optineurin mutiran unutar LIR domene, GFP-OPTN F178A je
kolokaliziran s proteinskim agregatima (slika 20). Stanice su fiksirane i inkubirane primarnim
protutijelima anti-p62 1 anti-Ub te sekundarnim protutijelima konjugiranim fluorokromima

anti-zec¢ji Cy3 1 anti-misji Cy5.

OPTN E478G

OPTN F178A -

Slika 20. Interakcija proteina optineurina i proteinskih agregata nastalim nakon indukcije
puromicinom posredovano ubikvitinom.

Imunofluorescencijska detekcija lokalizacije divljeg tipa i mutanata OPTN E478G i F178A proteina
GFP-optineurina (prvi stupac, zeleno) na proteinskim agregatima nastalim nakon indukcije
puromicinom koji su pozitivni na proteine p62 (drugi stupac, crveno) i ubikvitin (tre¢i stupac, sivo).
Fiksirane stanice su inkubirane protutijelima anti-p62 (drugi stupac, crveno) i anti-Ub (tre¢i stupac,
sivo). Kolokalizacija divljeg tipa i mutanti proteina optineurina s proteinima p62 i Ub na proteinskim
nakupinama prikazana je u tre¢em stupcu. Crta mjerila — 5 pm.

Detaljnom analizom pomocu biokemijskih metoda 1 imunofluorescencijske
mikroskopije na stani¢nim kulturama HeLa pokazali smo da je protein optineurin lokaliziran
u proteinskim agregatima preko svoje C-terminalne domene, da je ta interakcija posredna 1 da

je neovisna o proteinu ubikvitin.
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4.5 Optineurin utjece na koli¢inu proteinskih nakupina u stanicama

Nakon detaljne biokemijske analize interakcije proteina optineurina s proteinskim
nakupinama, potrebno je utvrditi utjecaj proteina optineurina na stvaranje ili uklanjanje
proteinskih nakupina. Dobar model za provjeru utjecaja nekih proteina ili procesa na stvaranje
ili uklananje proteinskih nakupina je kvantifikacija broja stanica s eksprimiranim mutiranim
proteinom GFP-SOD1 G93C ili GFP-htt ex] Q103 koje sadrze proteinske nakupine nakon
utiSavanja ili pojacane ekspresije proteina od interesa te aktivacija ili inhibicija procesa od
interesa. U normalnim uvjetima oko 17% stanica HeLa s eksprimiranim mutiranim proteinom
GFP-SOD1 G93C stvaraju proteinske agregate (slika 21a). U stabilnim stani¢nim linijama s
utiSanom ekspresijom proteina optineurina dvostruko se povecava postotak stanica koje
stvaraju proteinske nakupine (oko 30%) (slika 21a). Na slici 21b prikazane su reprezentativne
slike stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SODI1 G93C. Osim kvantifikacije
stani¢nih agregata, analizirali smo stani¢ne lizate tih stanica i imunoblot analiza pokazala je
povecanje netopljive frakcije mutiranog proteina GFP-SOD1 G93C u stanicama s utiSanom
ekspresijom proteina optineurina (slika 21c). Dobivene rezultate smo takoder provjerili 1 s
mutiranim proteinom GFP-htt ex1 QO013. Kvantifikacija stanica s eksprimiranim mutiranim
proteinom GFP-htt ex1 Q013 koje sadrze proteinske agregate pokazala je dvostruko
povecanje broja tih stanica u stani¢noj liniji s utiSanom ekspresijom proteina optineurina

(slika 21d).
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Slika 21. UtiSavanje proteina optineurina u stanicama uzrokuje povecano stvaranje proteinskih
nakupina.

a) Kvantifikacija stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze
proteinske agregate. Stabilne stani¢ne linije HeLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina
(shOPTN #3 i shOPTN#4) i kontrolne stanice (ctrl ShRNA) transfecirane su plazmidom za ekspresiju
mutiranog proteina GFP-SOD1 G93C te se 48 sati nakon racuna postotak stanica s eksprimiranim
mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze proteinske agregate. Graficki prikaz srednjih
vrijednosti £ s.e.m. *** P<(0.001, n=6. b) Reprezentativne slike stanica za svaku stani¢nu liniju.
Strelica pokazuje stanicu s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koja sadrzi
proteinske agregate. Crta mjerila — 100 um. ¢) Imunoanaliza frakcija stani¢nih lizata. Stabilne stani¢ne
linije HeLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina (ShOPTN #3 i shOPTN#4) i kontrolne stanice
(ctrl shRNA) s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C lizirane su u puferima za
frakcioniranje topljive i netopljive frakcije. Imunodetekcija tih dviju faza pomocu protutijela anti-
GFP. Uspjesnost utiSavanja ekspresije proteina optineurina provjerena je protutijelom anti-OPTN dok
je koli¢ina nanesenog uzorka provjerena protutijelom anti-vinculin. d) Kvantifikacija stanica s
eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-htt ex1 Q103 koje sadrze proteinske agregate. Stabilne
stanicne linije s utiSanom ekspresijom proteina optineurina (ShOPTN #3 i shOPTN#4) i kontrolne
stanice (ctrl shRNA) transfecirane su plazmidom za ekspresiju mutiranog proteina GFP-htt ex1 Q103
te se 48 sati nakon racuna postotak stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP- htt ex1 Q103
koje sadrze proteinske agregate. Graficki prikaz srednjih vrijednosti £ s.e.m. *** P<(.001, n=6.
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Kako bi bili sigurni da je poveéanje broja agregata uzrokovano specifi¢no utiSavanjem
ekspresije proteina optineurina, dodatno smo to provjerili i u drugom sustavu gdje je u
stabilnim stani¢nim linijjama HeLa s eksprimiranim mutiranim proteinom CFP-htt ex1 Q103
prolazno utiSana ekspresija proteina optineurina pomocu transfekcije stanica s molekulom
siRNA specific(nom za mRNA optineurina. U normalnim uvjetima oko 23% stabilnih
stani¢nih linija HeLa s eksprimiranim CFP-htt ex1 Q103 stvaraju proteinske agregate (slika
22a). Prolazno utiSavanje ekspresije proteina optineurina dvostruko povecava broj stanica s
proteinskim agregatima (oko 42%). Imunoanaliza tih stani¢nih lizata potvrdila je dobivene
rezultate kvantifikacije. Povecana je netopljiva frakcija mutiranog proteina CFP-htt ex1 Q103

u stani¢nim lizatima s prolazno utiSanom ekspresijom optineurina (slika 22b).
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Slika 22. UtiSavanje proteina optineurina u stanicama uzrokuje povecano stvaranje proteinskih
nakupina.

a) Kvantifikacija stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom CFP-htt ex1 QO013 koje sadrze
proteinske agregate. U stabilnoj stani¢noj liniji s eksprimiranim CFP-htt ex1 Q013 prolazno je utiSana
ekspresija proteina optineurina transfekcijom molekule siRNA (siOPTN #1 1 siOPTN #2), a u kontroli
su stanice transfecirane molekulom kontrolne siRNA (ctrl siRNA). Nakon 72 sata od transfekcije sa
siRNA racuna se postotak stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom CFP-htt ex] Q013 koje
sadrze proteinske agregate. Graficki prikaz srednjih vrijednosti = s.e.m. *** P<(0.001, n=6. b)
Imunoanaliza frakcija stani¢nih lizata. Stabilne stani¢ne linije s eksprimiranim CFP-htt ex1 Q013 i
prolazno utiSanom ekspresijom proteina optineurina ili transfecirane kontrolnom siRNA lizirane su u
puferima za frakcioniranje topljive i netopljive frakcije. Imunodetekcija tih dviju faza pomocu
protutijela anti-GFP. Uspjes$nost utiSavanja ekspresije proteina optineurina provjerena je s protutijelom
anti-OPTN dok je koli¢ina nanesenog uzorka provjerena protutijelom anti-vinculin. Topljiva frakcija
analizirana je razdvajanjem na SDS poliakrilamidnom gelu dok je netopljiva frakcija analizirana
kapljicnom metodom.
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Kako utiSavanje ekspresije proteina optineurina uzrokuje povecanje broja stanica s
proteinskim nakupinama, postavilo se pitanje kako pojacana ekspresija proteina optineurina
utjeCe na stvaranje 1 uklanjanje proteinskih nakupina. Analiza stanica koje prekomjerno
eksprimiraju protein HA-OPTN i mutirani protein GFP-SOD1 G93C pokazala je da

prekomjerna ekspresija ne mijenja broj stanica s proteinskim nakupinama (slika 23).
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Slika 23. Pojacana ekspresija proteina optineurina u stanicama ne utjeCe na stvaranje
proteinskih nakupina.

