Utjecaj proteotoksi¢nog stresa na agregaciju i
toksic¢nost tau proteina covjeka izrazenog u kvascu
Saccharomyces cerevisiae

Zubcié, Karla

Doctoral thesis / Disertacija
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, School of Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:105:562482

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2023-04-15

Repository / Repozitorij:

Dr Med - University of Zagreb School of Medicine
Digital Repository

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:105:562482
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.mef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/mef:5151
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mef:5151

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI| FAKULTET

Klara Zubc¢icé

Utjecaj proteotoksicnog stresa na
agregaciju i toksiénost tau proteina
covjeka izrazenog u kvascu
Saccharomyces cerevisiae

DISERTACIJA

Zagreb, 2022.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

Klara Zubc¢icé

Utjecaj proteotoksicnog stresa na
agregaciju i toksiénost tau proteina
covjeka izrazenog u kvascu
Saccharomyces cerevisiae

DISERTACIJA

Zagreb, 2022.



Disertacija je izradena na Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga Medicinskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, temeljem projekta Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ)
"Razvoj karijera mladih istraziva¢a - izobrazba novih doktora znanosti" (br. DOK-2018-
01-9299, voditeljica dr. sc. Mirta Boban), predlozenog u okviru projekta HRZZ-a
.Hiperfosforilacija, agregacija i transsinaptiCki prijenos tau proteina u Alzheimerovoj
bolesti: analiza likvora i ispitivanje potencijalnih neuroprotektivnih spojeva” IP-2014-09-
9730, na kojem je voditeljica rada dr. sc. Mirta Boban suradnica, a voditelj projekta prof.
dr. sc. Goran Simié.

Voditelji rada: dr. sc. Mirta Boban, znanstvena suradnica

prof. dr. sc. Goran Simi¢



Ovo istrazivanje financirano je sredstvima Hrvatske zaklade za znanost, projekti Hrvatske
zaklade za znanost:

1. ,Hiperfosforilacija, agregacija i transsinapticki prijenos tau proteina u Alzheimerovoj
bolesti: analiza likvora i ispitivanje potencijalnin neuroprotektivnin spojeva" HRZZ IP-
2014-09-9730, voditelj projekta prof. dr. sc. Goran Simié

2. ,Uloga krvno-mozdane barijere, urodene imunosti i oligomerizacije tau proteina u
patogenezi Alzheimerove bolesti" HRZZ IP-2019-04-3584, voditelj projekta prof. dr. sc.
Goran Simié

3. "Kontrola kvalitete proteina putem selektivne razgradnje u stanicama u mirovanju”,
PZS-2019-02-3610, voditeljica projekta dr. sc. Mirta Boban, znanstvena suradnica.

te sredstvima Znanstvenog centra izvrsnosti za temeljnu, KliniCku i translacijsku
neuroznanost, projekt: ,Eksperimentalna i klinicka istrazivanja hipoksijsko-ishemijskog
oStec¢enja mozga u perinatalnoj i odrasloj dobi, KK.01.1.1.01.0007¢, voditelj: prof. dr. sc.
Milo$§ Judas.

UCINKOVITI
LJUDSKI
")s/j” “$\b
% Kiimicias V2 F | POTENCIJALI
za znanost ok J

Cetiri godine provedene na Hrvatskom institutu za istraZivanje mozga pri izradi ovog doktorskog
rada ispunile su me neizmjernom zahvalnoScu.

Hvala Mirti na pruZenoj prilici, ukazanom povjerenju i istinskom mentoriranju, Cija ¢e mi
akademska cestitost uvijek biti inspiracija.

Hvala profesoru Simiéu na vrijednim savjetima, podrsci i prilikama.

Hvala najboljim kolegama i prijateljima s HIIM-a.

Ovu disertaciju posvecujem svojim roditeljima Rajni i Zdravku.



Sadrzaj

1. UVOD | SVRHA RADA ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et et e e e e e e e e e e e e e e e aeeeees 1
1.2. AlZheimerova DOIEST .......... e 2
1.3. Protein tau — fizioloSKa UlOG@.........uuuuiiiiiiiiiiiii e 3

1.3.2. PatoloSka uloga tau proteina u Alzheimerovoj bolesti............cccccveeiiiiiiie e, 4
1.4. Sustav kontrole Kvalitete Proteina ................uuuuuumumuueeiiiiiiiiiiiii e 5
1.5. Stres endoplazmatskog retikuluma (ER-stres) i odgovor stanice na ER-stres.................. 6
1.6. Kvasac Saccharomyces cerevisiae kao modelni organizam u istrazivanjima
neurodegenerativnin DOIESTI.........cooiiiii e 8
1.7. Reporterski sustav NanoBiT za detekciju interakcija izmedu proteina putem
U] gL ot =] o od =PSRN 10

2. HIPOTEZA ..ottt e oo e oottt e e e e e e e sttt e e e e e e e e e e st bbb e e e aaeeeaaanns 13

3. CILJEVIISTRAZIVANUIA. ..ottt a ettt aate e et eae s teaneeteete e annareare s 14
KT @] =101 I o | N RO 14

3.1.1 SPECIFICNI CILJEVI ...ttt ta et ea e ane e 14

4. MATERIJALI I IMETODE ....cciiiiiiiiiiiie ettt e e ettt e e e e e e e et eeaaeeas 15

|V = (= = | USSP 15
O T S (o T =LY I QY= LT ox- WP 15
4.1.2. SOJ VI DA B .o 15
A 1.3, PlAZIMIAI e 16
4. 1.4, ONGONUKIEOTII ... 16
4.1.5. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Saccharomyces Cerevisiae .........ccoeeeeeevvvvvvvvnnnnnn. 20
4.1.6. Hranjive podloge za uzgoj bakterija.........coooeeeiieeeeeeeeee e 21
O A o (0] (V{11 = P PPRPRPT 21

o |V = o o = PP 21
0 O [ IS Tt o I T (o o = TR 23
4.2.2. Molekulsko kloniranje i konstrukcija plazmida ............ooiiiiiiiii 23
4.2.3. Izolacija rekombinantnih plazmida..........coooooooiioiiii 25
4.2.4. ReStrKCIISKa @NANZA . ..... oo 25
4.2.5. Elektroforeza DNA U agaroznom gelu .........coooeoiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 26
4.2.6. Transformacija stanica kvasca S. cerevisiae litij acetatnom metodom (68)............... 26
4.2.7. Izolacija genomske DNA iz staniCa KVasCa..........ccooveiiieiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26

4.2.8. Ispitivanje eKSPresSije PrOtRING .. ..... i et e e et e e e e e eeeeeennns 27



4.2.9. Uzgoj replikativno starih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae ..............ccc....... 27

4.2.10. Priprema stanica za MiKroSKOPIJU .......coooooieeeeeeee e 27
4.2.11. Mjerenje lUMINISCENCIIE .....cciiieeiiicee et e e e et e e e e e aaeraaas 28
S S = o o] T =1 (o Y 28
4.2.13. StatistiCka analiza ..., 28
D RE ZUL T AT e 29
5.1. Analiza toksi¢nosti tau proteina ¢ovjeka eksprimiranog u stanicama kvasca
SACCNAIOMYCES CEIBVISIAC ......ceieiiieiieeie ettt 29
5.1.1. Ispitivanje utjecaja ekspresije proteina tau s povec¢anom fosforilacijom na vijabilnost
L] 7= 1o PP 30
5.1.2. Ispitivanje utjecaja ekspresije proteina tau na vijabilnost stanica kvasca u uvjetima
ProteOtOKSIEN0OG SIMESA .....cviiiiiiiiiiiiiiiii it 33
5.2. Ispitivanje unutarstanic¢ne lokalizacije proteina tau Covjeka eksprimiranog u stanicama
QY= TS o - 38
5.2.1. Ispitivanje unutarstanic¢ne lokalizacije proteina tau Covjeka eksprimiranog u
stanicama kvasca tijekom stani€nog starenja............cooooeeeeiie 41
5.3. Dizajn, konstrukcija i uspostava luminiscentnog reportera za ispitivanje oligomerizacije
tau proteina Covjeka eksprimiranog u kvascu Saccharomyces Cerevisiae ............cccvvvvvvvnnnnn. 46
5.3.1. Optimizacija ekspresije konstrukata tau-LgBiT i tau-SmBIT..........cccccceeeiiieeriiiiiiinnnnn. 49
5.3.2. Ispitivanje aktivacije tau-NanOBIT rePOIMEra ..............uuuuuuumumummmmiiiiiiiiiiiiiiiiiieniieinnennnes 53
5.3.4. Aktivacija reporterskog sustava tau-NanoBiT u mutantima s poviSenom razinom
agregata tau proteina netopljivin U Sarkozilu ..................uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie 61
5.3.5. Aktivacija tau-NanoBIT reportera u uvjetima proteotoksi¢noga stresa ...................... 63
. RA S P R AV A e e e e e e a e 70
6.1. Utjecaj ekspresije proteina tau na rast stanica Kvasca...............cveeeeieeeeiiiiiiiiieeeeeeeeeeennnns 70
6.2. Ispitivanje agregata tau proteina u stanicama KVasCal..............cuvvviiiieeeeeeieiiiiiieeeeeeeeeennnns 72
6.3. Uspostava luminiscentnog reportera tau-NanoBiT ..........c.coovivviiiiiiiiii e e e 73
6.4. Utjecaj proteotoksiCnog stresa na agregaciju proteina tau u stanicama kvasca.............. 77
6.4.1. Povezanost agregacije proteina tau s narusenom funkcijom proteasoma................. 77
6.4.2. Povezanost agregacije proteina tau s naruSenom odgovorom stanice na pogresno
SIMOTANE PrOTEINE. ...t a e e e e e e e e e e e e e 79
T ZAKLIUCAK ...ttt ettt ettt ettt ettt et e ettt e teare et et e et e e eteere e 82
S TST AV =1 7 <GPSO 84
9. SUMMARY ettt a e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaans 85

10, LITERATUR A . ettt oottt e e e ettt e et e e e e e et e e ettt e e e e e e e eeennben s 86



11. ZIVOTOPIS



KRATICE
ATP

AB

AzC

BSA

CA

CDK5

ER

ERAD

FTDP-17
GSK-3p3
HRP

IgG

LTD

LTP

MAPT
NanoBiT
SD
SDS-PAGE

UPR
UPRE

UPS
WB
WT

adenozin trifosfat (adenosine triphosphate)

amiloid

L-azetidin-karboksilna kiselina

govedi serumski albumin (bovine serum albumin)

Cornu Ammonis

kinaza 5 ovisna o ciklinu (cyclin dependent kinase 5)
endoplazmatski retikulum

razgradnja proteina povezana s endoplazmatskim retikulumom (ER-
associated protein degradation)

frontotemporalna demecija s parkinsonizmom povezana s kromosomom 17
Glikogen-sintaza-kinaza 383

peroksidaza iz hrena (horseradish peroxidase)

imunoglobulin G

dugoroCna depresija (long-term depression)

dugoroCna potencijacija (long-term potentiation)

s mikrotubulima povezan protein tau (microtubule-associated protein tau)
NanoLuc binarna tehnologija (NanoLuc Binary Technology)

standardna devijacija

elektroforeza s natrij dodecil sulfat poliakrilamidnim gelovima (sodium
dodecyl sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis)

odgovor stanice na nesmotane proteine (unfolded protein response)
dijelovi odgovora na nesmotane proteine(unfolded protein response
elements)

sustav ubikvitin-proteasom (ubiquitin-proteasome system)

Western blot

divlji tip (wild type)



1. UVOD | SVRHA RADA

Alzheimerova bolest je neurodegenerativna bolest karakterizirana ireverzibilnim i
progresivnim gubitkom sinapsi i neurona (1). Starenjem populacije, sve veci
javnozdravstveni teret drustvu postaju neurodegenerativne bolesti, s Alzheimerovom
boleScu najucestalijom medu njima. Istovremeno je ulozen ogroman napor u pronalazak
uzroka nastanka ove bolesti, no patofizioloSka podloga joS uvijek je uvelike
nerazjasnjena.

Jedna od glavnih neuropatoloskih karakteristika Alzheimerove bolesti je
nakupljanje agregata proteina tau u neurofibrilarne snopice u neuronima i glija stanicama
zahvacenih dijelova mozga. lako ne nastaje zbog mutacija MAPT gena koji kodira za
protein tau, Alzheimerova bolest svrstana je u skupinu sekundarnih tauopatija,
neurodegenerativnih bolesti koje karakterizira patoloSka agregacija proteina tau. Samo
napredovanje bolesti, kao i stupanj kognitivnog oStecenja, u izravnoj su korelaciji s
brojnos¢u neurofibrilarnin snopic¢a (2). Osim razvoja ucinkovite terapije za lijeCenje
Alzheimerove bolesti, veliki izazov je i rana dijagnostika, s obizirom da je poznato da se
prvi simptomi bolesti javljaju godinama nakon pocetnih patoloSkih promjena.

Unato¢ brojnim istrazivanjima, molekularni putevi koji dovode do agregacije
proteina tau joS uvijek su velikim dijelom nepoznati, kao i uzroci toksi¢nosti oligomera i
agregata tau proteina. Kako bismo bolje razumjeli rane korake u patogenezi
Alzheimerove bolesti, u ovom doktorskom radu zeljeli smo istraziti puteve koji dovode do

agregacije proteina tau.



1.2. Alzheimerova bolest

Alzheimerova bolest neizljeCiva je i progresivnha neurodegenerativha bolest.
Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije procjenjuje se da u svijetu trenutno
vise od 35 milijuna ljudi ima Alzheimerovu bolest. Jedna od najvaznijih neuropatoloskih
promjena u Alzheimerovoj bolesti je nakupljanje agregata proteina tau u obliku
neurofibrilarnih snopi¢a u neuronima i glija stanicama zahvacéenih podruc¢ja mozga (3). U
podrucjima mozga zahvacenim patoloSkim procesom dogada se progresivni gubitak
neurona, Nno poznato je da nisu svi neuroni jednako podlozni toksi¢nosti izazvanoj
piramidni neuroni sloja 1l entorinalne mozdane kore, gdje se Cesto uoCavaju prve
patoloSke promjene u sporadi¢noj Alzheimerovoj bolesti, a otporni su primjerice piramidni
neuroni CA2 i CA3 polja hipokampusa (4). Podloga ove selektivne vulnerabilnosti i dalje
ostaje nejasna (5). Takoder, i dalje nije posve jasno je li agregacija proteina tau toksi¢an
ili protektivni mehanizam (6,7).

Progresija bolesti opisana je Braakovim stadijima Sirenja neurofibrilarnih promjena
(8). Prema simptomima bolest se dijeli u 3 faze koje koreliraju sa opisanih $est Braakovih
stadija Sirenja neurofibrilarnih snopi¢a, odnosno topografske progresije neurofibrilarne
degeneracije (8). U ranoj fazi bolesti simptomi su gubitak kratkotrajnog pamcenja,
oteZzano zapamdcivanje novih sadrzaja, poteSkoée svakodnevnog funkcioniranja,
promjene osobina li€nosti, oscilacije raspolozenja, $to odgovara Braakovim stadijima | i
Il koji obuhvacéaju promjene u transentorinalnom podrucju. U srednjoj fazi dolazi do
deterioracije logickog misSljenja, oste¢enja dugotrajnog pamcenja, afazije, apraksije,
agnozije, gubitka prostorne i vremenske orijentacije, depresije, anksioznosti,
psihotiCnosti, nesanice, agitacije, gubitka kontrole impulsa, agresivnosti, Sto odgovara
Braakovim stadijima Il i IV u temporalnom, frontalnom i parijetalnom neokorteksu. Na
kraju, u kasnoj fazi, odnosno Braakovim stadijima V i VI, promjene zahvac¢aju unimodalna
te primarna osjetna i motoricka polja korteksa, Sto prati propadanje svih kognitivnih
sposobnosti, osiromasenje govora, inkontinencija, nepokretnost, nemoguc¢nost gutanja i

epilepticki napadi (3).



Za lijeCenje demencije uzrokovane Alzheimerovom bolesti, u svijetu su trenutno
odobrena Cetiri lijeka koji utje€u na smanjenje simptoma: tri inhibitora kolinesteraza
(donepezil, galantamin, rivastigmin) i antagonist NMDA receptora - memantin. Ni jedan

od tih lijekova ne lije€i samu bolest niti zaustavlja njezinu progresiju (1,4).

1.3. Protein tau — fizioloSka uloga

Protein tau kodiran je genom MAPT (od engl. microtubule-associated protein tau)
koji se nalazi na kromosomu 17g21.31. Protein tau podijeljen je na N-terminalni dio, regiju
bogatu prolinom, domenu kojom se veze za mikrotubule i C-terminalni dio. Alternativnim
prekrajanjem gena MAPT nastaje 6 izoformi koje se medusobno razlikuju brojem insercija
u N-terminusu (ON, 1N ili 2N) i brojem ponavljanja u domeni kojom se veze za mikrotubule
(3R ili 4R). Dok se tijekom fetalnog razvoja u mozgu eksprimira samo najkraca ON3R
izoforma, u odraslom mozgu prisutno je svih 6 izoformi (3).