Kvantifikacija stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C i proteinom HA-
OPTN koje sadrze proteinske agregate. U stani¢noj liniji HeLa eksprimirani su proteini GFP-SODI
G93C i HA-OPTN te 48 sati nakon racuna se postotak stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom
GFP-SOD1 G93C i proteinom HA-OPTN koje sadrze proteinske agregate. U kontroli (ctrl) stanice su
transfecirane praznim plazmidom. Graficki prikaz srednjih vrijednosti + s.e.m. ns — nije statisticki
znacajno, n=6.
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4.6 Protein optineurin sudjeluje u autofagiji proteinskih nakupina

Nakon detaljne Dbiokemijske analize interakcije proteina optineurina i
autofagosomalnih proteina LC3/GAPARAP 1 proteinskih nakupina te analize utjecaja
ekspresije proteina na stvaranje i uklanjanje proteinskih nakupina, htjeli smo provjeriti ulogu
proteina optineurina u autofagiji proteinskih nakupina. Aktivacija ili inhibicija procesa
autofagije utjeCe na stvaranje proteinskih nakupina tako Sto aktivacija autofagije pomocu
kemikalije rapamicin smanjuje broj stanica s proteinskim nakupinama dok inhibicija
autofagije pomocu kemikalije BafilomicinA1l dvostruko povecava broj stanica s proteinskim
nakupinama (slika 24a). UtiSavanja ekspresije proteina optineurina i inhibicije autofagije
uzrokuju jednako povecanje stanica s proteinskim nakupinama. Medutim, inhibicija autofagije
u stanicama s utiSanom ekspresijom proteina optineurina ne uzrokuje dodatno povecanje broja
stanica s proteinskim agregatima. Takoder, aktivacija autofagije u stanicama s utiSanom
ekspresijom proteina optineurina ne utjeCe na broj stanica s proteinskim agregatima. Ovim
eksperimentom pokazali smo da optineurin utjee na stvaranje i eliminaciju proteinskih
nakupina putem autofagije. Analizirali smo lizate stanica kvantificirane u eksperimentu na
slici 24a kako bi provjerili uspjeSnost ekspresije mutiranog proteina GFP-SOD1 G93C te
utiSavanja proteina optineurina (slika 24b). Aktivacija i inhibicija autofagije mjeri se analizom
proteina LC3 gdje LC3-I predstavlja nekonjugirani oblik, a LC3-II konjugirani oblik proteina.
Prilikom tretmana kemikalijom rapamicin dolazi do aktivacije autofagije, time i pojacane
fuzije autofagosoma s lizosomom $§to rezultira smanjenjem konjugiranog proteina LC3-II. S
druge strane, prilikom tretmana kemikalijom Bafilomicin A1l dolazi do inhibicije autofagije
tako Sto se inhibira fuzija autofagosoma s lizosomima §to rezultira povecanjem broja
autofagosoma, a time dolazi do poveéanja konjugiranog proteina LC3-II. Isti eksperiment je
ponovljen sa stanicama koje eksprimiraju mutirani protein GFP-htt ex1 Q103 (slika 24¢) gdje
su dobiveni isti rezultati. Ovim eksperimentima smo pokazali da protein optineurin sudjeluje

u autofagiji proteinskih nakupina.
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Slika 24. Protein optineurin sudjeluje u autofagiji proteinskih nakupina.

a) Kvantifikacija stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze
proteinske agregate. Stabilne stani¢ne linije HeLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina
(shOPTN #3 i shOPTN#4) i kontrolne stanice (ctrl ShRNA) transfecirane su plazmidom za ekspresiju
mutiranog proteina GFP-SOD1 G93C te 12 sati nakon transfekcije tretirane kemikalijama rapamicin i
Bafilomicin Al (BafAl). Kao kontrola tretmana koristen je DMSO. Nakon 48 sati od transfekcije
rauna se postotak stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze
proteinske agregate. Graficki prikaz srednjih vrijednosti + s.e.m. *** P<(0.001, n=6. b) Imunoanaliza
stani¢nih lizata. Stabilne stani¢ne linije HeLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina (sShOPTN
#3 1 shOPTN#4) i kontrolne stanice (ctrl shRNA) s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1
G93C lizirane su u puferu RIPA. Imunodetekcija pomocu protutijela anti-GFP za kontrolu ekspresije
proteina GFP-SOD1 G93C i anti-LC3 za kontrolu tretmana kemikalijama rapamicin i Bafilomicin Al
(LC3-I i LC3-II). Uspjesnost utiSavanja ekspresije proteina optineurina provjerena je s protutijelom
anti-OPTN dok je koli¢ina nanesenog uzorka provjerena protutijelom anti-vinculin. ¢) Kvantifikacija
stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-htt ex1 Q103 koje sadrze proteinske agregate.
Stabilne stanic¢ne linije HeLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina (sShOPTN #3 i shOPTN#4) i
kontrolne stanice (ctrl shRNA) transfecirane su plazmidom za ekspresiju mutiranog proteina GFP-htt
ex] Q103 te 12 sati nakon transfekcije tretirane kemikalijama rapamicin i Bafilomicin Al. Kao
kontrola tretmana koriSten je DMSO. Nakon 48 sati od transfekcije raCuna se postotak stanica s
eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-htt ex1 Q103 koje sadrze proteinske agregate. Graficki
prikaz srednjih vrijednosti + s.e.m. *** P<(0.001, n=6.
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Takoder smo htjeli usporediti utjecaj inhibicije proteasomalne aktivnosti na stvaranje i
uklanjanje proteinskih nakupina u normalnim stanicama i stanicama s utiSanom ekspresijom
proteina optineurina. Inhibicija proteasomalne aktivnosti pomocu kemikalije MG132
uzrokovala je povecanje broja stanica s proteinskim nakupinama od 2,5 puta (oko 45%) u
normalnim uvjetima, te dodatno povecanje (oko 75%) u stanicama s utiSanom ekspresijom
proteina optineurina (slika 25). Ovi rezultati ukazuju da protein optineurin ne sudjeluje u
procesu razgradnje proteina pomocu proteasoma i dodatno potvrduje da optineurin sudjeluje u

autofagiji proteinskih nakupina.

100+
90
80
704
60
504
404
304
204
10

I ctrl shRNA
Bl shOPTN#3
3 shOPTN#4

Postotak transfeciranih stanica
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Slika 25. Inhibicije proteasomalne aktivnosti u stanicama uzrokuje povecano stvaranje
proteinskih nakupina u normalnim stanicama i u stanicama s utiSanom ekspresijom proteina
optineurina.

Kvantifikacija stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze proteinske
agregate. Stabilne stani¢ne linije HeLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina (shOPTN #3 i
shOPTN#4) 1 kontrolne stanice (ctrl shRNA) transfecirane su plazmidom za ekspresiju mutiranog
proteina GFP-SOD1 G93C te 12 sati nakon transfekcije tretirane kemikalijom MG132. Kao kontrola
tretmana koriSten je DMSO. Nakon 48 sati od transfekcije racuna se postotak stanica s eksprimiranim
mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze proteinske agregate. Graficki prikaz srednjih
vrijednosti £ s.e.m. *** P<(0.001, n=6.
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4.7 Protein optineurin dovla¢i autofagosomalnu membranu na proteinske
nakupine vezanjem za proteinske nakupine svojim C-terminalnim dijelom

te vezanjem na autogafosomalni protein LC3 svojom domenom LIR

Pokazali smo da protein optineurin svojom C-terminalnom zavojitom domenom veze
proteinske agregate te svojom domenom LIR veze autofagosomalne proteine
LC3/GABARAP. Takoder smo pokazali da optineurin sudjeluje u autofagiji proteinskih
nakupina. Sve ovo dovodi do pretpostavke da protein optineurin kao autofagosomalni
receptor vezu¢i se za proteine LC3/GABARAP dovlaci autofagosomalnu membranu na
proteinske nakupine. Kako bi to potvrdili eksprimirali smo zajedno s mutiranim proteinom
GFP-SOD1 G93C i divlji tip proteina HA-OPTN ili mutirane protein HA-OPTN F178A 1
E478G u stanicama kojima je utiSana ekspresija proteina optineurina. Pojacana ekspresija
divljeg tip HA-OPTN smanjila je broj proteinskih agregata u stanicama koje su prvotno imale
utiSanu endogenu ekspresiju proteina optineurina na broj jednak kao i u kontrolnim stanicama
(shRNA ctrl). S druge strane, pojacana ekspresija mutiranog proteina HA-OPTN F178A nije
smanjila broj proteinskih agregata u stanicama koje su prvotno imale utiSanu endogenu
ekspresiju proteina optineurina (slika 26). Nemoguénost vezanja proteina optineurina i
autofagosomalnih proteina LC3/GABARAP, onemogucilo je dovodenje autofagosomalne
membrane na proteinske nakupine, a time i onemogucilo autofagosomalnu razgradnju
proteinskih nakupina. Kako smo dokazali da mutirani protein optineurina E478G ne utjece na
interakciju s proteinskim nakupinama, njega smo koristili kao dodatnu kontrolu u ovom
eksperimentu. Pojacana ekspresija mutiranog proteina HA-OPTN E478G smanjila je broj
proteinskih agregata u stanicama koje su prvotno imale utiSanu endogenu ekspresiju proteina

optineurina na broj jednak kao i u kontrolnim stanicama.
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Slika 26. Pojacana ekspresija mutiranog proteina optineurina F178A nije smanjila broj
proteinskih agregata u stanicama koje su prvotno imale utiSanu endogenu ekspresiju proteina
optineurina.