Tau podlijeze mnogobrojnim postranslacijskim modifikacijama: fosforilacija,
acetilacija, ubikvitinilacija, sumoilacija, metilacija, glikacija, glikozilacija, poliaminacija,
nitracija, izomeracija i oksidacija (9). Prirodno je neuredene tercijarne strukture. U
fizioloSkim uvjetima, visoko je topljiv protein koji povezuje a i B podjedinice mikrotubula —
glavnih elemenata citoskeleta, a lokaliziran je uglavhom u aksonima. Tau regulira
dinamiku mikrotubula nadziru¢i sklapanje, elongaciju i maturaciju mikrotubula (10). Na
mikrotubulima moze biti vezan kao pojedinana molekula ili stvarati dinamicne
kondenzate — “otoCice” te tako fiziCki regulirati prolaz motornih proteina i aksonski
transport molekula (11,12). Osim toga, tau ,otoCi¢i“ sprjeCavaju razgradnju mikrotubula
hidrolazom kataninom i tako reguliraju njihovu dinamiku (12). Na mikrotubule tau je vezan
preko domene kojom se veze na mikrotubule, dok njegova N-terminalno projekcijska
domena strSi prema citosolu i moze biti u interakciji s brojnim drugim proteinima (3).
Interakcijama sa sinaptickim receptorima NMDA (od engl. N-methyl-D-aspartate) i
proteinima uklju¢enim u regulaciju receptora AMPA (od eng. a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid), tau regulira i sinapticku plasti¢nost, odnosno ima

ulogu u nastanku i odrzavanju dugoro¢ne potencijacije (engl. long-term potentiation, LTP)



i depresije (engl. long-term depression, LTD) (13,14). Osim toga, tau ima ulogu u
odrzavanju integriteta DNA i RNA molekula s kojima ulazi u interakcije preko utora

bogatih AT-parovima baza te Cuva njihovu stabilnost u uvjetima oksidacijskog stresa (15).

1.3.2. Patoloska uloga tau proteina u Alzheimerovoj bolesti

U oboljelih od Alzheimerove bolesti, protein tau je hiperfosforiliran, disocira s
mikrotubula i nakuplja se u tijelu neurona, gdje stvara sparene zavijene filamente (engl.
paired helical filaments, PHF) te se dalje agregira u velike neurofibrilarne snopice (engl.
neurofibrilary tangles, NFT) (3,16). lako su neurofibrilarni snopici najkarakteristi¢nije
neuropatoloSko obiljezje Alzheimerove bolesti, novija istrazivanja pokazuju da je
neurotoksi¢nost, barem djelomi¢no, uzrokovana oligomerima i agregatima tau proteina u
ranom stadiju koji prethode oblikovanju fibrila (17-19). Sukladno tome, razine tau
oligomera poviSene su u postmortalnim uzorcima mozga Alzheimerove bolesti u
usporedbi s kontrolama (20).

Smatra se kako vaznu ulogu u patoloSkoj promjeni proteina tau imaju
posttranslacijske modifikacije, od kojih su najznacajnije fosforilacija i acetilacija te
proteolitiCcko cijepanje molekule tau (3). Osim konformacijskih promjena, sklonost
agregaciji moze biti i posljedica mutacija u genu MAPT za tau, koje mijenjaju njegova
biokemijska i biofiziCka svojstva. Primjer takve mutacije je mutacija P301L koja dovodi do
frontotemporalne demecije s parkinsonizmom zbog mutacije MAPT gena (FTDP-17) (21),
no mutacije gena MAPT nisu povezane s nastankom Alzheimerove bolesti (13). Osim
promjena u samom proteinu tau, mnogi drugi ¢imbenici povezani su s nastankom
neurofibrilarnih promjena, kao $to su nakupljanje amiloida-f (22) ili kroni¢ni oksidacijski
stres (23).

Patoloski promijenjen tau, osim $to gubi svoju fizioloSku ulogu, narusava fizioloske
procese u stanici pa je tako nedavno pokazano da hiperfosforilirani tau u Alzheimerovoj
bolesti naruSava normalni jezgrin transport, interakcijama s proteinom kompleksa

jezgrine pore, nukleoporinom Nup98 (24).



1.4. Sustav kontrole kvalitete proteina

Jedna od najvaznijih funkcija zdrave stanice jest odrzavanje homeostaze proteina
regulacijom njihove sinteze, smatanja, sklapanja i razgradnje. Tako vaznu zadacu stanica
vrSi razliitim stani€nim mehanizmima koji zajedno €ine sustav kontrole kvalitete proteina.
Taj sustav odrzava homeostazu proteina, ili proteostazu, djelujuci na nekoliko razina —
pomazuéi smatanje nepotpuno ili pogresno smotanih proteina pomoéu molekulskih
Saperona, putem sekvestracije pogreSno smotanih proteina u specijaliziranim
intracelularnim inkluzijama (25) te, u slu€aju terminalno pogresSno smotanih ili oSte¢enih
proteina, putem selektivne degradacije proteina sustavom ubikvitin-proteasom (26).
Ukoliko stanica iz bilo kojeg razloga ne moze odrzavati proteostazu, dolazi do nakupljanja
pogresno smotanih, aberantnih ili nepoZzeljnih proteina i posljedi€nog proteotoksi¢nog
stresa (27).

Sustav ubikvitin-proteasom (UPS) temelji se na prepoznavanju signala
degradacije pomoc¢u mehanizma za ubikvilitaciju koji obiliezava pogreSno smotane
proteine s ubikvitinom i usmjerava ih na razgradnju pomocu multiproteinskog

proteolitickog kompleksa, 26S proteasoma.

Selektivna razgradnja supstrata osigurana je ubikvitin vezuju¢im proteinima unutar
19S regulativne podjedinice, koji specificno prepoznaju ubikvitinilirane proteinske
supstrate. ATPaze u 19S podjedinici odmataju supstrat i translociraju ga u 20S komoru
radi proteolize. Podjedinica 20S vrsi tri razliCite enzimske aktivnosti koje rezu supstratne
proteine u kratke peptide. Nakon izlaska iz proteasoma, vecina peptida se dalje cijepa u
aminokiseline pomocu citosolnih peptidaza. Kako je kanal za translokaciju uzak, njime ne

mogu proc¢i smotani proteini i kompleksi.

Vazno je naglasiti da su komponente puteva UPS-a, uklju€ujuci proteasome,
strojeve za ubikvilitaciju, Saperone i pomocne proteine, evolucijski visoko konzervirane

od kvasca do ¢ovjeka (28).



Smatra se kako bi naruSena funkcija selektivhe razgradnje proteina mogla biti
jedan od temeljnih uzroka mnogih neurodegenerativninh bolesti karakteriziranih
agregacijom proteina (29), dok specificna stanicna funkcija agregiranih proteina
vjerojatno nije povezana sa samom patogenezom bolesti. Nadalje, glavni rizicni Cimbenik
za nastanak sporadi¢ne Alzheimerove bolesti je starenje. JoS uvijek nije poznato koji
procesi promijenjeni uslijed starenja vode k agregaciji proteina tau. Buduci da se
sposobnost stanice da odrzava proteostazu smanjuje starenjem (14), naruSena

proteostaza smatra se mogucim ¢imbenikom u nastanku tauopatija (30,31).

1.5. Stres endoplazmatskog retikuluma (ER-stres) i odgovor stanice na ER-stres

Nedavna istraZivanja ukazala su na povezanost stresa endoplazmatskog
retikuluma (ER-stres) i Alzheimerove bolesti (32—-35). Endoplazmatski retikulum (ER) je
organel u citoplazmi stanice koji se sastoji od membranom okruzenog lumena u obliku
cisterna i tubula. ER ima vaznu funkciju u sintezi i transportu membranskih i sekretornih
proteina, smatanju proteina pomocu molekulskin Saperona u Ilumenu ER-a,
posttranslacijskim modifikacijama kao $to su glikozilacija i disulfidne veze te sintezi lipida.
U stanicama €ovjeka membranski i sekretorni proteini koji prolaze kroz ER €ine ¢ak jednu
tre¢inu proteoma (36).

Prekomjerna koli€ina nesmotanih (engl. unfolded) ili pogreSno smotanih (engl.
misfolded) proteina u odnosu na kapacitet ER-a za smatanje proteina dovodi do ER-
stresa, uslijed ¢ega se aktiviraju signalni putevi zajedniCki nazvani ,odgovor stanice na
nesmotane proteine” (engl. unfolded protein response, UPR) (36 — 38). Odgovor stanice
na ER-stres ukljuCuje nekoliko strategija: (1) privremeno smanjenje sinteze novih
proteina, (2) poveéanje volumena ER-a putem biosinteze ER-membrane, (3) povecanje
kapaciteta ER-a za smatanje proteina putem povecéanja razine Saperona, ukljuujuci BiP
(engl. binding immunoglobulin protein) (GPR78), kao i povecanje razine foldaza, (4)

povecanje razgradnje proteina ER-a putem molekulskog puta ERAD (engl. Endoplasmic



reticulum (ER)-associated protein degradation) i autofagije te (5) u slu€aju kroni¢ne
aktivacije UPR-a i neuspjeSnog razrijeSenja ER-stresa, programiranu stani¢nu smrt (36).

U membrani ER-a nalaze se tri transmembranska senzora za ER-stres, Irel (engl.
Inositol-requiring enzyme 1), PERK (engl. Protein kinase R-like endoplasmic reticulum
kinase) i Atf6 (engl. Activating transcription factor 6), koji detektiraju prisutnost
nesmotanih proteina u lumenu ER-a, uslijed ¢ega se aktiviraju signalni putevi UPR-a.
Irel-ovisna grana UPR odgovora dovodi do povecéane transkripcije gena za molekulske
Saperone, foldaze, enzime biosinteze lipida i komponente za razgradnju proteina (36). O
transmembranskom senzoru Irel ovisna grana UPR-a evolucijski je visoko konzervirana
od kvasca do Covjeka (39). Aktivacija senzora ER-stresa kinaze PERK posredno dovodi
do smanjenja globalne translacije proteina, ¢ime se smanjuje opterecenje ER-a
nesmotanim proteinima, dok Atf6-ovisna grana UPR-a dovodi do povecanja volumena
ER-a.

U neuronima hipokampusa bolesnika s Alzheimerovom bolesti aktiviran je odgovor
stanice na ER-stres (UPR) molekulskim putevima ovisnim o senzorima ER-stresa Irel,
PERK i ATF6 (40). Zanimljivo je da je UPR aktiviran primarno u neuronima s difuznim
signalom za tau, a manje u neuronima s neurofibrilarnim snopi¢ima, $to bi moglo ukazati
na to da se ER-stres javlja u ranim stadijima patologije tau. lako u tkivu mozga bolesnika
s Alzheimerovom bolesti postoje razlike u nalazima $to se ti€e XBP1 (engl. X-box binding
protein 1) i razine ER-Saperona BiP (41,42), nalazi vezano za aktivaciju puteva UPR-a
ovisnih o senzorima Irel, PERK i elF2 (engl. Eukaryotic Initiation Factor 2) su
konzistentni u razli€itim studijama (32). U skladu s nalazima ER-stresa u mozgu bolesnika
s tauopatijama, genetske studije su identificirale polimorfizam u XBP1, genu za
transkripcijski ¢imbenik koji je nizvodna meta Irel-ovisnog signalnog puta UPR-a, kao
riziCni ¢imbenik Alzheimerove bolesti (43) te PERK kao genetski rizicni ¢imbenik za
tauopatiju progresivna supranuklearna paraliza (44).

Moguca uloga ER-stresa kao jednog od uzroka patoloSke promjene proteina tau
temelji se na nekoliko pronalazaka. Naime, neuroni pozitivni za aktiviranu kinazu PERK
pokazali su poviseni signal za kinazu GSK-3f (engl. Glycogen synthase kinase-3 beta),
koja je odgovorna za fosforilaciju tau (40), ukazujuci na daljnju moguéu poveznicu izmedu

ER-stresa, odnosno UPR-a, i fosforilacije tau, koja posljedi€no moze pospjesiti agregaciju



tau. U skladu s time, tretman primarne kulture kortikalnih neurona animalnog modela s
aktivatorom ER-stresa doveo je do povisene fosforilacije tau (45). Nadalje, metabolicki
stres, jedan od rizi€nih ¢imbenika za Alzheimerovu bolest, moze inducirati fosforilaciju
proteina tau putem aktivacije puteva UPR-a (46).

S druge strane, ER-stres moZze biti posljedica patoloSke promjene i nakupljanja
proteina tau te amiloida-B. Prisutnost patoloski promijenjenog proteina tau u modelu
tauopatije izazvane u miSa te u modelu bubreznih embrionalnih stanica covjeka HEK-293
stanica u kulturi, dovela je do aktivacije UPR-a te smanjila funkcionalnost molekulskog
puta razgradnje proteina ERAD (47). U tim stanicama je uoCena poviSena razina
fosforiliranog, tj. aktiviranog senzora za ER-stres PERK i ER-Saperona BiP. ER-stres
nastaje uslijed prekomjernog nakupljanja nesmotanih ili pogreSno smotanih proteina u
lumenu ER-a. Buduc¢i da se tau i amiloid-B nakupljaju u citoplazmi, odnosno
izvanstani€nom prostoru, utjecaj tau i amiloida-f na ER-stres u tom slu€aju odvija se
neizravnim putem (33).

Utjecaj ER-stresa na razvoj Alzheimerove bolesti mogu¢ je i putem
neuroinflamacije, buduci da ER-stres moze dovesti do upalnih odgovora koji su povezani
s patogenezom vise bolesti (48). Uzimajuci u obzir da se Alzheimerova bolest sve vise
povezuje s ranom aktivacijom upalnih mehanizama u mozgu, to moze biti jedan od puteva

kojima ER-stres pridonosi patogenezi Alzheimerove bolesti.

1.6. Kvasac Saccharomyces cerevisiae kao modelni organizam u istrazivanjima

neurodegenerativnih bolesti

Kvasac Saccharomyces cerevisiae je eukariotski nepatogeni jednostaniCni
organizam iz carstva Fungi. Njegov genom sadrzi otprilike 6000 gena na 16 kromosoma,
a 31% gena ima ortologe u genomu Covjeka (49). Kvasac je prvi organizam ciji je genom
u potpunosti sekvencioniran 1996. godine (50). Dobro poznat genom i proteom potaknuo
je razvoj raznovrsnih i sveobuhvatnih geneti¢kih metoda, $to je rezultiralo kolekcijama
delecijskih mutanata za gotovo svaki gen u genomu te kolekcijama sojeva s

prekomjernom ekspresijom pojedinih gena. Kvasac je izuzetno pogodan za geneticki



probir i istrazivanja koja zahtijevaju manipulaciju gena. Relativho jednostavnom metodom
mogu se inaktivirati geni vazni za funkcioniranje odredenog molekulskog puta te na
temelju uoCenog fenotipa donositi zaklju€ci o vaznosti pojedinih molekulskih puteva za
promatrani proces.

Takoder, kvasac moze postojati i razmnozavati se mitozom u diploidnom ili
haploidnom obliku, Sto uvelike olakSava manipulaciju gena. Nadalje, kulture stanica
kvasca jednostavno je uzgojiti na selektivnim hranjivim podlogama uz relativnho kratko
generacijsko vrijeme od samo 1,5 sat na bogatom mediju. Sve navedene Cinjenice Cine
kvasac pogodnim ne samo za istrazivanje staniénih procesa i s njima povezanih
patoloskih procesa, ve¢ omogucuje i koristenje stanica kvasca i kao platforme za
genetske probire visoke protoCnosti i generaciju velikog obima podataka u relativho
kratkom vremenu. Neke od prvih studija vezanih uz cjelovitu karakterizaciju i kvantifikaciju
proteina nekog organizma, njihove interakcije, transkripciju i translaciju te metabolizam
(proteomika, interaktomika, transkriptomika, metabolomika) provedene su na kvascu
(51).

lako je evolucijska divergencija kvasca i Covjeka velika, kvasac sadrzi mnoge
staniCne procese i puteve koji su tijekom evolucije ostali konzervirani, $to primjerice
uklju€uje stanic¢ni ciklus, vezikularni transport, autofagiju, metabolizam lipida, odgovor na
pogreSno smotane proteine, biogenezu i metabolizam mitohondrija, kao i procese
starenja i apoptoze (52). Takoder, putevi kontrole kvalitete proteina koji odrzavaju
staniCnu proteostazu su visoko evolucijski konzervirani, osobito putevi selektivhe
razgradnje proteina sustavom ubikvitin-proteasoma (15, 28). S obzirom na sve navedeno,
logi¢no je zakljuciti da kvasac moze predstavljati dobar model i za prou€avanje procesa
agregacije proteina. Cak i u slugaju nepostojanja homolognih gena, zbog moguénosti
heterologne ekspresije gena Covjeka kvasac opet moze biti dobar modelni organizam,
kao Sto je to slu€aj u prouCavanju proteina tau. Kvasac je vec koriSten kao model za
proucavanje molekularnih procesa vezanih uz tau protein ¢ovjeka (49,53,54). Pokazalo
se da je tau protein ¢ovjeka eksprimiran u kvascu fosforiliran te da moZze tvoriti agregate
(55,56). Za razliku od a-sinukleina (57), amiloida-B (58) i C9orf72-DPR (engl.
chromosome 9 open reading frame 72 - dipeptide repeat) (59), koji su pokazali toksi¢nost



uslijed ekspresije u kvascu, humani tau (55) i mutirani Huntingtin (57) nisu doveli do
toksi¢nosti u kvascu divljeg tipa.