Kvantifikacija stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze proteinske
agregate. Stabilne stanicne linije HelLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina (shOPTN)
transfecirane su plazmidom za ekspresiju mutiranog proteina GFP-SOD1 G93C i plazmidom za
ekspresiju divljeg tipa proteina HA-OPTN (wt) ili mutiranih proteina HA-OPTN F178A i E478G
(F178A, E478G). Kontrolne stanice (shRNA ctrl) i stanice s utiSanom ekspresijom proteina
optineurina (shOPTN) su transfecirane praznim plazmidom kao kontrola. Nakon 48 sati od
transfekcije racuna se postotak stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje
sadrze proteinske agregate. Graficki prikaz srednjih vrijednosti £+ s.e.m. *** P<(.001, n=6.
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4.8 Vezanje proteina optineurina i LC3 ovisno je o fosforilaciji serina

neposredno prije domene LIR pomocu kinaze TBK1

Od prije je poznato da se kinaza TBK1 veZe na protein optineurin fosforiliraju¢i ga
(113). Analizom aminokiselinskog slijeda proteina optineurina pomoc¢u programa ClustalW,
pokazana je prisutnost pet serina u neposrednoj blizini domene LIR (slika 27a) konzerviranih
u svim vrstama. Pojac¢ana ekspresija kinaze myc-TBK1 uzrokuje pomak proteina optineurina
u SDS poliakrilamidnom gelu S§to bi odgovaralo fosforilaciji proteina (slika 27b). Dodajuci
lambda fosfatazu (A-PPase) u stani¢ni lizat gubi se taj pomak proteina optineurina u gelu $to
potvrduje da pomak u gelu uzrokuje fosforilacija proteina. To smo dodatno potvrdili
protutijelom anti-pSer177 optineurin koje specifi¢no prepoznaje fosforilirani serin na poziciji
177. Kako bi potvrdili da se radi o fosforilaciji serina neposredno prije domene LIR na
proteinu optineurinu pomocu kinaze TBK1 koristili smo metodu in vitro fosforilacije.
Mutirali smo 5 serina na pozicijama S170, S171, S173, S174 1 S178 neposredno prije domene
LIR (5S—A) i zamijenili ih s alaninom ¢ime se onemogucuje fosforilacija na tim pozicijama.
Inkubirali smo proteine GST-OPTN 1 GST-OPTN 5S—A vezane na glutationske sefarozne
kuglice s rekombinantnom kinazom TBKI te ih potom razdvojili u gelu i obojali bojom
Coomassie (slika 27c). Kinaza TBK1 fosforilira divlji tip proteina optineurina Sto je
vizualizirano pomakom u gelu za razliku od mutanta GST-OPTN 5S—A kod kojeg nije doslo
do pomaka u gelu. Ovim eksperimentom dokazali smo kako kinaza TBK1 fosforilira protein
optineurin na serinima neposredno prije domene LIR. Pomocéu metode GST pull down
provjerili smo da li fosforilacija utjeCe na vezanje proteina optineurina i autofagosomalnog
proteina LC3 (slika 27d). Divlji tip proteina HA-OPTN, mutirani protein HA-OPTN 5S—A
koji onemogucuje fosforilaciju te mutirane proteine HA-OPTN 5S—E i HA-OPTN 5S—D
koji imitiraju fosforilaciju inkubirali smo s proteinom GST-LC3B vezanim na glutationske
sefarozne kuglice. Imunodetekcija s protutijelom anti-OPTN pokazala je pojatano vezanje
mutanata HA-OPTN 5S—E i HA-OPTN 5S—D i proteina GST-LC3. Ovime smo dokazali da
je interakcija izmedu proteina optineurina i LC3 regulirana fosforilacijom serina koji se

nalaze neposredno prije domene LIR.
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Slika 27. Fosforilacija serina neposredno prije domene LIR pomo¢u kinaze TBK1.

a) Shematski prikaz proteina optineurina i kinaze TBK1 s pripadaju¢im domenama. Detaljan prikaz
sekvence s konzerviranim serinima neposredno prije domene LIR i usporedba izmedu vrsta. CC —
domena zavojite uzvojnice (engl. coiled coil domain), LIR — LC3 vezuju¢a domena (engl. LC3-
Interacting Region), UBAN — ubikvitin vezuju¢a domena u proteinima ABIN i NEMO (engl.
Ubiquitin binding in ABIN and NEMO), ZnF — domena cinkova prsta (engl. Zinc finger domain), ULD
— ubikvitinu sli¢na domena (engl. Ubiquitin like domain), KD — kataliticka domena (engl. Kinase
domain). * — iste aminokiseline, : — konzervirana zamjena, . — djelomi¢no konzervirana zamjena. b)
Imunoprecipitacija stani¢nih lizata s pojacano eksprimiranim proteinima HA-OPTN i myc-TBK1
pomocu protutijela anti-HA od ¢ega je jedan uzorak poslije tretiran s fosfatazom. Kao negativna
kontrola koriSten je stanicni lizat s pojacanom ekspresijom proteina HA-OPTN bez pojacane
ekspresije kinaze TBK 1. Imunodetekcija imunoprecipitacije (IP: a-HA) i tretmana te stani¢nog lizata
(stani¢ni lizat) pomocéu protutijela anti-optineurin, anti-pSerl177 optineurin i anti-myc. ¢) Analiza
proteina GST-OPTN i GST-OPTN 5S—A nakon inkubacije s rekombinantnom kinazom TBK1 u SDS
poliakrilamidnom gelu obojanim bojom Coomassie. d) Analiza interakcije divljeg tipa proteina HA-
OPTN i mutiranih proteina HA-OPTN 5S—A, 5S—D i 5S—E i proteina GST-LC3 pomoc¢u metode
GST pull down. Gornji dio slike prikazuje imunodetekciju pomocu protutijela anti-HA, dok donji dio
slike prikazuje bojanje membrane bojom PonceausS.
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4.9 TBKI1 u proteinskim agregatima fosforilira optineurin

Kako smo dokazali da je protein optineurin autofagosomalni receptor za autofagiju
proteinskih nakupina i da je interakcija optineurina i autofagosomalnog proteina LC3
regulirana fosforilacijom pomocu kinaze TBK1, htjeli smo provjeriti da li se kinaza TBK1
takoder nalazi u proteinskim agregatima i da li je protein optineurin lokaliziran u proteinskim
nakupinama fosforiliran. U stanicama HeLa eksprimirali smo myc-TBK1 i pomocu
imunofluorescencijske mikroskopije pokazali lokalizaciju na proteinskim nakupinama
mutiranih proteina GFP-SOD1 G93C i1 GFP-htt ex]1 Q103 (slika 28a). Stanice su fiksirane i
inkubirane primarnim protutijelom anti-myc te sekundarnim protutijelom konjugiranim
fluorokromom anti-mi§ji Cy3. Imunofluoresencijskom mikroskopijom pomocu protutijela
anti-pSer177 optineurin dokazali smo da je protein optineurin fosforiliran na proteinskim
nakupinama. Kako bi potvrdili da kinaza TBK1 fosforilira protein optineurin, utiSali smo
ekspresiju kinaze TBKI1 te dokazali da protein optineurin lokaliziran na proteinskim
nakupinama u tim stanicama nije fosforiliran (slika 28b). Stanice su fiksirane i1 inkubirane

primarnim protutijelima anti- pSerl77 optineurin i anti-optineurin te sekundarnim
protutijelom konjugiranim fluorokromom anti-zecji Cy3.

b) p-OPTN (S177) SOD1 G93C
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Slika 28. Lokalizacija kinaze TBK1 i fosforiliranog proteina optineurina na proteinskim
nakupinama.

a) Imunofluorescencijska detekcija lokalizacije kinaze myc-TBK1 (prvi stupac, zeleno) s mutiranim
proteinima GFP-SOD1 G93C i GFP-htt ex1 Q103 (drugi stupac, sivo). Fiksirane stanice su inkubirane
s protutijelom anti-myc (prvi stupac, zeleno). Kolokalizacija proteina GFP-SOD1 G93C i GFP-htt ex1
Q103 1 kinaze myc-TBK1 prikazana je u treéem stupcu. b) Imunofluorescencijska detekcija
lokalizacije fosforiliranog proteina optineurina (prvi stupac, zeleno) s mutiranim proteinom GFP-
SOD1 G93C (drugi stupac, sivo) u kontrolnim stanicama (prvi red) i stanicama s utiSanom
ekspresijom kinaze TBK1 (drugi red). Fiksirane stanice su inkubirane s protutijelom anti-pSerl177
optineurin (prvi stupac, prvi i drugi red, zeleno). Kolokalizacija proteina GFP-SOD1 G93C i
fosforiliranog proteina optineurina prikazana je u treCem stupcu. Kao kontrola prisutnosti proteina
optineurina na proteinskim nakupinama stanice s utiSanom ekspresijom kinaze TBK1 inkubirane su s
anti-optineurin (prvi stupac, treéi red, zeleno). Crta mjerila — 5 um.

ctrl SIRNA
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4.10 TBK1 utjece na koli¢inu proteinskih nakupina u stanicama