Kvasac tokom rasta prolazi tri razliCite faze — lag faza neposredno nakon
nacijepljivanja i prije poCetka fermentacije, logaritamska faza u kojoj se stanice
eksponencijalno dijele i koriste glikolizu za stvaranje ATP-a te stacionarna faza u kojoj
stanice uspore i zatim potpuno se prestanu dijeliti, a za proizvodnju ATP-a prelaze na
oksidativnu fosforilaciju (60). Starenjem stanice kvasca pokazuju slicne znacajke koje
tokom starenja prolaze i stanice viSih eukariota, poput nakupljanja aberantnih proteina,
skracenih telomera, oksidacijskog ostecenja i disfunkcije mitohondrija. Zapravo, kvasac
je jedan od glavnih stani¢nih modela u prou¢avanju starenja (17, 61) te se koristi za
prouCavanje dvaju tipova starenja — replikativhog i kronoloskog. Kronoloski Zivotni vijek
je maksimalno vrijeme koje stanica moze preZivjeti u mirovanju u stacionarnoj fazi, bez
stani¢ne diobe (17). Replikativni zivotni vijek oznaCava broj dioba kroz koje stanica majka
moze proci prije nego se prestane dijeliti, Sto je obi¢no 20 — 25 dioba te odgovara mitoticki
aktivnim stanicama. S obzirom da se stanice kvasca dijele asimetricno, moguce je
razlikovati veliku stanicu majke i manju stanicu kéeri - pup (61). Modeli kvasca pruzili su
uvid u molekulske temelje procesa starenja i patologije patoloSkih promjena u bolestima
povezanih sa staroS$c¢u koje nastaju u starijoj zivotnoj dobi (62).

Slozenost i sveobuhvatnost gena ukljuenih u nastanak i napredovanje
Alzheimerove bolesti zahtjeva razvoj platformi za velike probire kako gena uklju¢enih u
patoloSke promjene, tako i za probire potencijalnih modulatora narusenih stanicnih
procesa, a opisana obiljezja kvasca Cine ga dobrom polaznom toCkom u takvim

istrazivanjima.

1.7. Reporterski sustav NanoBiT za detekciju interakcija izmedu proteina putem

luminiscencije

Interakcije proteina mogu se pratiti pomocu molekulskih alata koji se temelje na
rekonstituciji reporter gena koji je prethodno podijeljen na fragmente. Komplementarni

fragmenti reportera u tim sustavima genski su spojeni s proteinima od interesa te mogu

10



povratiti aktivnost reporterskog gena ukoliko dodu u neposrednu blizinu prilikom
interakcija njihovih fuzijskih partnera, odnosno proteina od interesa. Aktivhost reportera
stoga je neizravna mjera interakcije proteina spojenih s fragmentima toh reportera.
NanoBiT (od engl. NanoLuc Binary Technology) sustav za ispitivanje protein-
protein interakcija temelji se na luciferazi NanoLuc koja je izolirana iz dubokomorskog
organizma Oplophorus gracilirostris (63). Luciferazu NanoLuc karakterizira mala masa
proteina, svega 19,1 kDa, te svijetla i stabilna luminescencija koju je moguce mijeriti u
Zivim stanicama (63). U sustavu NanoBIT ta luciferaza podijeljena je u dvije nejednake
podjedinice, polipeptidne fragmente, malu SmBIT (1,3 kDa) (engl. small bit, SmBIT) i
veliku podjedinicu LgBIT (18 kDa) (engl. large bit, LgBIiT). Ove podjedinice same nemaju
veliki afinitet vezanja pa rekonstitucija enzima ovisi 0 njihovim fuzijskim partnerima,
odnosno interakciji izmedu fuzijskih partnera, uslijed koje dolazi do bliske udaljenosti
podjedinica i rekonstitucije enzima. Luciferinski supstrat Ciju razgradnju katalizira
NanoLuc je sintetiCki spoj furimazin, a reakcijom neovisnom o ATP-u, nastaje
luminiscencija visokog intenziteta (Amax = 465 nm) (63). Za razliku od reporterskih sustava
koji se temelje na komplementaciji podijeljenih fluorescentnih proteina Sto ,zarobljavaju”
komplekse, komplementacija fragmenata NanoBIT sustava je reverzibilan proces, zbog
Cega je NanoBiT pogodan za prouCavanje dinamike interakcije proteina. NanoBiT sustav
se nedavno koristio u stanicama sisavaca za prouc¢avanje dimerizacije proteina Sod1l
(eng. superoxide dismutase type 1) i TDP-43 (eng. TAR DNA-binding protein 43), procesa
impliciranih u nastanku amiotroficne lateralne skleroze (31,32). Nedavna studija
proucavala je oligomerizaciju proteina tau koristeéi stanice ¢ovjeka HEK-293 te reporter
na bazi luciferaze Gaussia, koji je konstruiran spajanjem fragmenata luciferaze na C-
terminalni kraj proteina tau (64). Studija je pokazala da je tau formirao oligomere uslijed
ekspresije u HEK-293 stanicama te da je dodatak poznatih katalizatora agregacije tau

stanicama doveo do nesto brze oligomerizacije.

Kako bismo bolje razumjeli rane korake u patogenezi Alzheimerove bolesti i
razjasnili puteve koji vode do agregacije proteina tau, u ovom smo radu konstruirali
luminiscentni reporter za otkrivanje interakcija proteina tau u zivim stanicama te smo

istrazivali Cimbenike agregacije koristeCi prednosti genetike kvasca na modelu stanica
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kvasca Saccharomyces cerevisiae. U daljnjim istraZivanjima taj ¢e se reporter koristiti u
genetskom probiru za Cimbenike koji utjeCu na oligomerizaciju tau, proces koji moze biti
jedan od koraka u formiranja vecih, patoloskih agregata proteina tau (64,65). Identifikacija
tih ¢imbenika u kvascu dat ¢e nam saznanja o tome koji bi putevi i procesi mogli biti

naruseni pri agregaciji i toksicnom djelovanju proteina tau u stanicama sisavaca.

12



2. HIPOTEZA

Proteotoksicni stres dovodi do povecane agregacije i toksi¢nosti tau proteina

Covjeka u stanicama kvasca.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1.0PCI CILJ

Ispitati utjecaj proteotoksi¢nog stresa na agregaciju i toksi¢nost tau proteina
Covjeka u stanichom modelu kvasca Saccharomyces cerevisiae.

3.1.1 SPECIFICNI CILJEVI

1) Konstruirati i uspostaviti luminiscentni reporter tau-NanoBiT za detekciju
oligomerizacije tau proteina u stanicama kvasca

2) Ispitati korelira li aktivacija reporterskog sustava tau-NanoBIT s razinom agregata
tau proteina netopljivih u sarkozilu (“sarkozil-netopljivog tau”)

3) lIspitati utjecaj proteotoksi¢nog stresa na agregaciju tau proteina

4) Ispitati utjecaj proteotoksi¢nog stresa na toksi¢nost tau proteina
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Materijali

4.1.1. Sojevi kvasca

Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae koristeni u ovom radu izogenicni su

divljem tipu soja S288C te su navedeni u tablici 4.1.

Tablica 1. Sojevi kvasca Saccharomyces cerevisiae koristeni u ovom radu

SOj genotip izvor

BY4741 MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 Euroscarf
(Oberursel,
Njemacka)

BY4742 MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0 Euroscarf
(Oberursel,
Njemacka)

pho85A, Y12797 | BY4742; MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; Euroscarf
ura3A0; YPLO31c::kanMX4 (Oberursel,
Njemacka)

sod2A, Y16605 BY4742; MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; Euroscarf
ura3A0; YHRO0O08c::kanMX4 (Oberursel,
Njemacka)

rmiA, BY4742; MATa; his3A1; leu2A0; lys2A0; Euroscarf
Y10936 ura3A0; YHLO27w::kanMX4 (Oberursel,
Njemacka)

ron4A, YO3716 BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; Euroscarf
ura3A0; YDL020c::kanMX4 (Oberursel,
Njemacka)

ire1A, YO1907 ura3A0; leu2A0; his3A1; met15A0; Euroscarf
irelD::kanMX4 (Oberursel,
Njemacka)
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hac1A, Y05650 ura3A0; leu2A0; his3A1; met15A0; Euroscarf
haclD::kanMX4 (Oberursel,
Njemacka)
MEP alpha ade2::hisG his3 leu2 metl5D::ADE2 trp1D63 Antonio
15937, UCC5181 | ura3DO hoD::SCW11pr-Cre-EBD78-natMx Bedalov
lox-UBC9-loxP-LEUZ2 loxP-CDC20-intron-loxP- | laboratorij
HPHMXx
ply1348 cim3-1;ura3-52;leu2D1;ssd1 Per
Ljungdahl
laboratorij
CAY220 ura3-51;leu2D1;ssd1 Per
Ljungdahl
laboratorij
BY4741 Nupd9 | BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ova studija
mScarlet ura3A0;YGL172W::Nup49-mScarlet-URA3

4.1.2. Sojevi bakterija

Za umnozavanje i izolaciju plazmida koriStene su komercijalno dostupne
visokokompetentne stanice bakterije Escherichia coli soja DH5a proizvodaca New
England Biolabs (Ipswich, SAD)

4.1.3. Plazmidi

e pXP731 (#46057) (66), pXP722 (#46056) (66), pFA6a-link-ymScarletl-URA3
(#168055) (67) nabavljeni su iz repozitorija plazmida Addgene (Watertown,
Massachusetts, SAD)

e pRS316 dobiven je ljubaznoséu prof. dr. sc. Per Ljungdahl

e pCA1016 dobiven je ljubaznoscéu prof. dr. sc. Claes Andreasson
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Tablica 2. Plazmidi konstruirani i koriSteni u ovom radu

Naziv
plazmida okosnica genski insert
gen za tau s kodonima optimiziranima za
pKZ01 pEX-A258 ekspresiju u kvascu omeden restrikcijskim
mjestima za enzime (RE) Spel and Xhol
C-terminus tau-2xHA-GS-SmBIT-Tsynht8 (RE
pKZ03 pEX-A128 C-terminustau-V5-GS-LgBiT-Tsynth27 (RE Xhol)
pKZ04 pPRS316, CEN, |Prpus-tau-2xHA-linker-SmBiT-Tsynht8
URA3
pKZ05 pRSflE%ZCEN’ Proma-tau-2xHA-SmBIT-Tsynht8
pKZ06 pRSall_ng EN, Prons-tau-V5-LgBiT-Tsynth27
pKZ07 pRS?’L[lE%ZC EN, | prons-tau-V5-LgBIT
pKZ 08 pRS-316, CEN, tau-NanoBiIT: PTDH3'taU-2XHA-SmB|T
URA3 PTDHS'taU'VS'LgBﬂ-
pKZ09 pRsangsA,g EN, 1prons -v5-LgBIT
pKZ10 pXPT_?éllJZCEN’ Pcupi-tau-CYC1
pKZ11 pXPL?;ngEN’ Pcupi-tau-CYC1
pKZ12 pXPZJZRZAgEN’ Peali-tau-CYC1
pkZz13 pRS‘T’_%ZCEN’ Prows-tau-HA-SmBIT
pKZ15 pRSlBJ?AgEN’ ProHs-TDH3-V5-LgBiT
pKZ16 pRSf’J{Ff‘AgEN’ ProHs-TDH3-V5-LgBiT—Proma—tau-HA-SmBIT
pKZ18 PRSJL SEN.  |Prons-TDH3-HA-SmBIT
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RS316, CEN, .
pKZ20 b URA3 Prons-13myc-LgBiT
pFA6a-link-
pKZ21 yoSuperfolderGFP-|PtpHs-tau-HA- stlGFP
CaURA3, URA3
pKZ24 pMBllJ%ZA’gCEN’ Preri-tau-SfGFP
Prons-tau-HA-SmBIT
pKZ35 pRSf’JlFng EN, PtoHs-tau-V5-LgBiT (poveéan razmak izmedu
terminatora)
pKZ37 pMBlﬂSRZA’sCEN' Prirs-tau-sf.GFP
RS316, CEN, .
pkZz38 P URA3 ProHs-TDH3-V5-LgBiT
pkz41 pXPT_?[’ElL’JZCEN’ Prirs-tau
pKZ44 pMBl]JSRZA’\é:EN’ Pprir3-sfGFP
pMB281, o
pKZ45 integracijski, HIS3 Pz-tau-siGFP
pMB152, CEN, .
pKZ49 URA3 Pz-tau-sfGFP
pKZ51 pXPT_?éllJé:EN, Prirs-NeonGreen-tau

4.1.4. Oligonukleotidi

Oligonukleotidi koristeni u radu popisani su u tablici 4.3.
Oligonukleotidi prKz9, prKz10, prKZ11l i prKZ12 sintetizirani su u tvrtki Eurofins

Genomics (Luksemburg), a svi ostali su od tvrtke Macrogen (Seoul, Juzna Koreja).

Tablica 3. Oligonukleotidi koristeni u ovom radu

naziv sekvenca 5’ — 3’

prkz9 AATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGLCCGC
CTGCTGTAACCCGTACATG
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prkZ10

GTCCCAGCGTGATCTTCCATCACTTCGAACTCCTGACGGGGCTCAGCCATTTT
GTTTGTTTATGTGTG

prkZ11

TGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCCT
GCTGTAACCCGTACATG

prkz12

CCAGAAGAACCAGTAGAATCCAAACCCAACAATGGATTTGGAATTGGTTTACC
ITTGTTTGTTTATGTGTG

prkZ19

AAGTCATCGAAATAGATATTAAGAAAAACAAACTGTACAATCAATCAATCAATC
ATCACATAAACCTAGGATGGCTGAGCCCCGTCAGGA

prkz20

GCGGATGTGGGGGGAGGGCGTGAATGTAAGCGTGACATAACTAATTACATGA
CTCGAGTTACTACAAACCCTGCTTGGCCAG

prkZ26

CATGGTAGACTCGCCCCAGCTAGCCACTCTAGCTGACGAGGTGTCTGCCTCC
CTGGCCAAG

prkz27

GCATAGTCGGGGACATCGTAGGGGTACCCACCCAAACCCTGCTTGGCCAGG
GAGGCAGAC

prkzZ28

CGATGTCCCCGACTATGCATCTTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTAGCG
TTACTGGT

prkz29

GTAAATGAGTTTATATATTATCACAAAATTTCTTCGAACAATCTGTAACCAGTAA
CGCTAGCGTAATC

prkzZ30

GATAATATATAAACTCATTTACTTATGTAGGAATAAAGAGTATCATCTTTCAAAT
CTAGAACTAGTGG

prkZ31

CCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGG
GGATCCACTAGTTCTAGATTTG

prkzZ32

CCGTCGTTTACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCAATTCG
CCCTATAGTGAGTCGTATTATTTGAAAGATGATACTCTT

prkzZ32

TAAAACGACGGCCAGTGAAT

prkz33

TGAGCGGATAACAATTTCACA

prkZ34

AGAAGCAAAAAGAGCGATGC

prkZ35

TTTTGTCATCGCTTCCAGTC

prkZ36

TGGCGGAGGAAATAAAAAGA

prkz37

CCCAAAACCTTCTCAAGCAA

prkZ38

TAAAACGACGGCCAGTGAAT

prkz39

GGGACACTTCTCCACGTCAT

prkzZ40

TGTGGAATTGTGAGCGGATA

prkz41

TAGTTTTAAAACACCAAGAACTTAGTTTCGAATAAACACACATAAACAAACAAA
CTCTAGAACTAGTATGGTTAGAGTTGCTATTAAC

prkZ43

AAGTATCAACAAAAAATTGTTAATATACCTCTATACTTTAACGTCAAGGAGAAA

AAACCACTAGTATGGCTGAGCCCCGTCAGG
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PrKZ72 |\ cGCTGCAGGTCGACATGGCTGAGCCCCGTCAGGA
GTCTGCCTCCCTGGCCAAGCAGGGTTTGGGTGGGTACCCCTACGATGTCCC
pPrkZ75 |CGACTATGCATCTTATCCATATGACGTTCCAGATTACGCTAGCCCTAGGATGT
CTAAAGGCGAGGAATTG
CAACAACAACAACAACAACACTAGTTCTAGATTTGAAAGATGATACTCTTTATT
pPrkZ76 |CCTACATAAGTAAATGAGTTTATATATTATCATTAATTAATTTGTACAATTCGTC
CATTC

PrkZ105 | GGGGGGACTAGTGGTTTCTAAAATGTGCAACC

PrKZ106 |GGCcGGCCCTAGGGACTTATAAACAGTACTTGTTTTATGAG

orkz111 |GAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAGGTAGTGGATCCCCCGGGLTG
CAGGAATTC

orkz129 ACTGTTTATGGATATCGCTGAGAGAATCGCCGTGTTACATCAAAAAACGAAAA
CACTGGCATCATTGAGCATAATCGGTGACGGTGCTGGT

orkz130 TATAAATTACATTTGTACAAGACATTTGTACTTGTTATACGCACTATATAAACTT
TCAGGGCGATTTACCAGCAGTATAGCGACCAGCAT

orkz135 CTTTAGATAATTATTACATTTACATCAATAAGAAATCTCATAAAACAAGTACTGT
TTATAAGTCCCTAGGATGGTCTCTAAGGGTGAAG

orkz136 GATCTTCCATCACTTCGAACTCCTGACGGGGCTCAGCACCAGAAGAACCACCA
CCACCAGAACCACCCCGCGGCTTGTACAATTCGTCCATAC

4.1.5. Hranjive podloge za uzgoj kvasca Saccharomyces cerevisiae

Za uzgoj sojeva kvasca Saccharomyces cerevisiae koristene su YPD (engl. Yeast
Extract Peptone Dextrose) hranjive podloge sastava 1% kvas€ev ekstrakt, 2% pepton,
2% glukoza i selektivne sintetske hranjive podloge CSD (engl. synthetic complete drop-
out) sastava 6,7 g L't medija za uzgoj kvasca bogatog dusikom bez amonijaka (YNB,
engl. yeast nitrogen base), 5 g L amonij sulfata, 2% glukoze te uz dodatak odgovarajucih
esencijalnih aminokiselina, ovisno o auksotrofnosti soja. Krute hranjive podloge jednakog
su sastava kao i tekuce, uz dodatak 16 g L agara.