Osim $to smo pokazali da je kinaza TBK1 prisutna na proteinskim nakupinama i da
fosforilira protein optineurin, htjeli smo provjeriti da li ona sama utjeCe na stvaranje i
uklanjanje proteinskih nakupina. Nakon utiSavanja ekspresije kinaze TBK1 pomocu siRNA u
kontrolnim stanicama (ctrl shRNA), udvostrucio se broj stanica s proteinskim nakupinama
mutiranog proteina GFP-SOD1 G93C dok nakon utiSavanja ekspresije kinaze TBKI1 u
stanicama s utiSanom ekspresijom proteina optineurina (shOPTN) nije doSlo do dodatnog
povecanja proteinskih nakupina (slika 29a). Na temelju ovih rezultata moZzemo zakljuciti da
kinaza TBK1 utjece na stvaranje i uklanjanje proteinskih nakupina istim mehanizmom kao i
protein optineurin. Analizom stani¢nih lizata imunodetekcijom provjerili smo uspjesnost
utiSavanja i ekspresije proteina u eksperimentu (slika 29b). Imunodetekcija proteina LC3
pokazala je gubitak proteina LC3-II u stanicama s utiSanom ekspresijom kinaze TBKI Sto
indicira da je kinaza TBK1 vazna u regulaciji procesa autofagije. Prilikom pojacane ekspresije
kinaze TBK1 dolazi do smanjenja broja stanica s proteinskim nakupinama kao i kod tretmana
kemikalijom rapamicin koja aktivira proces autofagije. Kako bi potvrdili da je za taj efekt
odgovorna kataliticka aktivnost kinaze TBK1, eksprimirali smo u stanicama kinazu TBK1
kojoj je mutirana kataliticka aktivnost te u tim stanicama nije doslo do smanjenja broja stanica
s proteinskim nakupinama (slika 29¢). Takoder smo provjerili da li je aktivnost kinaze TBK1
ovisna o prisutnosti proteina optineurin. U stanicama s utiSanom ekspresijom proteina
optineurina, pojaana ekspresija kinaze TBK1 smanjuje broj stanica s proteinskim
nakupinama ali ne do te razine kao u kontrolnim stanicama (slika 29¢). Time smo pokazali da
kinaza TBK1 sudjeluje u regulaciji autofagije proteinskih nakupina fosforiliraju¢i protein

optineurin ali i druge proteine koji sudjeluju u tom procesu.
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Slika 29. Utisavanje kinaze TBK1 u stanicama uzrokuje poveano stvaranje proteinskih
nakupina, dok pojacana ekspresija kinaze TBK1 uzrokuje smanjeno stvaranje proteinskih
nakupina.

a) Kvantifikacija stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze
proteinske agregate. Stabilne stani¢ne linije HeLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina
(shOPTN) i kontrolne stanice (ctrl shRNA) transfcirane su plazmidom za ekspresiju mutiranog
proteina GFP-SOD1 G93C. U stanicama je prolazno utiSana ekspresija kinaze TBK1 transfekcijom
molekule siRNA (siTBK1), a u kontroli su stanice transfecirane molekulom kontrolne siRNA (ctrl
siRNA). Nakon 72 sata od transfekcije siRNA i 48 sati nakon transfekcije plazmida racuna se postotak
stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze proteinske agregate.
Graficki prikaz srednjih vrijednosti = s.e.m. *** P<0.001, n=6. b) Imunoanaliza stani¢nih lizata.
Stabilne stani¢ne linije HeLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina (shOPTN) i kontrolne
stanice (ctrl shRNA) s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C lizirane su u puferu
RIPA. Imunodetekcija pomocu protutijela anti-GFP za kontrolu ekspresije proteina GFP-SOD1 G93C.
Uspjesnost utiSavanja ekspresije proteina optineurina i kinaze TBK1 provjerena je protutijelima anti-
OPTN i anti-TBK1 dok je koli¢ina nanesenog uzorka provjerena protutijelom anti-vinculin. Pomoc¢u
protutijela anti-LC3 je provjeren status proteina LC3 (LC3I i LC3II). ¢) Kvantifikacija stanica s
eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze proteinske agregate. Stabilne
stani¢ne linije HeLa s utiSanom ekspresijom proteina optineurina (shOPTN) i kontrolne stanice (ctrl
shRNA) transfecirane su plazmidima za ekspresiju mutiranog proteina GFP-SOD1 G93C i ekspresiju
divljeg tipa ili mutirane kinaze TBK1 (myc-TBK1 wt i KM). Nakon 48 sati od transfekcije plazmida
racuna se postotak stanica s eksprimiranim mutiranim proteinom GFP-SOD1 G93C koje sadrze
proteinske agregate. Graficki prikaz srednjih vrijednosti + s.e.m. *** P<0.001, n=6.
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4.11 Fosforilirani optineurin i kinaza TBK1 veZu proteinske nakupine u miSjem

modelu ALS-a

Kako smo po prvi put pokazali da je kinaza TBK1 lokalizirana na proteinskim
nakupinama u stanicama HelLa te da fosforilira protein optineurin na proteinskim
nakupinama, htjeli smo to dodatno potvrditi proucavaju¢i proteinske nakupine u
transgenicnom misu s eksprimiranim SOD1 G93A. Analizirali smo lumbalni dio kraljeznice
misa starosti pet, sedam i deset mjeseci. Imunohistokemijom smo pokazali da su proteinske
nakupine pozitivne na mutirani SOD1 G93A 1 ubikvitin takoder pozitivne 1 na fosforilirani
protein optineurin (slika 30) i na kinazu TBKI1 (slika 31). Fiksirani lumabalni dio ledne
mozdine izrezan kriostatom je inkubiran primarnim protutijelima anti-Ub i anti- anti-pSer177
ili anti-TBK te sekundarnim protutijelima konjugiranim fluorokromima anti-misji Alexa488

1 anti-zecji Cy3 te je naknadno inkubiran s anti-SOD1 konugiranim s fluorokromom CyS5.

SOD1 G93A Ub p-OPTN (S177) Transgenic¢na linija miseva
g s ekspresijom SOD1 G93A
s ot 7 - 1 g Bez znakova bolesti
SOD1 G93A Ub . ! e i % ¥
- A ) B8 Pocetni stadij bolesti
SOD1 G93A Ub T T Ay
- > - e ,g..‘ B . o4 .. .'. 4
o" b » o Terminalna faza bolesti

Slika 30. Kolokalizacija fosforiliranog proteina optineurina i proteinskih nakupina u lumbalnom
dijelu kraljeZnice transgeni¢nog misa s ekspresijom SOD1 G93A.

Imunohistokemija lumbalnog dijela kraljeznice transgeni¢nog misa s ekspresijom SOD1 G93A starosti
5 mjeseci (bez znakova bolesti, prvi red), 7 mjeseci (pocetni stadij bolesti, drugi red) i 10 mjeseci
(terminalna faza bolesti, tre¢i red). Imunodetekcija pomocu protutijela anti-SOD1 (plavo, prvi stupac),
anti-Ub (crveno, drugi stupac) i anti-pSer177 (zeleno, tre¢i stupac). Kolokalizacija SOD1-pozitivnih
proteinskih nakupina, ubikvitina i fosforiliranog proteina optineurina prikazana je u ¢etvrtom stupcu.
Zadnji stupac predstavlja uvecane slike proteinskih nakupina. Crta mjerila — 20 pm (prva Cetiri
stupca), 5 um (zadnji stupac).
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SOD1 G93A

Terminalna faza bolesti

Slika 31. Kolokalizacija kinaze TBK1 i proteinskih nakupina u lumbalnom dijelu kraljeZnice
transgeni¢nog misa s ekspresijom SOD1 G93A.

Imunohistokemija lumbalnog dijela kraljeznice transgeni¢nog misa s ekspresijom SOD1 G93A starosti
5 mjeseci (bez znakova bolesti, prvi red), 7 mjeseci (pocetni stadij bolesti, drugi red) i 10 mjeseci
(terminalna faza bolesti, tre¢i red). Imunodetekcija pomocu protutijela anti-SOD1 (plavo, prvi stupac),
anti-Ub (crveno, drugi stupac) i anti-TBK1 (zeleno, treci stupac). Kolokalizacija SOD1-pozitivnih
proteinskih nakupina, ubikvitina i kinaze TBK1 prikazana je u ¢etvrtom stupcu. Zadnji stupac
predstavlja uvecane slike proteinskih nakupina. Crta mjerila — 20 um (prva Cetiri stupca), 5 um (zadnji
stupac).
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4.12 UtiSavanje optineurina u zebrici uzrokuje simptome ALS