Stanice temperaturno osjetljivih mutanata, uzgajane su na 27 °C (permisivna
temperatura) i zatim prebacivane na 37 °C radi inaktivacije temperaturno osjetljivih
proteina. Prilikom prebacivanja na 37 °C stanice su bile u logaritamskog fazi rasta. U
eksperimentima u kojima nisu koriSteni temperaturno osjetljivi mutanti, stanice su

uzgajane na 30 °C.
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4.1.6. Hranjive podloge za uzgoj bakterija

Za uzgoj E. coli koristena je selektivna teku¢a podloga LB-Amp sastava: 15 g L

baktotripton; 10 g L** NaCl, 100 ug mL* karbenicilin. Krute podloge su osim navedenih

komponenata sadrzavale jo$ i 20 g L agara.

4.1.7. Protutijela

Primarna protutijela koristena za analizu proteina metodom Western blot popisana

Su u tablici 4.4.

Koristeno sekundarno protutijelo je anti-mouse IgG, protutijelo na misji IgG Fc

fragment konjugirano s peroksidazom hrena (engl. horse-radish peroxidase, HRP),

proizvedeno u konju, koristeno u koncentraciji 1:1000 (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, SAD #7076, RRID:AB_330924).

Tablica 4. Primarna protutijela koristena u ovom radu

Ciljani Primarno PL‘;‘;‘;S?:?’ Organizam Koristeno
protein protutijelo broj i RRID porijekla razrjedenje
Thermo
Fisher
Scientific,
taus, Waltham,
SAD
Anti- tau monol_<_|onsko mis 1:1000
protutijelo na # MAS-
[judski tau 12808,
RRID:
AB_1098063
1
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Thermo

Fisher
clonsk Scientific,
Anti-V5 MONOKIONSKO Waltham, mis 1:5000
protutijelo na V5 SAD
RRID:
AB_2556564
monoklonsko
anti-HA protutijelo na [12CAS5] mis 1:1000
oznaku epitopa
HA
Thermo
Fisher
monoklonsko Scientific,
anti-myc protutijelo na c- Waltham, mis 1:1000
myc SAD
AB_558470
Thermo
Fisher
Scientific,
monok_lonsko Waltham,
protutijelo na SAD
anti-pgkl nativni protein mis 1:10 000
pGK1iz S. # 459250
cerevisiae RRID:AB_25
32235
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4.2. Metode

4.2.1. In silico metode

Dizajn konstrukata in silico napravili smo u programima Gene Construction Kit®
4.5.0 (Textco BioSoftware, Raleigh, Sjeverna Karolina, SAD) i SnapGene®5.2.5.1. (GSL
Biotech LLC, San Diego, Kalifornija, SAD).
Kodoni gena MAPT za tau protein Covjeka optimizirani su za ekspresiju u kvascu pomocu
alata za optimizaciju rijetkin kodona GenSmart Optimization verzija Beta 1.0 (Genscript

Biotech, Piscataway, New Jersey, SAD).

4.2.2. Molekulsko kloniranje i konstrukcija plazmida

Standardnim tehnikama rekombinantne DNA (PCR, enzimska restrikcija i ligacija)
te pomoc¢u homologne rekombinacije u kvascu klonirani su plazmidi popisani u tablici 4.2.

Nacini konstrukcije plasmida detaljnije su opisani u tablici 4.5.

Tablica 5. Metode konstrukcije i kloniranja plazmida konstruiranih u ovoj studiji
Naziv Nacin konstrukcije

- kotransformacija:

1) PCR produkt (prkz9,10/pCA1016),

2) pKZ1 porezan s restrikcijskim enzimima (RE) Spel i Xhol,

pKz4 | 3) assembly PCR produkt (prkz26,27,28,29,30,31), pRS316 porezan s RE
Notl i BamHI

- odabrane su kolonije na mediju bez uracila

- plazmid provjeren sekvenciranjem (prkz38,39,40)

- pKZ4 porezan s RE Notl, BamHI i ligiran s jednako porezanim pRS316
pPKZ5 i S : : : N
- restrikcijskom digestijom s Hindlll provjerena ispravnost ligacije
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- kotransformacija pRS316 porezanog s RE EcoRlI i Xhol, PCR produkt
(prKZ10,11/pCA1016), pKZ1 porezan RE Xhol i Spel, pKZ3 porezan RE

pKz6 | Xhol,
- odabrane su kolonije na mediju bez uracila
- plazmid provjeren sekvenciranjem (prkz14)
oKZ7 - pKZ6 porezan RE Sacl, Eagl i ligiran s pRS315
- restrikcijska analiza s Eagl
oKZ8 - pKZ4 i pKZ6 porezani s RE EcoRi, Xhol i ligirani
- restrikcijska analiza s Hindll, Ndel
- kotransformacija PCR produkta (prkz11,12/pCA1016), plazmida pKZ3
pK 9 | porezanog s Xhol, pRS316 porezanog s RE EcoRlI, Xhol
- sekvenciran pocCetnicama prkKZ32,33,41
- kotransformacija PCR produkta (prkZ19,20/pKZ5) i pXP731 porezanog s
pKZ10 | RE Auvrll i Xhol
- sekvenciran pocCetnicama prkKZ34,35,36,37
pKZ11 |- pKZ10 porezan RE Avrll, Xhol i ligiran s jednako porezanim pXP732
oKZ12 - kotransformacija PCR produkta (prkZ20,43/pKZ10) i pXP722 porezanog s
RE Xhol, Spel
pKZ13 | - pKZ4 porezan s RE Clal, Notl i ligiran s jednako porezanim pRS317
oKZ14 - sintetizirani gen (Eurofins Genomics) s restrikcijskim mjestima: -5' Sacll, 3'
Xhol
- pPRS316 porezan s RE EcoRI/Kpnl i ligiran s jednako porezanim pKzZ14
PreLs - restrikcijska analiza s RE Avrll i Spel
oKZ16 - pKZ14 porezan RE EcoRI/Sall i ligiran s jednako porezanim pKZ5
- restrikcijska analiza sa RE Spel i Avrll
pKZ17 | - sintetizirani gen (Biomatik, Ontario, Kanada)
pKZ18 | - pKZ17 porezan sa Sacll i Kpnl i ligiran s jednako porezanim pRS316
oKZ10 - gen optimiziran za ekspresiju u kvascu i sintetiziran (Eurofins Genomics,
Luksemburg)
pKZ20 | - pKZ19 porezan s RE Clal/Spel i ligiran s pRS316
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- PCR produkt (prkz75,76/pKZ4) porezan s RE Avrll i Pacl i ligiran u

pKZz21
pMB206
- PCR produkt (prkz72,81/pKZ19) porezan s RE Sall i BamHlI te ligiran s
jednako porezanim pMB152
pKZ24 i :
- restrikcijska analiza s RE Ncol
- sekvenciran poc¢etnicama prkKZ82,83,84
(733 - pKZ17 porezan s RE Kpnl/Notl te ligiran s jednako porezanim pRS316
P

- restrikcijska analiza RE Spel/Avrll

pKZ35 | - pKZ33 porezan s RE Spel/Notl i ligiran s jednako porezanim pKZ6

pKZ37 | - pKZ24 porezan s RE Xhol/Kpnl i liginran s jednako porezanim pMB211

- pKZ15 porezan s RE EcoRI/Sacl i ligiran s jednako porezanim DNA
pKz38 | oligonukleotidom prkZ111 kako bi se mutiralo restrikcijsko mjesto Spel u
MCS (multi cloning site)

- PCR produkt (prkZ105,106/genomska DNA) porezan sa RE Spel/Avrll i
pKzZ41 | ligiran s jednako porezanim pKZ10

- restrikcijska analiza s RE Spel/Xbal

4.2.3. lzolacija rekombinantnih plazmida

Rekombinantni plazmidi su izolirani iz 5 mL prekono¢nih bakterijskih kultura
komercijalno dostupnim setom reagensa NucleoSpin Plasmid (Macherei Nagel, Dueren,

Njemacka) prema uputama proizvodaca.

4.2.4. Restrikcijska analiza

Analize plazmida provedene su restrikcijskim endonukleazama. Svi koristeni
enzimi proizvodaCa su New England Biolabs (lpswich, Massachusetts, SAD) te su

restrikcijske analize provedene prema uputama proizvodaca.
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4.2.5. Elektroforeza DNA u agaroznom gelu

PCR produkti i produkti restrikcijske digestije analizirani su horizontalnom
elektroforezom u 1 %-tnom agaroznom gelu, obojanom s Gel red bojom (GelRed®
Nucleic Acid Gel Stain, Biotium (San Francisco, Kalifornija, SAD)). Elektroforeza se
odvijala pri stalnom naponu 120 V / 35 min u sustavu za elektroforezu (Biorad,
Laboratories, Hercules, CA, SAD). Dobiveni fragmenti na gelu su vizualizirani na uredaju

Uvitec (Uvitec Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo).

4.2.6. Transformacija stanica kvasca S. cerevisiae litij acetathom metodom (68)

Stanice kvasca uzgojene su u orbitalnoj tresilici na tekucoj podlozi YPD do
logaritamske faze rasta. Stanice su odvojene od podloge centrifugiranjem (5 min / 1500
g), a talog je ispran sterilnon H20 volumenom jednakim volumenu pocetne tekuce
podloge. Nakon ponovnog centrifugiranja, talog je resuspendiran u pola volumena
sterilnog 100 mM litijevog acetata te su stanice ponovo odvojene centifugiranjem. Zatim
je talog resuspendiran u 50 yL 100 mM litjevog acetata. 50 pyL suspenzije stanica
odpipetirano je u Eppendorf epruvetu, dodana je denaturirana DNA testisa lososa
(Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Njemacka), DNA za transformaciju (1 — 5 ug) i 300 uL
otopine 39% polietilenglikola 4000 u 100 mM litij acetat te je sve skupa snazno protreseno
pa inkubirano 40 minuta na 42°C, nakon €ega su stanice odvojene centrifugiranjem (1
min / 8000 rpm). Talog je resuspendiran u 120 yL sterilne vode i nacijepljen na krute

selektivne podloge.

4.2.7. 1zolacija genomske DNA iz stanica kvasca

Izolacija genomske DNA iz stanica kvasca provedena je pomoc¢u kita YeaStar
Genomic DNA Kit™ (Zymo Research, Irvine, California, SAD) prema uputama

proizvodaca.
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4.2.8. Ispitivanje ekspresije proteina

Razinu proteina ispitali smo u ukupnim lizatima stanica (69) metodom Western
blot, protutijelima na oznake epitopa (HA, V5, myc) i na protein tau (tau5). Proteini su
vizualizirani kemiluminiscencijom pomoc¢u uredaja ChemiDoc XRS+ (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, SAD) i programa ImagelLab (BioRad Laboratories).
Normalizacija signala napravljena je prema ukupnim proteinima u uzorku pomocu stain-
free metode (BioRad Laboratories) ili prema ekspresiji proteina Pgkl (engl.
Phosphoglycerate Kinase 1) u uzorku. Kako bi se kvantitativno analizirala ekspresija
proteina koristen je javno dostupan ImagelLab 6.0 raCunalni program kompatibilan s

Chemidoc sustavom za vizualizaciju.

4.2.9. Uzgoj replikativno starih stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae

Nakon prekonoénog uzgoja do rane logaritamske faze u kompletnom tekuéem
mediju, stanice su oznacene dodatkom reagensa EZ-Link Sulfo-NHS-LC- biotina, a zatim
je u medij dodan B-estradiol, kojim se inhibira dioba stanica kceri. Stanice majke
vizualizirane su primjenom fluorescentne mikroskopije, oznacavanjem stanica s
fluorescentnim komercijalno dostupnim reagensom NeutrAvidinom, koji sadrzi

modificirani protein avidin koji veze biotin u stani¢noj stijenci oznacenih stanica majki.

4.2.10. Priprema stanica za mikroskopiju

Za fiksaciju stanica, u 1 ml logaritamski rastucih stanica ili 100 pyL stacionarne
kulture stanica dodan je 4% formaldehid do kona¢ne koncentracije 0,8%. Stanice su
inkubirane 10 min na sobnoj temperaturi te su centrifugirane i isprane dva puta u PBS-u.
Talog stanica resuspendiran je u 50 yL PBS-a te je 5 pL suspenzije nakapano na

pokrovna stakalca premazana concavalinom A za imobilizaciju stanica.
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4.2.11. Mjerenje luminiscencije

Intenzitet luminiscencije izmjeren je u zivim stanicama kvasca pomocu CitaCa
mikroplo€a Glomax Explorer (Promega, Madison, W1, SAD) i NanoGlo luciferaznog testa
(Promega), prema protokolu proizvodaca. Supstrat za luciferazu, NanoGlo, razrijeden je
u puferu za razjedivanje 1:100 te dodan u omjeru 1:10 u stanice. Signal je normaliziran

prema gustoci stanica, mjerenoj pomocu ODsoo te izraZzen po mililitru stani¢ne suspenzije.

4.2.12. Stanicéni testovi

Reproduktivni kapacitet stanica kvasca odreden je standardnim testom na temelju
rasta kolonija kvasca nacjepljivanjem decimalnih razrijedenja stanica na krutu podlogu
(37). Test rasta je semikvantitativna metoda za odredivanje vijabilnosti stanica. Stanice
kvasca uzgojene su na optimalnoj temperaturi (27°C za termosenzitivhe sojeve te 30 °C
za sve ostale sojeve) do logaritamske faze rasta u tekucoj hranjivoj podlozi. Kulturi je
spektrofotometrijski odredena gustoca stanica (ODeoo/ml) koja je zatim prilagodena na 1
ODsoo/ml. Decimalna razrjedenja nacijepljena su na krutu hranjivu podlogu, a potom

inkubirane na optimalnoj ili poviSenoj temperaturi 3 dana.

4.2.13. Statisticka analiza

Za statistiCke analize koristen je racunalni program GraphPad Prism 8. Jacina
luminiscentnog signala reportera NanoBiT te signala proteina na Western blotu izrazeni
su kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Nakon utvrdivanja normalnosti
raspodijele pojedinih skupina podataka D’Agostino-Pearsonov testom, za podatke koji
prate normalnu raspodijeluju upotrijebljeni su parametrijski testovi dvostrani t test, ANOVA
i post hoc Tukey test, a za podatke koji ne prate normalnu raspodijelu neparametrijski test

Mann-Whintey. Za razinu statistiCke znacajnosti u svim testovima uzeto je a=0.05.
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5. REZULTATI

lako su glavna neuropatoloSka karakteristika Alzheimerove bolesti i drugih
tauopatija nakupine neurofibrilarnih snopica proteina tau, novija istrazivanja pokazuju da
je neurotoksi¢nost kod neuropatija barem dijelom uzrokovana ranim stadijima agregata
tau, poput tau oligomera, koji prethode formiranju neurofibrila (56). Cimbenici koji dovode
do oligomerizacije i agregacije proteina tau te uzroci toksi¢nosti tau oligomera i agregata
jos uvijek su velikim dijelom nepoznati.

Kako bismo istraZzili ova pitanja, u ovom radu eksprimirali smo tau protein ¢ovjeka
u stanicama jednostani¢nog eukariota kvasca Saccharomyces cerevisiae pogodnog za
geneticka istrazZivanja te ispitali toksiCnost i agregaciju tau proteina u razli¢itim uvjetima.
S cillem boljeg poznavanja ranih koraka u patogenezi Alzheimerove bolesti, kod koje
nalazimo agregate divljeg tipa tau, u ovom istrazivanju ispitivali smo divlji tip tau. Koristili
smo tau izoformu 2N4R koja sadrzi dvije insercije u N-terminalnoj domeni i Cetiri
ponavljajuce regije u mikrotubul-vezaju¢oj domeni te se najCeSCe prouCava u

istrazivanjima na stani¢nim kulturama.

5.1. Analiza toksiCnosti tau proteina Covjeka eksprimiranog u stanicama kvasca

Saccharomyces cerevisiae

U prvom koraku istrazivanja eksprimirali smo tau protein ¢ovjeka u stanicama
kvasca Saccharomyces cerevisiae te ispitali dovodi li ekspresija ovog proteina do
toksi¢nosti u prisutnosti proteotoksi¢nog stresa i poviSene fosforilacije proteina tau.

cDNA sekvenca 2N4R-izoforme divljeg tipa tau proteina ¢ovjeka optimizirana je za
ekspresiju u kvascu na nacin da su najrjede koristeni kodoni zamijenjeni ucestalijima.
Kako bismo omogucili induciranu ekspresiju proteina tau, konstruirali smo plazmide s tau
pod kontrolom inducibilnih promotora gena CUP1 i GAL1 (pKZ10-12 u Tablici 2.), koji se
induciraju putem dodatka iona bakra (Pcuri), ili galaktozom (PcaL1). Konstrukti su

klonirani u centromerni plazmid koiji je u stanici prisutan u jednoj do dvije kopije te se zbog
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prisutnosti centromerne regije prilikom stanicne diobe pravilno segregira izmedu stanica
majke i kceri. Plazmidi su transformirani u divlji tip kvasca te je metodom Western blota
koristeCi anti-tau protutijelo ispitana ekspresija proteina tau u neinducirajuéim i
induciraju¢im uvjetima (slika 1.A-D). Kao kontrolu za specificnost anti-tau signala smo
koristili stanice transformirane s praznim plazmidom koji je koristen kao okosnica za
konstrukciju plazmida PcupucaL-tau. Indukcija ekspresije konstrukta Pcupi-tau je
provedena dodatkom 400 uM CuSOa4 u uzgojni medij, a u slu€aju konstrukta PcaLi-tau
koristenjem medija s galaktozom te inkubacijom od dva sata. Dobiveni rezultati na
Western blotu pokazuju proteinske vrpce odgovarajuce veli€ine prisutne nakon indukcije
ekspresije tau, tj. induciranu ekspresiju tau proteina (slika 1.A-D).

Toksi¢nost tau proteina ispitali smo mjerenjem vijabilnosti, odnosno
reproduktivnog kapaciteta stanica koje inducibilno eksprimiraju tau protein. Kako bismo
ispitali utjeCe li ekspresija tau na vijabilnost i reproduktivni kapacitet stanica, koristili smo
kvalitativno-semikvantitativnu metodu testa rasta. Ovim testom posredno se zaklju€uje o
vijabilnosti stanica na temelju njihovog reproduktivhog kapaciteta, odnosno sposobnosti
stanica da se podijele. Stanice logaritamske kulture nacijepljene su u decimalnim
razrjedenjima na krute podloge s ili bez induciraju¢eg agensa te je pracen porast kolonija
nakon tri dana inkubacije. Usporedbom rasta stanica divljeg tipa koje nose plazmid za
inducibilnu ekspresiju tau i onih koje nose prazni vektor, nije uoCena razlika te rezultat
pokazuje da ekspresija tau ne utjeCe na vijabilnost stanica divljeg tipa kvasca (slika

1.E,F), $to je u skladu s ranije objavljenim nalazima (55).

5.1.1. Ispitivanje utjecaja ekspresije proteina tau s povecanom fosforilacijom na vijabilnost

stanica

PoviSsena fosforilacija tau u korelaciji je s nakupljanjem agregata proteina tau u
neurofibrilarne snopi¢e u neuronima zahvacéenih dijelova mozga, a samo napredovanje
bolesti, kao i stupanj kognitivnog oStecCenja, u izravnoj su korelaciji s brojnosScu
neurofibrilarnih snopi¢a. Ranija studija je pokazala kako je tau u kvascu fosforiliran te u

mutantima s delecijom za fosfokinazu Pho85 (koja indirektnim u€inkom na kinazu Mds1
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dovodi do smanjene fosforilacije tau (70)) dolazi do hiperfosforilacije tau i konformacijskih
promjena koje pokrecu agregaciju tau u stanicama kvasca (55). Kako bismo istraZili je i
ekspresija proteina tau s poviSenom fosforilacijom toksiCna za stanice kvasca, ispitali smo
vijabilnost stanica soja u uvjetima povecane fosforilacije tau. U tu svrhu koristili smo soj
s delecijskom mutacijom za gen PHO85 (pho85A), za koji je prethodno pokazano da ima
povecanu fosforilaciju tau te smo u ovom soju inducirali ekspresiju tau s konstrukta Pcupi-
tau dodatkom 100 yM CuSO4 u medij. Usporedbom porasta stanica divljeg tipa i pho85A
koje nose plazmid za inducibilnu ekspresiju tau i onih koje nose prazni vektor, nije uo¢ena
razlika u rastu stanica, osim generalno sporijeg rasta stanica pho85A koji je neovisan o
ekspresiji tau te je vidljiv i u slu€aju stanica transformiranih s praznim plazmidom. Rezultat
pokazuje kako ekspresija proteina tau ne utjeCe na vijabilnost stanica soja mutanta
pho85A (slika 1.G), §to ukazuje na to da tau s povisenom razinom fosforilacije nije

toksi¢an za divlji tip stanica kvasca.
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Slika 1. Vijabilnost stanica kvasca divljeg tipa uz induciranu ekspresiju proteina tau. (A)
Shema konstrukta Pcupi-tau za indukciju ekspresije neobiljeZenog proteina tau ionima bakra. (B)
Inkubacijom 2 h u mediju s 400 uM CuSO, inducirana je ekspresija tau pod kontrolom promotora
CUP1. (C) Shema konstrukta Pgcaii-tau za indukciju ekspresije neobiljezenog proteina tau
galaktozom. (D) Uzgojem stanica dva sata na galaktozi inducirana je ekspresija tau pod kontrolom
promotora GAL1, dok u stanicama uzgajanim na mediju s glukozom nema ekspresije proteina
tau. (E) i (F) Stanice su uzgojene do logaritamske faze rasta te su decimalna razrjedenja kulture
nacijepljena na krutu podlogu sa i bez 400 uM CuSO. (E) ili s galaktozom odnosno glukozom (F).
Ploce su fotografirane nakon 3 dana rasta. Ekspresija proteina tau ne utje¢e na rast stanica divijeg
tipa. (G) Eskpresija proteina tau ne utje¢e na vijabilnost stanica mutanta pho85A. U eksperimentu
je koriSten konstrukt s neobiljeZzenim proteinom tau pod kontrolom inducibilnog promotora CUP1
koji se inducira ionima bakra. Decimalna razrjedenja stanica nacijepljena su na plo¢e sa 100 uM
CuSO04, inkubirane pri temperaturi od 30°C i fotografirane nakon 3 dana. Reprezentativna slika iz
3 neovisna eksperimenta.
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5.1.2. Ispitivanje utjecaja ekspresije proteina tau na vijabilnost stanica kvasca u

uvjetima proteotoksi¢nog stresa

Prethodni rezultati pokazali su kako ekspresija tau proteina Covjeka ne dovodi do
toksi¢nosti kod kvasca divljeg tipa (slika 1.). No, buduc¢i da je moguce da u stanicama
divljeg tipa sustav za odrzanje homeostaze proteina kompenzira ucinke nakupljanja
proteina tau, u sljede¢em koraku Zeljeli smo ispitati dovodi li kombinacija ekspresije
proteina tau do sintetskog ucinka na vijabilnost stanica u uvjetima optereéenja stanica
pogresno smotanim proteinima, tj. proteotoksi¢nog stresa.

Kako bismo inducirali nakupljanje pogreSno smotanih proteina u stanici te tako izazvali
proteotoksiCni stres, najprije smo izlozili stanice blagom temperaturnom stresu.
Ekspresija tau je inducirana u stanicama izlozenim blagom temperaturnom stresu (37 °C,
u odnosu na 30 °C, Sto je optimalna temperatura za rast kvasca) koje imaju vece
opterecenje pogreSno smotanim proteinima, i viSe proteinskih agregata (71). Nadalje,
kako bismo postigli uvjete proteotoksi€noga stresa, eksprimirali smo tau u delecijskom
mutantu za gen RPN4 (rpn4A). Rpn4 je transkripcijski Cimbenik za gene (26S)
proteasoma, stoga stanice rpn4A mutanta imaju smanjeni kapacitet razgradnje proteina
sustavom ubikvitin-proteasoma, nuznog za odrzavanje homeostaze proteina.
Usporedbom porasta stanica s inducibilnom ekspresijom tau uzgojenih na optimalnoj i
povisenoj temperaturi te rasta stanica rpn4A mutanta i divljeg tipa, nije uoCena razlika.
Buduci da ekspresija proteina tau ne utjeCe na vijabilnost stanica uzgajanih pri povisenoj
temperaturi od 37°C (slika 2.B), kao ni na vijabilnost ron4A mutanta s naruSenim
kapacitetom sustava ubikvitin-proteasoma (slika 2.C), rezultati ukazuju na to da protein
tau ne dovodi do toksi¢nosti u kombinaciji s blagim proteotoksi¢nim stresom u stanicama

kvasca.
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Slika 2. Ekspresija tau u uvjetima proteotoksicnog stresa ne utjec¢e na vijabilnost stanica
kvasca. (A) U eksprimentima je koristen plazmid pKZ12 s konstruktom PGAL1-tau, u kojem se
neobiljeZeni protein tau nalazi pod kontrolom inducibilnog promotora GAL1 Cija se ekspresija
inducira rastom stanica na mediju s galaktozom. (B) Ekspresija proteina tau ne utjeCe na rast
stanica s naru$enim sustavom kontrole kvalitete proteina. Decimalna razrjedenja stanica
nacijepljena su na plo¢e s glukozom ili galaktozom, inkubirane pri temperaturi od 30°C i
fotografirane nakon 3 dana. Reprezentativha slika iz 3 neovisna eksperimenta. (C) Ekspresija
proteina tau ne utie¢e na rast stanica uzgajanim pri povisenoj temperaturi od 37°C. Decimalna
razrjedenja stanica nacijepljena su na ploce s glukozom ili galaktozom, inkubirane pri temperaturi
od 30°C i 37°C te fotografirane nakon 3 dana. Reprezentativna slika iz 3 neovisna eksperimenta.
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Nakupljanje osteéenih ili pogreSno smotanih proteina aktivira stani¢ni odgovor na
oStecene proteine ( UPR). Bitne komponente signalizacijskog puta UPR su Irel, protein
koji funkcionira kao senzor stresa ER-a i dovodi do aktivacije proteina Hacl te Hacl,
transkripcijski  Cimbenik koji aktivira ekspresiju gena za suzbijanje posljedica
proteotoksicnog stresa, kao sto su ER Saperoni i komponente puta razgradnje pogresno
smotanih proteina. Buduéi da ekspresija pogreSno smotanih proteina u stanicama
inducira UPR te u mutantima ire1A i hac1A dovodi do sporijeg rasta stanica (72), kako
bismo ispitali inducira li tau u kvascu UPR, tau je inducibilno eksprimiran u stanicama s
deletiranim genima za Irel i Hacl koje su izloZzene povisenoj temperaturi uslijed ¢ega
dolazi do povecane koliCine pogresno slozenih proteina u stanici. U usporedbi s divljim
tipom, stanice mutanata za UPR ire1A i hac1A pokazale su jednaku stopu rasta s ili bez
ekspresije tau (slika 3. B i C, usporedba rasta stanica na 30 °C na mediju s galaktozom,
odnosno glukozom), a sli€no je uoCeno i u uvjetima uzgoja stanica na poviSenoj
temperaturi (slika 3. B i C). Buduci ekspresija proteina tau ne utje€e na rast stanica
mutanata ire1A i hac7A, rezultat ukazuje na to da ekspresija proteina tau u kvascu ne
inducira UPR, odnosno da protein tau Covjeka eksprimiran u stanici kvasca nije pogresno
smotan ili prepoznat kao aberantan protein te tau ne interferira sa stani¢nim putem UPR-

a kvasca.
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Slika 3. Ekspresijatau u uvjetima narusenog UPR-a ne utjece na vijabilnost stanica kvasca.
(A) U eksprimentima je koriSten plazmid pKZ12 s konstruktom PGAL17-tau, u kojem se
neobiljeZzeni protein tau nalazi pod kontrolom inducibilnog promotora GAL1 Cija se ekspresija
inducira rastom stanica na mediju s galaktozom. (B) Ekspresija proteina tau ne utjeCe na rast
stanica s naruSenim UPR-om u mutantima ire1A. Decimalna razrjedenja stanica nacijepljena su
na ploce s glukozom ili galaktozom, inkubirane pri temperaturi od 30°C i 37°C te fotografirane
nakon 3 dana. Reprezentativna slika iz 3 neovisna eksperimenta. (C) Ekspresija proteina tau ne
utjeCe na rast stanica s narusenim UPR-om u mutantima hac1A. Decimalna razriedenja stanica
nacijepljena su na ploce s glukozom ili galaktozom, inkubirane pri temperaturi od 30°C i 37°C te
fotografirane nakon 3 dana. Reprezentativna slika iz 3 neovisna eksperimenta.

36



Zaklju€no, rezultati ispitivanja utjecaja tau na vijabilnost stanica ukazuju na to da
ekspresija tau u kvascu ne dovodi do toksi¢nog ucinka kako u uvjetima normalnog rasta

stanica, tako ni u ispitanim uvjetima proteotoksi¢nog stresa.
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5.2. lIspitivanje unutarstaniCne Iokalizacije proteina tau Covjeka eksprimiranog u

stanicama kvasca

Kako bismo ispitali lokalizaciju proteina tau Covjeka eksprimiranog u stanicama
kvasca, konstruirali smo fuzijski protein tau-sfGFP u kojem je tau na C-terminalnom kraju
fuzioniran sa zelenim fluorescentnim proteinom, tzv. superfolder GFP (sfGFP) te ga stavili
pod kontrolu konstitutivnog promotora gena TEF1 (pKZ24 u Tablici 2). Konstrukt Prer1-
tau-sfGFP na plazmidu je unesen u stanice kvasca divljeg tipa koje su uzgojene do
logaritamske faze rasta, u kojoj se stanice aktivno dijele te je lokalizacija fuzijskog
proteina ispitana pomocu fluorescentnog mikroskopa. tau-sfGFP difuzno je lokaliziran u
citoplazmi stanica logaritamski rastuce kulture divljeg tipa kvasca (slika 4.), $to je u skladu
S ranije objavljenim nalazima (74) te ukazuje na to da tau u stanicama kvasca ne tvori

vidljive agregate.

10 um

Slika 4. Lokalizacija tau proteina u stanicama kvasca. Kultura stanica kvasca divljeg tipa u
logaritamskoj fazi, s konstruktom Preri-tau-sfGFP (pKZ24)
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U sljedecem koraku ispitali smo dovodi li proteotoksicni stres do pojave vidljivih
agregata tau u stanicama kvasca. Lokalizaciju tau-sfGFP ispitali smo u stanicama
tretiranim dva sata 1 mM L-azetidin-karboksilnom kiselinom (AzC), koja je toksi¢ni analog
L-prolina te uzrokuje poviSenu razinu pogresno smotanih proteina u stanici (slika 5.E) te
u rpn4A mutantu sa smanjenim kapacitetom razgradnje proteina proteasomima (slika
5.D). U opisanim uvjetima lokalizacija tau-sfGFP u citoplazmi je bila difuzna, sli¢no kao u
kontrolnim stanicama divljeg tipa kvasca (slika 5.A).

Nadalje, u svrhu ispitivanja lokalizacije proteina tau pri uvjetima drugih vrsta stresa,
logaritamski rastuée stanice divljeg tipa kvasca koji eksprimiraju tau-sfGFP su podvrgnute
hiperosmotskom stresu izazvanim tretmanom dva sata s 0,55 M natrijevim kloridom (slika
5.B) te oksidacijskom stresu izazvanim tretmanom od dva sata s 50 yM menadionom
(slika 5.C). Sli¢no kao u netretiranim stanicama (slika 5.A), tau-sfGFP je pokazao difuznu
lokalizaciju u citoplazmi.

Zaklju€no, ispitani uvjeti stanicnog stresa ne dovode do pojave vidljivih agregata

proteina tau u stanicama kvasca.
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Slika 5. Lokalizacija tau proteina u uvjetima razli¢itih tipova staniénog stresa. Ispitivani
uvjeti nisu utjecali na lokalizaciju tau-sfGFP fuzija u stanicama logaritamski rastuce kulture divijeg
tipa kvasca. (A) netretirane stanice (B) stanice mutanta rpn4A (C) tretman 1 mM L-azetidin-
karboksilnom kiselinom, koja izaziva proteotoksicni stres u stanicama (D) tretman 0,65 M NaCl,
koji izaziva hiperosmotski stres u stanicama (E) tretman 50 uM menadionom, koji izaziva
oksidacijski stres u stanicama.
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5.2.1. Ispitivanje unutarstanicne lokalizacije proteina tau Covjeka eksprimiranog u

stanicama kvasca tijekom stani¢nog starenja

Buduci da je starenje jedan od glavnih ¢imbenika u nastanku patologije povezane
s agregacijom proteina tau kod Alzheimerove bolesti te da starenjem opada sposobnost
stanica da odrzavaju homeostazu proteina, Sto se ocCituje u nakupljanju osteéenih i
pogreSno smotanih proteina u agregate (75), na modelu tau proteina Covjeka
eksprimiranog u stanicama kvasca Zeljeli smo ispitati utjeCe li proces stani¢nog starenja
na pojavu vidljivih agregata proteina tau.

U sljedecem koraku ispitali smo utjeCe li proces staniCnog starenja na pojavu
agregata tau. Kvasac Saccharomyces cerevisiae Cesto je koristen model u istrazivanju
staninog starenja te kod kvasca postoji mogucnost istraZivanja dvije vrste starenja,
kronoloSkog i replikativnog. Replikativno starenje opisuje potencijal stanice da se podijeli
i oznaCava broj dioba koje stanica majka moze proci prije senescencije, a temelji se na
asimetricnoj diobi gdje se mogu razluciti stanice majke i kéeri. KronoloSko starenje s
druge strane opisuje kapacitet stanice koja se ne dijeli da u stacionarnoj fazi kroz vrijeme
zadrzi reproduktivni kapacitet.