U pacijenata koji boluju od amiotroficne lateralne skleroze pronadene su mutacije u
genu za optineurin. Koriste¢i modelni organizam ribu zebricu (dobar model za ALS) htjeli
smo provjeriti hoce li utiSavanje ekspresije proteina optineurina uzrokovati fenotip ALS-a.
Iniciranjem morfolino oligonukleotida specificnim za gen optineurin u embrij ribice postigli
smo kratkotrajno utiSavanje ekspresije proteina optineurina. U svim eksperimentima koristili
smo dva razli¢ita morfolino oligonukleotida kako bi se isklju¢ilo nespecifi¢no toksi¢no
djelovanje samog morfolino oligonukleotida. Jedan morfolino oligonukleotid veZe se na
pocetak mRNA 1 blokira translaciju proteina (ATG-AMO), a drugi se veze na kraj drugog
egzona 1 pocCetak drugog introna te tako sprjeava pravilno prekrajanje pre-mRNA. Embrij
ribice s eksprimiranim mutiranim proteinom SODI1 (Flag-SOD1 G93A) izrazava fenotip
ALS-a koji se ocitava u zakrivljenom repu ribice i nemoguc¢nos¢u odgovora plivanjem na
dodir repa embrija 48 sati nakon fertilizacije (slika 32a). Ekspresija mutiranog proteina SOD1
izaziva se iniciranjem mRNA u Zumancanu vrec¢icu embrija. UtiSavanjem ekspresije proteina
optineurina razvija se embrij s fenotipom slicnim fenotipu ALS-a (slika 32a, desno).
UspjesSnost utiSavanja ekspresije proteina optineurina provjerili smo analizom lizata embrija

pomocu imunodetekcije koristeéi protutijela anti-OPTN i anti-actin (slika 32b).
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Slika 32. UtiSavanje ekspresije proteina optineurina u ribi zebrici dovodi do razveja ALS
fenotipa.

a) Prikaz normalnog netretiranog embrija ribe zebrice (gore lijevo) i embrija s injektiranim kontrolnim
morfolino oligonukleotidom (kontrolni AMO, sredina lijevo). Nakon 48 sati od injektiranja morfolina
oligonukleotida specificnim za gen OPTN (OPTN ATG-AMO i OPTN splice-AMO), embrio s
utiSanom ekspresijom optineurina je razvio fenotip (desno, OPTN ATG-AMO, strelica — zakrivljen
rep) sliCan embriju s pojacanom ekspresijom mutiranog proteina Flag-SOD1 G93A (dolje lijevo). b)
Analiza lizata embrija ribe zebrice liziranih u puferu RIPA pomocu imunodetekcije. UspjeSnost
utiSavanja ekspresije proteina optineurina provjerena je protutijelom anti-OPTN dok je koli¢ina
nanesenog uzorka provjerena protutijelom anti-actin. Crta mjerila — 300 um.
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Jedna od karakteristika fenotipa embrija s eksprimiranim mutiranim proteinom SODI1
je skradivanje aksona motornih neurona kao 1 njithovo abnormalno grananje. Motorne neurone
embrija s utiSanom ekspresijom proteina optineurina vizualizirali smo koriste¢i protutijelo
anti-SV2. Analiza motornih neurona pokazala je skra¢ene aksone neurona te veci broj embrija
s aksonima koji se abnormalno granaju (slika 33a i b). Izgled tih neurona prikazan je na slici
33c. Embriji su fiksirani i1 inkubirani primarnim protutijelom anti-SV2 te sekundarnim

protutijelom konjugiranim fluorokromom anti-misji Cy3.

a . ns b
) 120 — ek ) 100+
o
£ 1104 — -
25 = E¥ 804
© ~~ 100 (=
¥ 5 90 . _ EQ 60
o 2 8%
£ 80+ © £
S £ » Q404
85 704 25
S <
g 604 E g 204
50 T T -1 —

T T T T
Netretirani  Kontrolni OPTN OPTN
AMO ATG-AMO splice-AMO

T T
Netretirani  Kontrolni OPTN OPTN

n=40 AMO  ATG-AMO splice-AMO
n=44 n=43 n=41

Slika 33. UtiSavanje ekspresije proteina optineurina u ribi zebrici dovodi do skracenja duljine i
abnormalnog grananja aksona motornih neurona

a) Kvantifikacija duljine aksona motornih neurona u netretiranim embrijima te embrijima tretiranim s
kontrolnim AMO 1 AMO specifi¢nim za gen optineurin (OPTN ATG-AMO i splice-AMO). Duljina
aksona motornih neurona predstavlja prosjek duljina prvih 10 aksona nakon Zumancane vrecice u
jednom embriju. Graficki prikaz srednjih vrijednosti + s.e.m. *** P<0.001, ns — nije statisticki
znacajno, n = prikazan ispod svake skupine embrija. b) Kvantifikacija embrija s abnormalnim
grananjem aksona prikazan kao postotak embrija koji imaju abnormalno grananje dva ili vise aksona.
¢) Reprezentativan prikaz aksona motornih neurona u embrijima tretiranim s kontrolnim AMO i AMO
specificnim za gen optineurin (OPTN ATG-AMO i splice-AMO). Embriji su fiksirani i inkubirani s
protutijelom anti-SV2. Strelice pokazuju abnormalno grananje aksona. Crta mjerila — 50 pm.
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4.13 UtiSavanje optineurina u zebrici pogorSava simptome ALS-a uzrokovane

mutiranim proteinom SOD1 G93A

Osim §to samo utiSavanje ekspresije proteina optineurina uzrokuje fenotip ALS-a u
embrijima ribe zebrice, htjeli smo provjeriti utjeCe 1i utiSavanje ekspresije proteina
optineurina na embrije s ve¢ izrazenim fenotipom ALS-a uzrokovanim ekspresijom mutiranog
proteina Flag-SOD1 G93A. Analiza motornih neurona pokazala je da utiSavanje ekspresije
proteina optineurina u embrijima s eksprimiranim mutiranim proteinom SODI uzrokuje
dodatno skrac¢enje motornih neurona i jos veci broj embrija s abnormalnim grananjem aksona
(slika 34a i1 b). Uspjesnost utiSavanja ekspresije proteina optineurina i ekspresije mutiranog
proteina Flag-SOD1 G93A provjerili smo analizom lizata embrija pomoc¢u imunodetekcije

koriste¢i protutijela anti-OPTN, anti-Flag i anti-actin (slika 34c).
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Slika 34. UtiSavanje ekspresije proteina optineurina u ribi zebrici s eksprimiranim mutiranim
Flag-SOD1 G93A dovodi do dodatnog skradenja duljine i abnormalnog grananja aksona
motornih neurona.

a) Kvantifikacija duljine aksona motornih neurona u embrijima s eksprimiranim mutiranim proteinom
Flag-SOD1 G93A i tretiranim s kontrolnim AMO i AMO specifi¢nim za gen optineurin (OPTN ATG-
AMO i splice-AMO). Duljina aksona motornih neurona predstavlja prosjek duljina prvih 10 aksona
nakon zumancane vre¢ice u jednom embriju. Graficki prikaz srednjih vrijednosti £ s.e.m. ***
P<0.001, n = prikazan ispod svake skupine embrija. b) Kvantifikacija embrija s abnormalnim
grananjem aksona prikazan kao postotak embrija koji imaju abnormalno grananje dva ili vise aksona.
¢) Analiza lizata embrija ribe zebrice liziranih u puferu RIPA pomoc¢u imunodetekcije. Uspjesnost
utiSavanja ekspresije proteina optineurina provjerena je protutijelom anti-OPTN, a uspjesnost
ekspresije proteina Flag-SODI1 i Flag-SOD1 G93A protutijelom anti-Flag dok je koli¢ina nanesenog
uzorka provjerena protutijelom anti-actin. Strelica pokazuje imunodetekciju proteina optineurina.
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5 RASPRAVA

U ovom istrazivanju proucavali smo ulogu proteina optineurina u autofagiji
proteinskih nakupina u neurodegenerativnim bolestima. Koriste¢i staniéni model za
proteinske nakupine u Huntingtonovoj bolesti i ALS-u (stanice HeLa s privremeno ili stabilno
izrazenim mutiranim proteinima GFP-SOD1 G93C i GFP-htt ex1 Q103) pokazali smo
lokalizaciju proteina optineurina na proteinskim nakupinama. Biokemijskim metodama,
imunofluorescencijskom mikroskopijom 1 metodom kvantifikacije stanica s izraZzenim
proteinskim nakupinama detaljno smo analizirani mehanizam kojim protein optineurin
sudjeluje u autofagiji proteinskih nakupina. Pokazali smo da je optineurin autofagosomalni
receptor koji se svojim C-terminalnim dijelom posredno veze za proteinske nakupine, dok
preko svoje LIR domene stupa u direktnu interakciju s autofagosomalnim proteinom LC3 i
tako dovlaci autofagosomalnu membranu do proteinskih nakupina. Nadalje, utvrdili smo kako
protein optineurin sudjeluje u autofagiji proteinskih nakupina te da je taj proces reguliran
fosforilacijom proteina optineurina posredovanom kinazom TBKI1. Takoder smo pokazali
lokalizaciju kinaze TBK1 i fosforiliranog proteina optineurina u proteinskim inkluzijama u
motornim neuronima lumbalnog dijela ledne moZdine transgeni¢ne linije miSa C57/B6 s
eksprimiranim humanim mutiranim proteinom SOD1 G93A. Na kraju, utiSavanjem ekspresije
proteina optineurina embrijima ribe zebrice dokazali smo da dolazi do razvoja fenotipa

amiotrofi¢ne lateralne skleroze.