Buducdi da logaritamski rastu¢a kultura sadrzi vrlo mali postotak replikativno starih
stanica, (u svrhu obogacivanja replikativno starih stanica) koristili smo protokol za
obogacivanje kulture stanicama majkama (engl. mother enrichment program, MEP).
Protokol se temelji na MEP-soju s inducibilnim genetskim sustavom koji omoguc¢ava
normalan replikativni zZivotni vijek stanica majki, dok je proliferativni potencijal stanica
kéeri eliminiran (76) te na oznacCavanju stanica majki vezanjem biotina na stani¢nu
stijenku. U stanicama MEP-soja smo eksprimirali tau-sfGFP s promotora gena TEF1,
kulturu stanica obogatili za stanice majke putem MEP-protokola te oznacili stanice majke
s biotinom i crveno fluorescentno obojenim neutravidinom. Stanice su skupljene 24 h
nakon pokretanja programa za obogacivanje stanica majki, kada su stanice majke
oznacene biotinom stare oko 15-20 generacija (76). Reprezentativni rezultat pokazan je
na slici 6.A, gdje zeleni kanal pokazuje fuzije tau-sfGFP, dok su na crvenom kanalu
vidljive biotinom i neutravidinom crveno obiljeZzene stani¢ne stijenke stanica majki.

Lokalizacija fuzijskog proteina u replikativho starim stanicama majkama pokazala je
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difuznu lokalizaciju tau-sfGFP bez inkluzija te bez uocljive razlike u lokalizaciji tau-sfGFP
izmedu stanica majki i stanica kéeri (slika 6.). Rezultat ukazuje na to da tijekom
replikativnhog starenja u stanicama kvasca ne dolazi do nakupljanja proteina tau u vidljive
agregate ili inkluzije.
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Slika 6. Lokalizacija tau proteina u klulturi obogaéenoj replikativno starim stanicama.
Stanice MEP soja transformirane plazmidom pKZ24 (pTEF1-tau-sfGFP) 48 h nakon indukcije
MEP programa dodatkom estradiola finalne koncentracije 1 uM. Stani¢na stienka stanica majki
obiljezena biotinom i obojana crveno fluoresciraju¢im neutravidinom. Snimlijeno konfokalnim
mikroskopom.

U svrhu istrazivanja kronoloskog starenja kvasca, stanice se uzgajaju u tekucoj
kulturi vise dana bez promjene medija, Sto dovodi do iscrpljenja glukoze u mediju i
posljedi€nog zaustavljanja stani¢nog ciklusa te kronoloSkog starenja stanica. Buduci da
promotor gena TEF1, koji je bio koriSten za ekspresiju tau-sfGFP u logaritamski rastuéim
i replikativno starim stanicama, nije bio eksprimiran u stanicama u starvaciji (podatak nije
prikazan), za ekspresiju tau-sfGFP tijekom kronoloSkog starenja koristili smo promotor
gena PIR3, koji kodira protein stani¢ne stijenke. Promotor gena PIR3 aktivan je samo u
prva tri dana uzgoja stanica u uvjetima starvacije za glukozu (podatak nije prikazan),
stoga je ispitivanje lokalizacije proteina tau ispitano treCeg dana kulture stanica, tj. u ranoj
fazi kronoloskog starenja kvasca.

Provjera lokalizacije fuzijskog proteina tau-sfGFP u tri dana kronoloSki starim
stanicama pokazala je kako otprilike 10 % stanica ima perinuklearno lokalizirane toCkaste
inkluzije (slika 7.). Kako bismo provjerili jesu li opazeni tau-sfGFP agregati u kronoloski
starim stanicama neovisni o0 fuzioniranom fluorescentnom reporteru, konstruirali smo
fuzijski protein u kojem je tau na N-terminalnom kraju oznacen s drugim fluorescentnim
proteinom, NeonGreen (NeonGreen-tau, slika 7.). Ispitivanje lokalizacije fuzijskog
proteina NeonGreen-tau u stanicama tri dana stare kulture pokazalo je difuznu
lokalizaciju signala te nisu uocene inkluzije (Slika 7.). Rezultat ukazuje na to da tijekom
ispitanih pocetnih faza kronoloSkog starenja ne dolazi do stvaranja vidljivih agregata
proteina tau te da su agregati tau-sfGFP primijeceni u 10 % kronoloski starih stanica
vjerojatno posljedica agregacije proteina sfGFP, a ne agregacije proteina tau uslijed

starvacije za glukozu ili kronoloSkog starenja.
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Slika 7. Lokalizacija tau proteina u 3 dana starim stanicama stacionarne kulture kvasca.
Divlji tip BY4741 transformiran plazmidom pKzZ37 (PPIR3-tau-sfGFP) i s crveno obiljezenim
proteinom jezgrine pore Nup49-mScarlet — gornji panel, te stanice divljeg tipa BY4741
transformirane plazmidom pKz51 (PPIR3-NeonGreen-tau) — donji panel. 3 dana stare stanice
stacionarne kulture snimljene konfokalnim mikroskopom.

Zaklju€no, rezultati ispitivanja lokalizacije proteina tau ukazuju na to da tau u
stanicama kvasca ne tvori agregate vidljive fluorescentnim mikroskopom. Kako bismo
ispitali dolazi li u stanicama kvasca do stvaranja ranih struktura u nastanku tau agregata,
poput topljivih tau oligomera te koji Cimbenici pospjeSuju stvaranje oligomera, u nastavku
istrazivanja konstruirali smo luminiscentni reporter tau-NanoBiT za detekciju interakcija

proteina tau-tau.
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5.3. Dizajn, konstrukcija i uspostava luminiscentnog reportera za ispitivanje

oligomerizacije tau proteina ¢ovjeka eksprimiranog u kvascu Saccharomyces cerevisiae

U svrhu istrazivanja Cimbenika oligomerizacije | agregacije proteina tau,
konstruirali smo reporterski sustav za detekciju interakcija proteina tau, temeljen na

luciferazi — tau-NanoBIT, prilagoden za koriStenje u stanicama kvasca (slika 8.A).
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Slika 8. Dizajn reporterskog sustava tau-NanoBiT (A) llustracija testa NanoBiT za
kvantifikaciju oligomerizacije proteina tau. Reporter je modificirana luciferaza (NanoLuc), koja
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uslijed interakcije dvaju molekula tau obiljezenih s njezinim dijelovima — malom podjedinicom
(SmBIT) i velikom podjedinicom (LgBiT) — formira funkcionalan enzim, Sto se moZe mjeriti
enzimskom aktivnosti luciferaze putem ocCitavanja luminiscencije. (B) Dizajn konstrukata tau-
NanoBit. Sheme prikazuju mape ekspresijskin kazeta vektora za ekspresiju u kvascu. Genski
inserti su pod kontrolom umjerenog konstitutivnog promotora TDH3 (Prons) i sadrZe C-terminalne
fuzije epitopskih oznaka HA i V5. Konstrukti su integrirani na jedan zajedni¢ki plazmidni vektor
(pKZ8) u antiparalelnom smjeru.

NanoBIT reporter za detekciju interakcije proteina temelji se na luciferazi NanoLuc
podijeljenoj na dvije podjedinice, malu podjedinicu veli€¢ine 1.3 kDa, (SmBIT) i veliku
podjedinicu veli¢ine 18 kDa (LgBiT). Mala i velika podjedinica imaju vrlo nizak afinitet
medusobnog vezanja, stoga njihova interakcija, odnosno rekonstitucija enzima
luciferaze, ovisi 0 moguénosti interakcije proteina fuzioniranih s podjedinicama.

Reporterski sustav tau-NanoBiT za ispitivanje interakcija izmedu dvaju molekula
proteina tau dizajnirali smo tako da smo podjedinice luciferaze NanoLuc - SmBIT i LgBiT
- spojili na C-terminalni kraj proteina tau, izoforme 2N4R. Shema konstrukata prikazana
je na slici 5.8.B. Sekvence smo optimizirali za ekspresiju u Saccharomyces cerevisiae na
nacin da smo kodone izvorne sekvence koji se najrjede koriste u kvascu zamijenili
ucCestalijima. Kako bismo na Western blotu mogli razlikovati ekspresiju fuzijskih proteina
tau-SmBIT i tau-LgBiT, svaki konstrukt smo genetski oznacili razli¢itom oznakom epitopa
(epitop HA u slu€aju tau-SmBIT, odnosno epitop V5 u slu€aju tau-LgBiT), a kako bismo
smanijili vjerojatnost utjecaja fuzije na strukturu proteina, izmedu epitopskih oznaka i C-
terminalno spojenih podjedinica postavili smo fleksibilne poveznice aminokiselinskog
sljeda Gly-Ser (tau-HA-Gly-Ser-SmBIT, odnosno tau-V5-Gly-Ser-LgBiT). Zbog
jednostavnosti, u nastavku teksta, konstrukti se nazivaju tau-SmBIT i tau-LgBIT.

Oba konstrukta stavili smo pod kontrolu konstitutivno aktivnog promotora gena
TDH3. Konstrukte Ptphs-tau-LgBIT i PrpoHs-tau-SmBIiT smo integrirali u jedan zajednicki
plazmidni vektor, ali u antiparalelnom smjeru, tj. u obrnutim orijentacijama, kako bi se
izbjegao gubitak sekvenci zbog homologne rekombinacije izmedu istih dijelova sekvenci
za tau. Kako bismo osigurali umjerenu razinu ekspresije proteina tau te na taj nacin
smanjili vjerojatnost nespecificne interakcije proteina uslijed prekomjerne ekspresije

podjedinica, kao okosnicu plazmida odabrali smo vektorski plazmid s centromernom
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(CEN) sekvencom koja omogucuje segregaciju plazmida s kromosomima kvasca tijekom

staniCne diobe te se u stanici kvasca nalazi u jednoj do dvije kopije.

5.3.1. Optimizacija ekspresije konstrukata tau-LgBiT i tau-SmBIT

U pocCetnom dizajnu reportera, oba konstrukta (tau-LgBiT i tau-SmBIT) su se
nalazila na jednom zajedniCkom plazmidu (pKZ08). Ekspresiju fuzijskih proteina u
stanicama kvasca provjerili smo metodom Western blota koristeéi protutijelo tau5 koje
prepoznaje protein tau (slika 9.A). Stanice su bile transformirane s plazmidom koji nosi
samo tau-SmBIT (slika 9.A — jazice 3 i 4), samo tau-LgBIT (slika 9.A — jazice 5i 6), ili oba
konstrukta (slika 9.A — jazice 7 i 8, pKZ08). Kada su oba konstrukta bila prisutna u istoj
stanici (jazice 7 i 8 na slici 9.A), podjedinice tau-SmBIT i tau-LgBiT nisu bile eksprimirane
do sli¢ne razine, vec je razina proteina tau-SmBIT bila Cetiri puta viSa (kvantifikacija
prema ukupnom sadrzaju proteina je prikazana na slici 9.B), moguce zbog utiSavanja

ekspresije na razini transkripcije gena (77).
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Slika 9. Ekspresija reporterskog sustava tau-NanoBiT u stanicama kvasca (A) Ispitivanje
ekspresije konstrukata tau-NanoBIT u kvascu divljeg tipa soja BY4741. Stanice su uzgajane do
logaritamske faze rasta te su ukupni proteini analizirani Western blotom. Razine ekspresije tau-
NanoBiTa u stani¢nom lizatu detektirane su pomocu protutijela protiv tau (protutijelo taub). JaZice
1-2 sadrze proteine dva neovisna uzorka stanica diviljeg tipa transformiranih praznim vektorom,
3-4 stanice transformirane pKZ06 koji nosi konstrukt samo za tau-SmBIT, 5-6 stanice s pKzZ07
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koji nosi konstrukt tau-LgBIT, 7-8 stanice s pKZ08 koji nosi oba konstrukta. Kontrola nanoSenja
uzoraka na gel su ukupni staniéni proteini vizualizirani ,,stain free“ tehnologijom. (B) Kvantifikacija
taud signala prema ukupnom sadrzZaju proteina u stanicama koje eksprimiraju oba konstrukta —
tau-NanoBiT (jazice 7 i 8 na slici A).

lako je u ranijim studijama oligomerizacije proteina uspjeSno koriSten sustav
podijeljene luciferaze u uvjetima neujednacene ekspresije dvaju podjedinica (78,79),
kako bismo omogucili viSu aktivaciju reportera tau-NanoBiT, u sljedecem koraku
primijenili smo dva pristupa za smanjenje razlike u razini ekspresije konstrukata tau-
SmBIT i tau-LgBIiT. Prvo, buduéi da je moguce kako blizina konstrukata na plazmidu
dovodi do interferencije u transkripciji, konstruirali smo vektor (pKZ35) s dodatnim DNA
fragmentom od 84 parova baza (pb), tj. razmaknicom, izmedu DNA regija koje kodiraju
za tau-LgBIiT i tau-SmBIT (slika 10.A). U drugom pristupu, konstrukti su klonirani na dva
zasebna plazmida (pKZ06 i pKZ07) s razli€itim selekcijskim markerima (URA3 i LEU2) u
svrhu kotransformacije u istu stanicu (slika 10.B). Provjera ekspresije konstrukata
Western blotom pokazala je manju neujednacenost ekspresije dvaju podjedinica s
plazmida pKZ35 (Slika 10. B-D) u odnosu na pocetni plazmid bez razmaknice pKZ08
(Slika 10. A), iako je prisutnost gena za oba konstrukta u istoj stanici, bilo s jednog
zajednic¢kog plazmida s razmaknicom (pKZ35) ili s dva zasebna plazmida (pKz06/
pKZ07), jos uvijek rezultirala smanjenjem razine ekspresije tau-SmBIiT u odnosu na tau-
LgBIT (slika 10.D).
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Slika 10. Optimizacija konstrukata tau-NanoBiT u svrhu ujednacene ekspresije dvaju podjedinica
luciferaze. (A) Mapa vektora pKZ35. Izmedu DNA regija koje kodiraju za tau-LgBiT i tau-SmBIT
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umetnut je dodatni DNA fragment - razmaknica. (B) tau-LgBiT i tau-SmBIT klonirani su u dva
zasebna vektora s razli¢itim markerima selekcije (pKZ06 i pKZ07), tau-LgBIT je u vektor sa
selekcijom za uracil, a tau-SmBIT u vektor sa selekcijom za leucin. (C) Stanice su uzgajane do
logaritamske faze rasta te su ukupni proteini analizirani Western blotom. Razine ekspresije tau-
NanoBiTa u stani¢nom lizatu detektirane su pomocu protutijela protiv tau (tau5) i oznake epitopa
(HA i V5). U jazZici 1 su uzorci stanica koje nose prazni plazmid, 2 stanice s pKZ06, 3 stanice s
pKZ07, 4 stanice s pKZ35, 5 stanice s pKZ06 i pKz07. (D) Kvantifikacija tau5 signala prema
ukupnom sadrZaju proteina u stanicama koje eksprimiraju oba konstrukta — tau-NanoBiT (jazice
415 naslici C).

Zaklju¢no, promijenjenim dizajnom ekspresijskin plazmida smanjena je

neujednacenost u razini ekspresije dvaju podjedinica te smo u sljedec¢em koraku ispitali

rekonstituciju enzimatske aktivnosti reportera tau-NanoBiT.
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5.3.2. Ispitivanje aktivacije tau-NanoBIT reportera

Reporter NanoBIT dizajniran je tako da dimerizacijom dvaju fuzijskih proteina
dolazi do komplementacije enzima luciferaze i time rekonstitucije aktivnosti koja, nakon
dodatka supstrata Nano-Glo® za luciferazu NanoLuc, rezultira luminisencijom (63).
Mjerenje luminiscencije je pokazalo kako je razina Iluminiscencije stanica koje
eksprimiraju pojedinaéno samo tau-SmBIT ili samo tau-LgBiT zanemariva u odnosu na
stanice koje eksprimiraju tau-NanoBIT, tj. oba konstrukta (slika 11.). U stanicama koje su
izraZavale oba konstrukta, tau-SmBIT i tau-LgBIT (tj.tau-NanoBiT), do$lo je do povec¢anja
bioluminiscencije 3000 puta u stanicama s plazmidom pKZ35, odnosno 2200 puta kad su
konstrukti bili na zasebnim plazmidnim vektorima pKZ6 i pKZ7 (slika 11.). Zbog vise
razine aktivacije reportera tau-NanoBIT te radi jednostavnije provedbe eksperimenata, u
daljnjim eksperimentima koji zahtijevaju ekspresiju tau-NanoBiT-a (tj. ekspresiju oba
konstrukta, tau-LgBIT i tau-SmBIT, u istoj stanici) koriSten je plazmid pKZ35 s

razmaknicom od 84 pb izmedu njihovih terminatora (slika 10.A).
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Slika 5.11. Aktivacijareporteratau-NanoBiT u stanicama kvasca. Aktivnost luciferaze u Zivim
stanicama divljeg tipa kvasca soja BY4741. Svaka vrijednost predstavija srednju vrijednost *
standardnu devijaciju srednje vrijednosti iz tri neovisne kulture. (**P<0.001)
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Kako bismo ispitali je li uo¢ena aktivacija reportera tau-NanoBIT (slika 11.) rezultat
prisutnosti tau-oligomera u stanicama, odnosno rezultat specifiCne interakcije proteina
tau-tau, ili se radi o bazalnoj razini aktivacije reportera uslijed ko-ekspresije i ko-
lokalizacije fuzijskih proteina, razinu luminiscencije u stanicama koje eksprimiraju fuzije
tau s malom i velikom podjedinicom luciferaze usporedili smo s razinom luminiscencije
stanica u kojima je podjedinica luciferaze SmBIT fuzionirana s tau (tau-SmBIT), a
podjedinica LgBiT samo s epitopom V5 (V5-LgBIT, slika 12.A). No, bududi da je provjerom
ekspresije konstrukta V5-LgBIiT Western blotom utvrdeno kako V5-LgBIiT u stanicama nije
eksprimiran, ili je njegova razina preniska za detekciju Western blotom (rezultati nisu
prikazani), ovaj konstrukt nije bilo moguce koristiti kao kontrolu specifi¢nosti aktivacije
reportera NanoBiT.

Stoga smo, u svrhu provjere specificnosti aktivacije reportera tau-NanoBiT, u
sljede¢em koraku razinu luminiscencije stanica koje eksprimiraju tau-NanoBiT usporedili
s razinom luminiscencije stanica u kojima je jedna podjedinica luciferaze fuzionirana s
tau, a druga podjedinica je fuzionirana s proteinom za koji se prema literaturnim podacima
i ne oCekuje interakcija s tau proteinom. S tim ciljem, podjedinice luciferaze fuzionirali
smo s proteinima: zeleni fluorescentni protein sa sekvencom za lokalizaciju proteina u
jezgru (sfGFP-NLS, od engl. nuclear localization signal, NLS) (slika 12.B), gliceraldehid-
3-fosfat dehidrogenaza (Tdh3) (slika 12.C) i epitop 13 myc (slika 12.D). Za svaki
konstrukt, provjerili smo ekspresiju i prikazali kvantifikaciju.
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Slika 12. Sheme konstrukata fuzijskih proteina za ispitivanje specificnosti reportera tau-
NanoBiT (A) Velika podjedinica NanoLuc (IgBiT) obiljezena epitopom V5. (B) Mala podjedinica
NanolLuc obiljeZena epitopom HA i StGFP-NLS — plazmid dobiven ljubaznoScu prof. Andréassona
(C) Velika podjedinica fuzionirana na Tdh3 i obiljezena epitopom V5. (D) 13 ponavijanja epitopa
myc fuzionirani na veliku podjedinicu i obilieZzeni epitopom V5. Genski inserti su pod kontrolom
umjerenog konstitutivnog promotora PTDH3.

Kada su u istoj stanici eksprimirani tau-LgBiT i SmBIiT-sfGFP-NLS, razina
aktivacije luminiscentnog reportera slicna je razini aktivacije u stanicama koje
eksprimiraju oba konstrukta podjedinica fuzioniranih s tau proteinom, odnosno tau-
NanoBIT (slika 13). Kad su u istoj stanici eksprimirani tau-SmBIT i Tdh3-LgBIT, razina
aktivacije luminiscentnog reportera slicna je razini aktivacije u stanicama koje
eksprimiraju tau-NanoBIT (slika 14). NeocCekivano, aktivacija luciferaznog reportera 18
puta je viSa u stanicama koje eksprimiraju 13myc-LgBiT i tau-SmBIT u odnosu na stanice
koje eksprimiraju tau-NanoBIT (slika 15.), mogucée uslijed elektrostatskih interakcija
izmedu srediSnje regije tau s velikim brojem pozitivho nabijenih aminokiselinskih ostataka
i negativnog nabijenog proteina 13myc (Slika 15.C).

Zaklju€no, rezultati ukazuju na to da aktivacija reportera tau-NanoBIT u stanicama

divljeg tipa kvasca predstavlja bazalnu razinu aktivacije reportera NanoBIT uslijed ko-
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ekspresije i ko-lokalizacije fuzijskih proteina, tj. u stanicama divljeg tipa kvasca tau ne
tvori oligomere ili je njihova razina vrlo niska. U sljedec¢im koracima ispitali smo aktivaciju
reportera tau-NanoBiT u sojevima mutiranim za odredene signalne puteve ili u stanicama

izloZenim proteotoksicnom stresu.

56



2

B) SmBIT-
Tau- sfGFP-NLS,

)
g NanoBiT  Tau-LgBiT
3 1x109-
e
£ 8x10% SRR
=
L 6x10%-
8
©
2 4x10%- srwraradelded | anti-V5 (LgBiT)
c
8 2x10%
2
c
E 0 ' y - i-HA (SmBIT)
S . anti- mBi
S O &
@ O 3>
o"@ < ——— -
< ‘\\?‘
Q’

&Q ukupni proteini

(2 — - - .

.\»\'

Q
&

0 SmBi D)

mBIiT .

LgBiT
34 5-

N
1

1
ekspresija proteina

(relativni intenzitet signala)

ekspresija proteina
(relativni intenzitet signala)

o
I

4

N

Slika 13. Ispitivanje aktivacije reportera NanoBiT s konstruktom SmBIiT-sfGFP-NLS. (A)
Kvantifikacija bioluminiscencije u stanicama divljeg tipa BY4741 transformiranim plazmidima
pKZ35 (tau-NanoBiT) i stanicama transformiranim plazmidima pKZ06 (tau-LgBIT) i pCA1016

57



(SMBIT-SfGFP-NLS), uzgajanim do logaritamske faze rasta. Svaki stupac predstavlja srednju
vrijednost + SD relativnog intenziteta signala u 1 ml stanicne suspenzije iz 3 neovisne Kkulture.
Pojedinacne toCke na stupcima predstavijaju vrijednost relativnog intenziteta signala pojedinog
uzorka. Podaci su obradeni dvostranim Mann-Whintey testom. P = 0.1 (B) Nakon transformacije
divljeg tipa stanica s NanoBit-om ozna¢enim tau ili kontrolnim konstruktom SmBiT-sfGFP-NLS i
tau-LgBIT, stanice su uzgajane do logaritamske faze rasta te su ukupni proteini analizirani
Western blotom. Razine ekspresije tau-NanoBiTa u stanicnom lizatu detektirane su pomocu
protutijela protiv tau (tau5) i oznake epitopa (HA i V5). Prikazane su 3 neovisne replike za svaki
uzorak. (C) Graf prikazuje ekspresiju fuzija V5-LgBIT u stanicam koje eksprimiraju tau-NanoBiT
ili tau-LgBiT, SmBIT-sfGFP-NLS detektiranu pomocu anti-V5 protutijela. Svaki stupac predstavlja
srednju vrijednost £ SD relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema
ukupnom sadrZaju proteina. Podaci su obradeni dvostranim t testom. (D) Graf prikazuje
ekspresiju fuzija HA-SmBIT u stanicam koje eksprimiraju tau-NanoBiT ili tau-LgBiT, SmBIT-
sfGFP-NLS, detektiranu pomocu anti-HA protutijela. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost
+ SD relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrZaju
proteina. Podaci su obradeni dvostranim t testom.
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Slika 14. Ispitivanje aktivacije reportera NanoBiT s konstruktom Tdh3-LgBiT. (A)
Kvantifikacija bioluminiscencije u stanicama divljeg tipa BY4741 transformiranim plazmidom
pKZ35 (tau-NanoBiT) i plazmidima pKZ05 (tau-SmBiT) i pKZ15 (Tdh3-LgBIiT). Svaki stupac
predstavlja srednju vrijednost + SD relativnog intenziteta signala u 1 ml stani¢ne suspenzije iz 3
neovisne kulture. Pojedinacne toCke na stupcima predstavijaju vrijednost relativnog intenziteta
signala pojedinog uzorka. Podaci su obradeni Mann-Whitney testom. P >0,9999. (B) Nakon
transformacije stanica s NanoBit-om oznac¢enim tau ili kontrolnog konstrukta TDH3-LgBIT,
stanice su uzgajane do logaritamske faze rasta te su ukupni proteini analizirani Western blotom.
Razine ekspresije tau-NanoBiTa u stanicnom lizatu detektirane su pomocu protutijela protiv tau
(taub) i oznake epitopa (HA i V5). (C) Graf prikazuje ekspresiju fuzija V5-LgBIiT u stanicam koje
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eksprimiraju tau-NanoBIT ili Tdh3-LgBiT i tau-SmBiT, detektiranu pomocu anti-V5 protutijela.
Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost + SD relativnog intenziteta signala na Western blotu
normaliziranog prema ukupnom sadrzaju proteina. (D) Graf prikazuje ekspresiju fuzija HA-SmBIT
u stanicam koje eksprimiraju tau-NanoBIT ili Tdh3-LgBiT i tau-SmBIT detektirane pomocu anti-
HA protutijela. Svaki stupac predstavija srednju vrijednost + SD relativnog intenziteta signala na
Western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrZaju proteina.
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Slika 15. Ispitivanje aktivacije reportera NanoBiT s konstruktom 13myc-LgBiT. (A)
Kvantifikacija bioluminiscencije u stanicama divljeg tipa BY4741 transformiranim plazmidom
pKZ35 (tau-NanoBiT) i plazmidima pKZ05 (tau-SmBIT) i pKZ20 (13myc-LgBiT). Svaki stupac
predstavija srednju vrijednost + SD relativnog intenziteta signala u 1 ml stani¢ne suspenzije iz 2
neovisne kulture. PojedinaCne toCke na stupcima predstavijaju vrijednost relativnog intenziteta
signala pojedinog uzorka. Podaci su obradeni dvostranim t testom. P= 0,0132, t=8,623, df=2. (B)
Nakon transformacije stanica, stanice su uzgajane do logaritamske faze rasta te su ukupni
proteini analizirani Western blotom. Razine ekspresije tau-NanoBiTa u staniénom lizatu
detektirane su pomocu protutijela protiv tau (tau5) i protiv myc.
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5.3.4. Aktivacija reporterskog sustava tau-NanoBIiT u mutantima s povisenom razinom
agregata tau proteina netopljivih u sarkozilu

Ranija studija je pokazala da sojevi kvasca s delecijama gena RIM1 i SOD2, u
kojima dolazi do oksidacijskog stresa te s delecijom gena za kinazu Pho85, kod koje na
indirektan nacin, dolazi do fosforilacije proteina tau (55), sadrze poviSenu razinu agregata
tau netopljivih u sarkozilu u odnosu na divlji tip stanica kvasca (56). U navedenoj studiji
(56) razina sarkozil-netopljivog tau u odnosu na ukupni tau odredena je semi-
kvantitativnim Western blotom te je bila vrlo niska (0.02 % ukupnog proteina tau u
stanicama divljeg tipa, 0.4 % u pho85A i sod2A mutantu te 0.2 % u rim1A mutantu (56).
U ovom radu zeljeli smo ispitati moze li se u navedenim mutantima detektirati poviSena
aktivacija reportera tau-NanoBIT u odnosu na divlji tip stanica. U tu svrhu, transformirali
Smo sojeve pho85A, sod2A i rim1A s plazmidima za tau-NanoBiT i izmjerili luminiscenciju.
Western blotom s protutijelom koje specificno detektira tau fosforilian na serinu 409
provjerili smo fosforilaciju tau te, u skladu s ranije objavljenim nalazima (55), primijetili da
je fosforilacija tau u stanicama mutanta pho85A povec¢ana u odnosu na divlji tip stanica
(slika 16.C). Nadalje, u navedenim stanicama ispitali smo aktivaciju reportera tau-
NanoBiT-a te uodili kako je u mutantu pho85A luminiscencija bila oko Cetiri puta veca u
odnosu na divlji tip stanica (WT) (slika 16.A). U mutantu sod2A povecéanje luminiscencije
u odnosu na stanice divljeg tipa bilo je nesto umjerenije (slika 16.A), dok u mutantu rim7A
nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika u aktivaciji tau-NanoBiTa u odnosu na divlji tip
stanica (slika 16.A). UoCena aktivacija reportera tau-NanoBiT (slika 16.A) u korelaciji je s
razinom sarkozil-netopljivog tau u mutantima pho85A, sod2A i riml1lA (56) te ukazuje na
to da aktivacija reportera tau-NanoBiT odrazava prisutnost agregata proteina tau, ili tau

oligomera kao ranih stadija u nastanku agregata.
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Slika 16. Ispitivanje aktivacije reportera tau-Nanobit u stanicama mutanata rim1A, sod2A i
pho85A. (A) Kvantifikacija bioluminiscencije u stanicama divljeg tipa BY4741 i mutanata rim1A,
pho85A sod2A transformiranima plazmidom pKZ35 (tau-NanoBiT). Svaki stupac predstavlja
srednju vrijednost £+ SD relativnog intenziteta signala u 1 ml stanicne suspenzije iz 2 neovisne
kulture. Pojedinacne toCke na stupcima predstavijaju vrijednost relativnog intenziteta signala
pojedinog uzorka. Podaci su obradeni dvostranim t testom *P=0,0414, t=4,759, ** P=0,0045,
t=14,86 (B) Stanice su uzgajane do logaritamske faze rasta te su ukupni proteini analizirani
Western blotom. Razine ekspresije tau-NanoBiTa u stanicnom lizatu detektirane su pomocu
protutijela protiv tau (protutijelo tau5) i protiv tau fosforiliranog na ser409 (PG5). (C) Graf prikazuje
razinu fosforiliranog tau (PG5) normaliziranog prema sadrzaju ukupnog tau u uzorcima u odnosu
na WT.
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5.3.5. Aktivacija tau-NanoBIT reportera u uvjetima proteotoksi¢noga stresa

S obzirom na to da se narusena homeostaza proteina i posljedi¢ni proteotoksicni
stres smatra moguéim uzrokom neurodegenerativnih bolesti (80), kako bismo ispitali
utjecaj proteotoksiCnog stresa na oligomerizaciju proteina tau, podvrgnuli smo stanice
razli€itim uvjetima koji dovode do proteotoksi¢nog stresa te ispitali aktivaciju reportera
tau-NanoBiT.

U svrhu naruSavanja homeostaze proteina u stanici, reporter tau-NanoBiT
eksprimiran je u stanicama s deletiranim genom RPN4 (slika 17.) u kojemu zbog
smanjene biogeneze proteasoma dolazi do proteotoksi¢nog stresa. U mutantima rpn4A
nismo zabiljezili statistiCki znacajan porast bioluminiscencije u odnosu na divlji tip stanica
(slika 17.A), Sto ukazuje na to da smanjeni kapacitet proteasoma u stanicama ne dovodi

do agregacije proteina tau.
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Slika 17. Ispitivanje aktivacije tau-Nanobit sustava u stanicama s nizom razinom
proteasoma. (A) Kvantifikacija bioluminiscencije u stanicama rpn4A u odnosu na WT. Svaki
stupac predstavija srednju vrijednost £ SD relativnog intenziteta signala u 1 ml stani¢ne
suspenzije iz 5 neovisnih kultura. Pojedinaéne tocke na stupcima predstavijaju vrijednost
relativnog intenziteta signala pojedinog uzorka. Podaci su obradeni dvostranim t testom. P
=0,0696, t=2,094 (B) Ekspresije konstrukata u stanicnom lizatu detektirane su pomocu antitijela
protiv tau i epitopskih oznaka. Prikazane su 3 neovisne replike za svaki uzorak. (C) Graf prikazuje
ekspresiju fuzija V5-LgBIT u stanicama koje eksprimiraju tau-NanoBiT, detektiranu pomocu anti-
V5 protutijela. Svaki stupac predstavija srednju vrijednost £ SD relativnog intenziteta signala na
Western blotu normaliziranog prema ukupnom sadrZaju proteina. Podaci su obradeni dvostranim
t testom. Ekspresija tau-LgBIT u prosjeku je 1,5 puta veca u divljem tipu nego u rpn4A mutantu
(P= 0,0234, t=3,569). (D) Graf prikazuje ekspresiju fuzija HA-SmBIT u stanicama koje
eksprimiraju tau-NanoBiT, detektiranu pomocu anti-HA protutijela. Svaki stupac predstavlja
srednju vrijednost £ SD relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema
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ukupnom sadrZaju proteina. Podaci su obradeni dvostranim t testom. Ekspresija tau-SmBIT u
prosjeku je 1,2 puta veca u rpn4A stanicama nego u divljem tipu (P=0.0325, t=3,214).

U sljede¢em koraku, proteotoksi¢ni stres izazvali smo inkubacijom stanica divljeg
tipa na povisenoj temperaturi od 37 °C. Nakon inkubacije stanica divljeg tipa koje
eksprimiraju tau-NanoBIT na temperaturi od 37 °C u trajanju od 30 minuta, nije doslo do

statistiCki zna¢ajnog povecanja aktivacije reportera tau-NanoBiT (slika 18).