Proces autofagije smatrao se nespecificnim procesom do prije nekoliko godina kad su
Pankiv i1 suradnici pokazali da je protein p62 odgovoran za prepoznavanje i selektivnu
autofagiju ubikvitiranih proteinskih nakupina stupaju¢i u interakciju s proteinom LC3 na
autofagosomalnoj membrani (66). To je navelo istrazivace da ispitaju postoje li 1 drugi takvi
receptori slicni receptoru p62 koji mogu selektivno oznacavati materijal za razgradnju. U
nasem smo laboratoriju koriste¢i metodu kvascevog sustava dvaju hibrida pokusali otkriti
nove interakcijske partnere autofagosomalnog proteina LC3B. Jedan od pronadenih novih
interaktora bio je protein NBRI koji zajedno s proteinom p62 sudjeluje u autofagiji
proteinskih nakupina (65). Jo$§ jedan novi interaktor otkriven ovom metodom u nasem
laboratoriju, protein Nix, identificiran je kao receptor odgovoran za selektivnu autofagiju
mitohondrija (69). Oba proteina posjeduju dvije domene LIR preko kojih vezu
autofagosomalni protein LC3. Utvrdilo se da obje LIR domene veZu protein LC3, ali da je
samo jedna glavna interakcijska domena (LIR1 u proteinu NBR1 i LIR2 u proteinu Nix), dok

druga ima manju ili nikakvu ulogu u vezanju.
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Na listi potencijalnih novih interaktora nasao se i protein optineurin. Interakciju
izmedu proteina optineurina i LC3 dodatno smo potvrdili metodom GST pull down, te
purificiranim proteinima pokazali da je interakcija ovih dvaju proteina direktna (slika 12).
Analizom njegove sekvence i usporedbom s drugim poznatim autofagosomalnih receptorima,
uocena je potencijalna domena LIR. Detaljnom analizom domene LIR, proteinom mutiranim
u toj domeni, potvrdili smo da se protein optineurin veze preko svoje domene LIR,
aminokiselinskog slijeda FVEI, na autofagosomalni protein LC3 (slika 13).
Imunofluorescencijskom  mikroskopijom lokalizirali smo protein optineurin na
autofagosomalnim vezikulama S$to je dodatno potvrdilo interakciju proteina optineurina s
autofagosomalnim proteinom LC3 (slika 14). Posjedujuci ubikvitinsku vezujuéu domenu i

domenu LIR, protein optineurin pokazuje karakteristike autofagosomalnog receptora (77).

Nedavna istrazivanja pokazala su da je protein optineurin lokaliziran u proteinskim
nakupinama u mnogim neurodegenerativnim bolestima kao $§to su amiotroficna lateralna
skleroza (124, 135), Huntingtonova bolesti (137), Alzheimerova, Parkinsonova, Creutzfeld-
Jacobsova, Pickova bolesti (134), te joS tri razli¢ite poliglutaminske bolesti (DRPLA, SCA2,
SCA3) (136). Takoder su nadene mutacije u genu optineurin kod pacijenata s ALS-om (124,
128, 130, 131, 133, 147). Osim S§to je opisana njegova prisutnost u proteinskim agregatima 1
mutacije u genu kod ALS pacijenata, niSta nije bilo poznato o njegovoj funkciji u

neurodegenerativnim bolestima.

Imaju¢i na umu da smo protein optineurin okarakterizirali kao autofagosomalni
receptor, te da je lokaliziran u proteinskim nakupinama, postavili smo slijede¢u hipotezu:
sudjeluje 1i protein optineurin u procesu autofagije kao autofagosomalni receptor za
uklanjanje proteinskih nakupina? To smo i ovim istrazivanjem dokazali te smo pruzili uvid u

regulaciju tog procesa (76).

Prvo smo potvrdili prisutnost proteina optineurina na proteinskim nakupinama
mutiranih proteina SOD1 i huntingtina u stanicama HeLa (slika 15). Protein optineurin
pokazao je isti tip lokalizacije, stvaraju¢i krug oko proteinskih agregata, kao i proteini

ubikvitin, p62 1 LC3, za koje je to ve¢ od prije poznato (67).

Dalje smo htjeli potvrditi tu interakciju biokemijskim metodama. Analizirajuci
topljivu 1 netopljivu frakciju stani¢nih lizata, pokazali smo da se ve¢i dio proteina optineurin
nalazi u netopljivoj frakciji u kojoj se nalaze netopljivi proteinski agregati kad je u stanicama
eksprimiran mutirani protein SOD1 koji stvara proteinske agregate, Sto potvrduje njegovu
lokaliziranost s proteinskim agregatima. Nadalje, metoda imunoprecipitacije pokazala je kako
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protein optineurin stupa u interakciju ve¢ s oligomernim formama mutiranog proteina SODI,
ali ne 1 divljim tipom proteina (slika 16). Takoder smo analizirali da li se protein optineurin
direktno veze za mutirani protein SODI1. Kako je protein optineurin lokaliziran na
proteinskim nakupinama u raznim neurodegenerativnim bolestima, jedna od pretpostavki je
bila da se protein optineurin veZe na paralelne B-nabrane ploce, zajedniCku karakteristiku
nekih proteinskih nakupina. Metodom GST pull down 1 kapljicnom metodom koristeci
purificirane proteine nismo uspjeli dokazati da se protein optineurin direktno veze za
monomerne, oligomerne forme ili proteinske agregate (slika 17). Ovi rezultati dovode do

zakljucka da se radi o posrednoj interakciji proteina optineurina i proteinskih nakupina.

Imunofluorescencijskom mikroskopijom raznih fragmenata pokazali smo da je
fragment optineurina koji obuhvaca aminokiseline 454 do 520 odgovoran za interakciju s
proteinskim nakupinama (slika 18). Kako je to dio proteina, nazvan domena UBAN, s kojim
protein optineurin veze ubikvitinske lance, kao glavni kandidat u posredovanju nametnuo se
ubikvitin. U prilog tome govori i Cinjenica da ubikvitin sudjeluje u interakciji drugih
autofagosomalnih receptora i proteinskih nakupina (83). Takoder, dokazali smo da je protein
optineurin autofagosmalni receptor za unutarstani¢ne bakterije Salmonella enterica 1 da je ta
interakcija posredovana ubikvitinskim lancima koje protein optineurin veze svojom domenom
UBAN (77). Povrh svega, pokazali smo da je interakcija s puromicinom induciranim
proteinskim nakupinama pozitivnim na p62 i ubikvitin ovisna o domeni UBAN s kojom
protein veze poliubikvitinske lance. Medutim, interakcija s proteinskim nakupinama
mutiranih proteina SODI 1 htt nije posredovana ubikvitinskim lancima. Protein s mutacijom u
domeni UBAN lokaliziran je na proteinskim nakupinama kao i divlji tip proteina (slika 19),
ali gubi sposobnost vezanja za ubikvitinske lance (slika 19), puromicinom inducirane
proteinske nakupine (slika 20) 1 bakteriju Sa/monella enterica (77). Uz imunofluorescencijsku
mikroskopiju, to smo potvrdili 1 imunoprecipitacijom (nije prikazano). Ovim smo dokazali
kako ubikvitinski lanci nisu signal kojim protein optineurin prepoznaje proteinske nakupine i
dovlaci ih do autofagosoma. Ovo nije prvi takav slucaj. Ve¢ se otprije zna kako ubikvitin nije
univerzalni signal za prepoznavanje proteinskih nakupina. Dokazano je da protein p62 veze
proteinske nakupine mutiranog SOD1 (148) i neubikvitirane proteinske nakupine mutiranog
proteina STATSA AEI18 (149) neovisno o ubikvitinu. Povrh toga, Saperon BAG3, takoder
neovisno o ubikvitinu, sudjeluje u selektivnoj autofagiji agregata mutiranog SOD1 (150).
Nadalje, sve proteinske nakupine u pacijentima s ALS-om nisu ubikvitinirane (134, 151).

Ovim istrazivanjem nismo uspjeli identificirati protein koji posreduje u toj interakciji te su
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potrebna daljnja istrazivanja da bi se dobio odgovor koji je protein medijator koji pomaze
proteinu optineurinu prepoznavanje proteinskih nakupina i koje to¢no aminokiseline u regiji

koja obuhvaca aminokiseline 454 do 520 su odgovorne za tu interakciju.

Daljnji fokus ovog istrazivanja bilo je pokazati kojim mehanizmom protein optineurin
sudjeluje u autofagiji proteinskih nakupina. Prvo smo htjeli ispitati kako ¢e utiSavanje i
prekomjerna ekspresija proteina optineurina utjecati na stvaranje i eliminaciju proteinskih
nakupina. Ova istrazivanja napravili smo koriste¢i kulturu stanica s eksprimiranim mutiranim
proteinima SOD1 i huntingtin. Kvantifikacija stanica s proteinskim nakupinama pokazala se
kao dobar metoda pracdenja dinamike stvaranja i uklanjanja proteinskih nakupina.
Imunofluorescencijskom mikroskopijom brojane su stanice s eksprimiranim mutiranim
proteinom koje tvore proteinske nakupine. Postotak stanica s proteinskim nakupinama se
mijenja bilo utjecanjem na ekspresiju odredenog proteina ili na aktivnost odredenih stani¢nih
procesa. Tako se, inhibirajuci aktivnost proteasoma ili autofagije, dvostruko se povecava udio
stanica s proteinskim agregatima. Vrijedi i obrnuto, povecavajuc¢i njihovu aktivnost udio
stanica smanjuje se za polovinu. Ukoliko se inhibiraju oba procesa udio stanica s proteinskim
nakupinama jo§ se dodatno povecava buduci da svaki od tih procesa pridonosi na svoj nacin
nakupljanju 1 uklanjanju proteinskih nakupina. Dokazali smo da utiSana ekspresija proteina
optineurina povecava udio stanica s proteinskim nakupinama (slika 21 i 22), a pojacana
ekspresija s druge strane ne utjeCe na broj stanica s proteinskim nakupinama (slika 23).
Kombiniraju¢i utiSavanje ekspresije proteina optineurina 1 aktivirajuéi ili inhibirajuéi
aktivnost autofagije i proteasoma, dokazali smo da protein optineurin modulira razgradnju
proteinskih nakupina mutiranih proteina SOD1 1 huntingtin putem autofagije (slika 24 1 25).
Kao dodatnu potvrdu u stanicama s utiSanom ekspresijom proteina optineurina pojacano je
eksprimiran divlji tip proteina i mutant u LIR domeni. Dok je pojacana ekspresija divljeg tipa
optineurina kompenzirala efekt utiSavanja ekspresije proteina, pojaana ekspresija mutiranog
proteina nije (slika 26). Nemoguénost vezanja proteina optineurina na autofagosomalni
protein LC3, onemogudilo je dovodenje autofagosomalne membrane na proteinske nakupine,

a time 1 njihovu razgradnju putem autofagije.

Detaljna analiza aminokiselinskog slijeda pokazala je da se neposredno prije domene
LIR nalaze pet serina s konsenzus sekvencom kinaze TBK1 SxxxpS i da je to konzervirano
unutar vrsta (slika 27). Takoder, kinaza TBK1 poznati je interakcijski partner proteina
optineurin i veze se na njegov N-terminalni na prvih 127 aminokiselina §to je neposredno

prije domene LIR s pripadajuc¢im serinima (113). Biokemijskim metodama, koriste¢i stani¢ne
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lizate 1 purificirane proteine, dokazali smo fosforilaciju proteina optineurin kinazom TBKI1.
Takoder smo dokazali da fosforilacija pet serina neposredno prije domene LIR utjeCe na
afinitet vezanja na autofagosomalni protein LC3 (slika 27). Po prvi put je pokazano da je
interakcija vezanja proteina optineurina na autofaogosomalni protein regulirana
posttranslacijskom modifikacijom fosforilacijom ¢ime se dokazuje jo$ jedna razina regulacije
selektivne autofagije. Pokazalo se je da je ta fosforilacija vazna za vezanje na
autofaogosmalni protein LC3 i dovodenje autofagosomalne membrane na unutarstani¢nu

bakteriju Salmonella enterica (77).

Imajuéi to sve na umu, provjerili smo da li je sama kinaza TBK1 lokalizirana na
proteinskim nakupinama i da li je protein optineurin koji je lokaliziran na proteinskim
nakupinama fosforiliran. Imunofluoresencijskom mikroskopijom pokazali smo po prvi put da
je kinaza TBK1 lokalizirana na proteinskim nakupinama te smo pokazali da fosforilira protein
optineurin na proteinskim nakupinama (slika 28). Kako je protein optineurin lokaliziran na
proteinskim nakupinama neovisno o fosforilaciji, pretpostavlja se da prvo protein regrutira na
proteinske nakupine, koji zatim prepoznaje i fosforilira kinaza TBK1. Tako fosforilirani
protein se veze na autofagosomalni protein LC3 ¢ime se dovlaci autofagosomalna membrana

na proteinske nakupine.

Utisavanje ili pojacana ekspresija kinaze TBK1 utje¢e na udio stanica s proteinskim
nakupinama jednako kao inhibicija i aktivacija autofagije (slika 29). Ovime smo jo§ dodatno
potvrdili da kinaza TBK1 fosforilacijom regulira autofagiju proteinskih nakupina. Zanimljivo
je da u stanicama s utiSanom ekspresijom proteina optineurin, pojaana ekspresija kinaze
TBK1 moze utjecati na smanjenje udjela stanica s proteinskim nakupinama (slika 29). Ova
¢injenica nam govori da kinaza TBK1 fosforilira i druge proteine koje sudjeluju u autofagiji
proteinskih nakupina. Potencijalni kandidati su drugi autofagosomalni receptori p62, ALFY 1

NBRI.

Analiza stani¢nih lizata s utiSanom ekspresijom kinaze TBK1 pokazala je smanjenu
konjugaciju proteina LC3 na autofagosomalnu membranu (smanjenje forme proteina LC3-1II).
Ovakav efekt dobije se utiSavanjem ekspresije proteina koji sudjeluju u inicijaciji i nukleaciji
fagofora, $to pokazuje da bi kinaza TBK1 fosforilacijom mogla regulirati i komplekse ULKI 1
PI3K (152). Nase istrazivanje je po prvi put povezalo kinazu TBKI s procesom autofagije te
su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se tocno utvrdilo kako to¢no kinaza TBK1 regulira

autofagiju.
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Nasa zapazanja na stanicama HeLa potvrdili smo na modelu ALS-a u miSu 1 ribici.
Imunohistokemijskom metodom dokazali smo da kinaza TBKI1 i fosforilirani protein
optineurin lokaliziraju s proteinskim inkluzijama mutiranog proteina SOD1 u motorickim
neuronima lumbalnog dijela ledne moZdine miSjeg modela za ALS (slika 30 1 31) (142).
Vecéina proteinskih inkluzija bila je pozitivna na fosforilirani optineurin, kinazu TBKI 1
protein ubikvitin ¢ak i u misa u ranoj fazi bolesti bez razvijenih simptoma u kojem skoro da i
nema proteinskih inkluzija. To se podudara s nasim biokemijskim rezultatima gdje je protein

optineurin u interakciji s monomernim ili oligomernim formama mutiranog proteina SOD1.

Takoder je zapaZena blaga nepodudarnost izmedu lokaliziranosti ubikvitina i
fosforiliranog optineurina na proteinskim nakupinama jer su neke proteinske nakupine bile
pozitivne samo na ubikvitin ili samo na fosforilirani protein To potvrduje nase rezultate u
kojima smo pokazali da je interakcija optineurina s proteinskim nakupinama neovisna o
ubikvitinu. Tako da se nije ocekivala apsolutna podudarnost. Istrazivanja na pacijentima s
ALS-om su takoder pokazala da proteinske inkluzije nisu u svim pacijentima pozitivne na
optineurin i ubikvitin (138). Kao mogu¢i uzrok tome moze biti nedostatak signala kojim
protein optineurin prepoznaje proteinske nakupine. Daljnja su istrazivanja potrebna kako bi se
otkrio signal koji bi mogao biti neki protein ili posttranslacijska modifikacija. Takoder je
potrebno potvrditi prisutnost kinaze TBKI1 i fosforiliranog proteina na pacijentima s

neurodegenerativnim bolestima.

Kao drugi modelni organizam koristili smo ribu zebricu. Kako je protein optineurin u
ribi zebrici pokazuje visoku homologiju s humanim proteinom (konzervirana domena LIR 1
C-terminalna domena) pokazao se kao dobar model za testirati utjecaj proteina optineurina na
razvoj ALS. Zadnjih godina riba zebrica se koristi se kao dobar model za proucavanje raznih
neurodegenerativnih bolesti, pa tako 1 ALS. UtiSavanje proteina optineurina u embriju ribe
zebrice dovelo je do razvoja istog fenotipa ALS-a (slika 32 1 33) kao 1 kad je u ribi zebrici
eksprimiran mutirani protein SODI1. Fenotip se o€ituje u zakrivljenju repa i slabog ili
nikakvog odgovora plivanjem nakon dodira repa, ali i promjene u samom izgledu motorickih
neurona, njihovo skrac¢ivanje i abnormalno grananje (143). Ovi rezultati podrzavaju geneticka

istraZivanja o prisutnosti mutacija u genu optineurinu u pacijentima s ALS-om.

Kako je utiSavanje ekspresije proteina optineurina u ribi zebrici s eksprimiranim
mutiranim proteinom SOD1 dovelo do jo§ izrazenijeg fenotipa (slika 34), sugerira da su
njihovi patoloski mehanizmi komplementarni. Kako je izrazenost fenotipa ovisna o koli¢ini

ekspresije mutiranog proteina SODI, utiSana ekspresija proteina optineurina moze uzrokovati
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dodatno nakupljanje proteinskih nakupina zbog nemoguénost njihovog otklanjanja

autofagijom.

U ovom istrazivanju dokazali smo kako je protein optineurin vazan za autofagiju
proteinskih nakupina, pa bi zbog mutacije u proteinu optineurinu moglo do¢i disfunkcije
autofagije, a time i nemoguénosti otklanjanja abnormalnih i1 oSte¢enih proteina sklonih
agregiranju putem autofagije. Takoder je dokazano da se razina autofagije smanjuje s
godinama §to dodatno pridonosi nakupljanju abnormalnih proteina u stanicama i time
pospjesuje razvoj neurodegenerativnih bolesti (93). To bi moglo objasniti uzrok razvoja
fenotipa ALS-a u pacijentima i ribi zebrici s mutacijom u proteinu optineurinu. Takoder,
prisutnost proteina optineurina na proteinskim nakupinama u pacijentima bez mutacije u genu
optineurinu mogu znaciti pokusaj proteina optineurina da eliminira proteinske nakupine

putem autofagije.

Zakljuéno, dokazali smo da protein optineurin regulira agregiranje proteina procesom
autofagije djeluju¢i kao autofagosomalni receptor koji se istovremeno veze na proteinske
nakupine svojom C-terminalnom domenom i na protein LC3 preko svoje domene LIR. Taj
proces reguliran je fosforilacijom posredovanom kinazom TBKI1 ali 1 drugih proteina
ukljuenih u proces autofagije. Ovi rezultati takoder podupiru zaStitnu ulogu proteina

optineurina i kinaze TBK1 u neurodegenerativnim bolestima.
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6 ZAKLJUCCI

Rezultati ovog istrazivanja doveli su do slijede¢ih zakljucaka:

e Protein optineurin je autofagosomalni receptor koji veze autofagosomalne proteine
LC3/GABARAP svojom domenom LIR.

¢ Protein optineurin veze proteinske nakupine C-terminalnim dijelom i ta interakcija je
posredna 1 neovisna o interakciji s ubikvitinom, za razliku od drugih autofagosomalnih
receptora.

e Protein optineurin sudjeluje u autofagiji proteinskih nakupina.

e Kinaza TBKI1 regulira proces autofagije fosforilacijom proteina optineurina ali i
drugih proteina ukljucenih u taj proces.

e Fosforilirani optineurin 1 kinaza TBK1 veZu proteinske nakupine u mi§jem modelu
ALS-a.

e UtiSavanjem gena optineurina u modelnom organizmu zebrici dovodi do razvoja

fenotipa ALS-a kao i pogorSanja fenotipa u ribici s razvijenim fenotipom ALS-a.
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7 SAZETAK

UVOD Jedno od glavnih obiljezja neurodegenerativnih bolesti je nakupljanje mutiranih 1
nepravilno smotanih proteina u proteinske agregate Sto za posljedicu ima oSteéenje i
propadanje neurona. Protein optineurin prisutan je na proteinskim nakupinama u raznim
neurodegenerativnim bolestima kao S§to su amiotroficna lateralna skleroza (ALS),
Huntingtonova, Alzheimerova, Parkinsonova, Creutzfeld-Jacobsova 1 Pickova bolest.
Takoder, u pacijentima s ALS-om pronadene su mutacije u genu optineurinu. Medutim, uloga

proteina optineurina u procesu stvaranja i uklanjanja proteinskih nakupina bila je nepoznata.

METODE Istrazivanje je provedeno na stani¢nim kulturama stanica HeLa i HEK293T,
laboratorijskim miSevima 1 ribi zebrici. Stanice HelLa s privremeno ili stabilno izraZzenim
malim fragmentom proteina huntingtin s poliglutaminskim nizom od 103 glutamina i
mutiranim proteinom superoksid dismutaza (SOD1) s mutacijom u glicinu 93 koriStene su kao
stani¢ni modeli za proteinske nakupine u Huntingtonovoj bolesti i ALS-u. Kao model misa za
ALS koriStena je transgeni¢na linija C57/B6 s ekspresijom humanog mutiranog proteina
SOD1 G93A, dok je model ribe zebrice za ALS napravljen privremenom ekspresijom

mutiranog proteina SOD1 mikroinjektiranjem mRNA u embrij ribe zebrice.

REZULTATI U ovom istrazivanju pokazali smo da je C-terminalna domena proteina
optineurina odgovorna za njegovu lokalizaciju na proteinskim nakupinama. Za razliku od
drugih autofagosomalnih receptora, interakcija proteina optineurina s proteinskim
nakupinama je posredna i neovisna o interakciji s poliubikvitinskim lancima. Protein
optineurin detaljno je istrazen i opisan kao autofagosomalni receptor koji svojom domenom
LIR veze autofagosomalni protein LC3. Protein kinaza TBK1 (engl. TANK! binding kinase 1)
takoder je vidljiva na proteinskim nakupinama i1 zajedno s proteinom optineurinom sudjeluje u
autofagiji proteinskih nakupina. Vezanje proteina optineurina i autofagosomalnog receptora
LC3 modulirano je fosforilacijom proteina optineurina na serinu 177 uz djelovanje kinaze
TBK1. Pristunost fosforiliranog optineurina i kinaze TBK1 na proteinskim nakupinama
potvrdena je u mi§jem modelu ALS-a. UtiSavanje ekspresije proteina optineurina uzrokovalo
je povecano stvaranje proteinskih nakupina u stanicama HeLa, dok je u modelnom organizmu

ribi zebrici dovelo do razvoja ALS fenotipa kao i pogorsanja fenotipa u ribici s ALS-om.

ZAKLJUCAK Ovim istrazivanjem dokazali smo da je protein optineurin autofagosomalni
receptor koji sudjeluje u procesu autofagije proteinskih nakupina reguliranim aktivnoscu

kinaze TBKI1.
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8 SUMMARY
The role of optineurin in autophagic clearance of protein aggregates in
neurodegenerative diseases

BACKGROUND Aggregation of misfolded proteins and the associated loss of neurons are
considered a hallmark of numerous neurodegenerative diseases. Optineurin is present in
protein inclusions observed in various neurodegenerative diseases including amyotrophic
lateral sclerosis (ALS), Huntington’s, Alzheimer’s, Parkinson’s, Creutzfeld-Jacob’s and
Pick’s disease. Optineurin deletion mutations have also been described in ALS patients.

However, the role of optineurin in mechanisms of protein aggregation remains unclear.

METHODS HelLa and HEK293T cell lines, transgenic mice and zebrafish were used as
models in this research. Stably or transiently transfected HeLa cells with short fragment of the
huntingtin protein carrying an extended polyglutamine (polyQ) mutation and superoxide
dismutase 1 (SOD1) protein with point mutation at position Gly-93 were used as cell models
of protein aggregation in Huntington’s disease and ALS, respectively. Transgenic line C57/B6
expressing human mutant SOD1 G93A was used as a mouse model. Zebrafish model of ALS
was generated by overexpression of mutant form of SODI1 by microinjecting mRNA in

zebrafish embryo.

RESULTS In this research, we demonstrate that optineurin recognizes various protein
aggregates via its C-terminal coiled-coil domain in a ubiquitin-independent manner. We also
show that optineurin depletion significantly increases protein aggregation in HeLa cells and
that morpholino-silencing of the optineurin ortholog in zebrafish causes the motor
axonopathy phenotype similar to a zebrafish model of ALS. A more severe phenotype is
observed when optineurin is depleted in zebrafish carrying ALS mutations. We
characterized optineurin as autophagy receptor for protein aggregates containing LIR
domain. Furthermore, TANKI1 binding kinase 1 (TBK1) is colocalized with optineurin on
protein aggregates and together with optineurin is important in clearance of protein aggregates
through the autophagy-lysosome pathway. TBK1 phosphorylates optineurin at serine 177
and regulates its ability to interact with autophagy modifiers. Colocalization of TBK1 and

phosphorylated optineurin with protein aggregates was confirmed in mouse model of ALS.

CONCLUTION This study provides evidence for a ubiquitin-independent function of
optineurin in autophagic clearance of protein aggregates as well as additional relevance for

TBKI as an upstream regulator of the autophagic pathway.
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Konferencije i tecajevi
Tecaj za osposobljavanje osoba koje rade s pokusnim Zivotinjama

16. — 24. studenog, 2012, Zagreb, Hrvatska

2nd EFCC-UEMS Congress

10. — 12. listopada, 2012, Dubrovnik, Hrvatska

EMBO Practical Course on Anatomy and Embryology of the Mouse

8. — 16. rujna, 2012, Split, Hrvatska

EMBO Practical Course SUMO and Ubiquitin 2012

1. — 8. rujna, 2012, Alghero, Sardinia, Italija

2nd EMBO Conference on Cellular Signaling & Molecular Medicine

21. - 26. svibnja, 2010, Dubrovnik, Hrvatska

Rubicon sponsored International workshop - Role of various type of ubiquitin chains in
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20. — 2.1 svibnja, 2010 — Pariz, Francuska
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EMBO Practical Course SUMO and Ubiquitin 2008

12. — 19. kolovoza, 2008, Split, Hrvatska
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EMBO Practical Course SUMO and Ubiquitin 2012 — instruktor

1. — 8. rujna, 2012, Alghero, Sardinia, Italija

EMBO Practical Course SUMO and Ubiquitin 2008 — lokalni organizator

12. — 19. rujna, 2008, Split, Hrvatska

MedILS Summer School 2008 — Hottest Topics in Protein Research — organizator

19. — 26. srpnja, 2008, Split, Hrvatska
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Clanstva u drustvima
2009 do danas  Hrvatsko drustvo za biokemiju i molekularnu biologiju (FEBS member)
2010 do danas  Hrvatsko drustvo za istrazivanje raka (EACR member)

Strani jezici

hrvatski (materinski jezik), engleski (aktivno u govoru 1 pismu), njemacki (pasivno u govoru i
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