89410 °5 -

6x10 05 _|

4*10 05 _|
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Relativni intenzitet bioluminiscencije

Slika 18. Ispitivanje aktivacije tau-Nanobit sustava u stanicama divijeg tipa pri povisenoj
temperaturi. Inkubacijom stanica 30 min pri 37°C razina aktivacije tau-NanoBIiT reportera u
prosjeku je povecana za 43%, na granici statisticke znacajnosti (P=0,0580). To¢ke predstavljaju
vrijednost relativnog intenziteta signala pojedinog uzorka u 1 ml stanicne suspenzije. Podaci su
obradeni dvostranim t testom za uparene uzorke (P=0,0580, t=3,971).
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Kako bismo na dodatni nacin inducirali proteotoksicni stres, unijeli smo reporter
tau-NanoBIiT u stanice mutanta cim3-1 s temperaturno osjetljivom mutacijom u genu
RPT6 (CIM3). Rpté/ Cim3 je jedna od ATPaza regulatorne podjedinice proteasoma,
nuzna za razgradnju ubikvitiliranih proteina (79). U skladu s ranijim rezultatom (slika 18),
razina bioluminiscencije nije se znacajno promijenila uslijed poviSenja temperature s 27
°C na 37 °C u odgovarajuc¢em divljem soju CIM3 (Slika 19.A). Za razliku od toga, u cim3-
1 mutantu inkubiranom na restriktivnoj temperaturi od 37 °C kod koje dolazi do znacajnije
aktivacije fenotipa mutanta cim3-1 (79), razina bioluminiscencije je pove¢ana dva puta u
odnosu na stanice uzgojene pri permisivnoj temperaturi od 27 °C (Slika 19. A).

No, analizom ekspresije konstrukata (slika 19.B) utvrdeno je kako je vec pri
permisivnoj temperaturi za rast mutanta cim3-1 (27 °C) ekspresija podjedinice tau-SmBIiT
u soju cim3-1 gotovo Sest puta veca nego u stanicama divljeg tipa (P=0,0328). Ovaj nalaz
ukazuje na to da je poviSena razina aktivacije reportera tau-NanoBiT u mutantu cim3-1

vjerojatno odraz poviSene ekspresije podjedinica, a ne oligomerizacije proteina tau.
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Slika 19. Ispitivanje aktivacije tau-Nanobit sustava u stanicama s narusenom funkcijom
proteasoma. (A) Kvantifikacija bioluminiscencije u stanicama cim3-1 uzgajanim pri restriktivnoj
temperaturi (37°C) u odnosu na stanice pri permisivnoj temperaturi (27 °C) (P= 0,0102). Svaki
stupac predstavija srednju vrijednost + SD relativnog intenziteta signala u 1 ml stani¢ne
suspenzije iz 3 (CIM3) ili 2 (cim3-1) neovisne kulture. Pojedinatne toCke na stupcima
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predstavijaju vrijednost relativnog intenziteta signala pojedinog uzorka. Podaci su obradeni
jednostrukim ANOVA testom s Tukeyjevim post-hoc testom visestruke usporedbe. (*P<0.05, ***P
<0.001). (B) Ekspresije konstrukata u staniénom lizatu detektirane su pomocu antitijela protiv tau
i epitopskih oznaka metodom Western blot.

Kako bismo ispitali dolazi li do oligomerizacije proteina tau u uvjetima
nefunkcionalnog odgovora stanice na pogreSno smotane proteine, reporter tau-NanoBIiT
smo eksprimirali u sojevima kvasca ire1A i hac1A. Aktivacija tau-NanoBiT u stanicama
sojeva ire1A (P=0.0018) i hac1A (P=0.0019) bila je u prosjeku vec¢a 1,75 puta u odnosu
na divlji tip (Slika 20. A), no buduéi da je povecanje luminiscencije pratio sli¢an trend
povecanja ekspresije fuzijskog proteina tau-SmBIT u mutiranim sojevima (Slika 20. B, D),
rezultat ukazuje na to da u uvjetima nefunkcionalnog odgovora stanice na pogresno

smotane proteine ne dolazi li do znac¢ajne oligomerizacije proteina tau.
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Slika 5.20. Ispitivanje utjecaja ER stresa na aktivaciju NanoBiT reporterskog sustava (A)
Aktivnost luciferaze povecana je 1,75 puta u mutantnim sojevima ire1A (P=0.0018) i hac1A
(P=0.0019) u odnosu na divlji tip. Svaki stupac predstavlja srednju vrijednost + SD relativhog
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intenziteta signala u 1 ml stani¢ne suspenzije iz 3 neovisne kulture. Pojedinacne tocke na
stupcima predstavljaju vrijednost relativnog intenziteta signala pojedinog uzorka. Podaci su
analizirani jednostrukim ANOVA testom s Tukeyjevim post-hoc testom visestruke usporedbe.
**P<0,01. (B) Ekspresije konstrukata u stani¢nom lizatu detektirane su pomocu antitijela protiv
tau i epitopskih oznaka. (C) Graf prikazuje ekspresiju fuzija V5-LgBiT u stanicama koje
eksprimiraju tau-NanoBiT, detektiranu pomocu anti-V5 protutijela. Svaki stupac predstavlja
srednju vrijednost £ SD relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema
ukupnom sadrZaju proteina proteina Pgk1. Podaci su obradeni dvostranim ANOVA testom uz
Tukey post-hoc test za medusobnu analizu sojeva. Nema statistiCki znaCajne razlike u ekspresiji
izmedu sojeva. (D) Graf prikazuje ekspresiju fuzija HA-SmBIT u stanicama koje eksprimiraju
tau-NanoBiT, detektiranu pomocu anti-HA protutijela. Svaki stupac predstavlja srednju
vrijednost £ SD relativnog intenziteta signala na Western blotu normaliziranog prema ukupnom
sadrZaju proteina proteina Pgk1. Podaci su obradeni dvostranim ANOVA testom uz Tukey post-
hoc test za medusobnu analizu sojeva. Nema statistiCki znaCajne razlike u ekspresiji izmedu
sojeva.

Zaklju¢éno, rezultati mjerenja aktivacije reportera tau-NanoBiT u stanicama pod
uvjetima proteotoksi¢nog stresa ukazuju na to da proteotoksicni stres nije Cimbenik

oligomerizacije proteina tau u stanicama kvasca.
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6. RASPRAVA

U ovom istrazivanju ispitali smo ¢imbenike koji dovode do agregacije i toksicnosti
proteina tau, a kao stani¢ni model za prou€avanje agregacije i toksi¢nosti proteina tau
odabran je jednostani¢ni eukariotski organizam, kvasac Saccharomyces cerevisiae. S
obzirom na to da patologija proteina tau kod naj¢eséeg, sporadi¢nog (engl. late onset),
oblika Alzheimerove bolesti nije povezana s mutacijama gena MAPT koje povecavaju
sklonost agregiranju (13), istrazivanje smo proveli na divljem tipu proteina tau. Nadalje,
dok u nekim tauopatijama agregate tvore samo odredene izoforme proteina tau,
neurofibrilarni snopi¢i u Alzheimerovoj bolesti sadrze sve izoforme (82), stoga smo za
istraZivanje odabrali najduzu izoformu 2N4R koja se najCeScCe Kkoristi u stani¢nim
kulturama (83,84).

6.1. Utjecaj ekspresije proteina tau na rast stanica kvasca

Koristeéi prednosti kvasca kao organizma pogodnog za genetiCka istraZivanja,
ranije studije su ispitale utjecaj heterologne ekspresije proteina Covjeka povezanih s
nastankom neurodegenerativnih bolesti (poput amiloida-g (58,85), a-sinukleina (86,87),
huntigtina (88) i proteina c9orf72 (89,90)) na rast stanica kvasca te su identificirani
¢imbenici koji doprinose toksicnosti ovih proteina u stanicama kvasca. Za razliku od
navedenih proteina, tau nije do sada bio ispitan slicnim pristupom te je prvi cilj ovog rada
bio uspostaviti stani¢ni model za ispitivanje utjecaja proteina tau na vijabilnost stanica
kvasca. Razlozi toksi¢nosti tau proteina u neuronima mogu biti razli€iti - jedan je zbog
naruSavanja fizioloSke funkcije proteina (engl. loss-of-function), a drugi zbog stjecanja
toksi¢ne funkcije (engl. toxic gain-of-function). Buduci da u kvascu ne postoji ortolog tau
proteina te da tau protein Covjeka izrazen u kvascu ne veze mikrotubule (73), kvasac je
pogodan kao model za ispitivanje stjecanja toksi¢ne funkcije.

U nasSem istrazivanju, toksi¢nost smo ispitali koristeéi standardnu metodu testa
rasta stanica, Sto je semikvantitativna metoda za ispitivanje reproduktivhog kapaciteta

stanica kojom se posredno zakljuCuje o vijabilnosti stanica. Naime, stanice mogu biti
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vijabilne, a ne dijeliti se, no ne i obrnuto (92). Ekspresija proteina tau nije utjecala na
reproduktivni kapacitet stanica i mozemo zakljuciti da su stanice bile vijabilne, odnosno

da tau nije doveo do toksi¢nosti. U suprotnom bi bili potrebni dodatni testovi (93).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da indukcija ekspresije tau ne dovodi do
toksi¢nosti u stanicama divljeg tipa kvasca, $to je u skladu s ranije objavljenim rezultatima
s tau eksprimiranim s konstitutivno aktivhog promotora (73,91). U ranijim istraZivanjima
toksi¢nost proteina tau u stanicama kvasca pokazana je samo u dva slu€aja. U prvom
slu€aju radi se o soju kvasca s mutacijom u ESS1, genu koji kodira za Ess1, peptidil-prolil
cis-trans izomerazu koja je homologna enzimu Pinl u stanicama sisavaca (74). U drugom
sluc¢aju, radi se o uc€inku sintetske letalnosti uslijed koekspresije a-sinukleina i proteina
tau (91).

S obzirom na to da tau nije utjecao na vijabilnost stanica divljeg tipa kvasca,
zanimalo nas je je li tau toksi¢an u kombinaciji s drugim ¢imbenicima, tj. dolazi li uslijed
ekspresije tau u kombinaciji s dodatnim Cimbenicima do tzv. sintetskog uinka na
vijabilnost stanica. Buduc¢i da se naruSena homeostaza proteina i posljedi¢ni
proteotoksicni stres smatra moguc¢im uzrokom neurodegenerativnih bolesti (80), ispitali
smo moze li proteotoksiCni stres, izazvan na razliC¢ite nacine (delecijiom Rpn4,
transkripcijskog €imbenika za gene 26S proteasoma, poviSsenom temperaturom koja
dovodi do povecéane koliCine pogreSno smotanih proteina, ili naruSenim odgovorom
stanice na pogreSno smotane proteine) dovesti do toksi¢nosti tau proteina u stanicama
kvasca. Niti jedan od navedenih uvjeta proteotoksi¢nog stresa nije imao ucinak na rast
stanica koje eksprimiraju tau, moguce zbog toga Sto tau ne predstavlja opterecenje za
sustav za kontrolu kvalitete proteina, odnosno da ga stanica ne prepoznaje kao aberantan
protein. Takoder je moguce da nije doslo do sintetskog uc€inka proteotoksi¢nog stresa i
ekspresije proteina tau zbog toga Sto ispitani uvjeti za stanicu predstavljaju umjeren stres,
stoga stanica uspjeSno kompenzira stres ili zaobilazi naruSene puteve alternativnim
mehanizmima. U tom slu€aju, toksi¢an fenotip uslijed ekspresije proteina tau bi se mogao
oCitovati u dvostrukim mutantima za navedene signalizacijske puteve, kao i u uvjetima
ekstremnijeg temperaturnog Soka, sto je u skladu s mnogobrojnoScu promjena koje se

dogadaju u stanici i povezane su s patologijom tau proteina (97). Zaklju¢no, ekspresija
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tau u stanicama kvasca ne dovodi do toksi¢nosti u ispitanim uvjetima proteotoksi¢nog
stresa. Daljnja istraZivanja ¢e pokazati dovodi li znacCajniji proteotoksicni stres do

toksi¢nosti proteina tau u stanicama kvasca.

6.2. Ispitivanje agregata tau proteina u stanicama kvasca

U zdravim neuronima tau veze mikrotubule i pretezito je lokaliziran u aksonima
(98), dok se u neuronima u mozgu oboljelih od Alzheimerove bolesti nalazi u somi i
dendritima neurona gdje formira neurofibrilarne snopiée. tau je protein pretezno
hidrofilnog aminokiselinskog sastava, sadrzi repetitivne regije i visoko je intrinzi¢no
neuredene strukture te se ne sklapa u stabilnu strukturu ve¢ fluktuira izmedu razlicitih
konformacija dok nije vezan uz interakcijskog partnera (99). Inace, takvi proteini skloni su
separaciji faza tekucina-tekuéina u otopini, odnosno stvaranju substani¢nih odjeljaka
neomedenih membranom od citoplazme ili nukleoplazme, ali s ve¢om koncentracijom
proteina i drugih biomolekula u odnosu na okolnu citoplazmu (100). Ranije je pokazano
da tau in vitro podlijeze separaciji faza u tekucini te tvori teku¢e kondenzate (engl. liquid
droplets) (101-104). Ti kondenzati podlozni su “sazrijevanju”, odnosno konformacija tau
proteina u kondenzatima mijenja se s vremenom prema stanju koje nalikuje agregatima
s B-plo¢ama, a oni dalje mogu djelovati kao klice i pokrenuti intracelularnu agregaciju tau
(103).

U skladu s ranije objavljenim nalazima u stanicama kvasca (74), kao i u stanicama
sisavaca (105), nasi rezultati pokazali su difuznu lokalizaciju tau-sfGFP u citoplazmi
stanica logaritamski rastuée kulture divljeg tipa kvasca (slika 4.), $to pokazuje da tau u
stanicama kvasca ne tvori vidljive agregate. Tijekom kronoloskog starenja stanice prolaze
kroz staniCne i metabolicke promjene te kako bi saCuvale homeostazu proteina,
sekvestriraju brojne proteine u stani¢ne odjelijke (106). Agregacija proteina ovisna o dobi
evolucijski je oCuvan fenomen koji je povezan s mnogim neurodegenerativnim bolestima
(107,108). Stoga, kako bismo ispitali utjecaj stani¢nog starenja na agregaciju proteina
tau, fluorescentno obiljeZzeni tau eksprimirali smo u dva modela stani¢nog starenja

kvasca, replikativnho i kronoloSko starenje. Replikativho starenje oznaCava broj dioba
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stanica majki prije nego Sto se prestanu dijeliti, dok kronoloSko starenje oznacCava
vremenski raspon nakon ulaska stanice u mirovanje u kojem stanica zadrzava
reproduktivni kapacitet, odnosno sposobnost ponovne diobe. KronoloSko starenje kao
proces u stanicama koje se ne dijele u pojedinim apsektima predstavlja bolji model za
prou¢avanje postmitoti¢kih stanica kao $to su neuroni (60). S druge strane, uzimajuci u
obzir aktivan metabolizam stanica koje se dijele u odnosu na smanjeni metabolizam
stanica u mirovanju, replikativno starenje takoder predstavlja dobar model pojedinih
procesa u starenju neurona. Kultura stanica kvasca Saccharomyces cerevisiae ulazi u
stacionarnu fazu drugog dana uzgoja na sintetskom mediju (109). U naSim
eksperimentima, lokalizacija proteina tau ispitana je tre¢eg dana kulture stanica, tj. u ranoj
fazi kronoloSkog starenja kvasca. U stanicama koje su eksprimirale fuziju tau-sfGFP, oko
10 % stanica tre¢eg dana kulture imalo je inkluzije, za razliku od stanica iz tri dana stare
kulture stanica koje su eksprimirale fuzije tau s NeonGreen fluorescentnim proteinom,
koje nisu pokazivale inkluzije. Navedeni rezultat ukazuje na to da su agregati fuzijskog
proteina tau-sfGFP koji su bili primijeceni u 10 % kronolo$ki starih stanica vjerojatno
posljedica agregacije proteina sfGFP, a ne agregacije proteina tau uslijed starvacije za
glukozu ili kronoloskog starenja. Zaklju¢no, tijekom pocetnih faza kronoloSkog starenja

ne dolazi do stvaranja vidljivih agregata proteina tau.

6.3. Uspostava luminiscentnog reportera tau-NanoBiT

U drugom dijelu istrazivanja cilj je bio uspostaviti reporter za oligomerizaciju
proteina tau temeljen na luciferazi. Reporterom NanoBiT se u zivim stanicama, na
jednostavan nacin i bez biokemijskih analiza stani¢nih lizata moze detektirati interakcija
proteina. Reporter za oligomerizaciju tau proteina u Zivim stanicama temelji se na testu
NanoBIiT (63) te je dizajniran tako da otkrije interakciju dviju molekula proteina tau
primjenom komplementacije fragmenata luciferaze NanoLuc, koju je moguce mijeriti u
Zivim stanicama. Buduci da je u ranije objavljenoj studiji na HEK-293 stanicama C-
terminalno Gaussia luciferazom oznaceni tau pokazao oligomerizaciju (64), reporterski

sustav tau-NanoBiT dizajnirali smo koriste¢i C-terminalne fuzije podjedinica NanoBiT-a s

73



proteinom tau (tau-SmBIT i tau-LgBIT) (slika 8.B). Studija Wegman i sur. (64) je pokazala
da je tau formirao bazalnu razinu oligomera uslijed ekspresije u HEK-293 stanicama te
da je dodatak poznatih katalizatora agregacije tau stanicama doveo do nesSto brze
oligomerizacije.

Kad smo u stanicama kvasca eksprimirali obje fuzije, ekspresija na razini proteina
tau-LgBIT i tau-SmBIT je bila neujednacena (slika 9), no neujednacenost u ekspresiji
dvaju heterolognih proteina nije specifican fenomen samo za tau-NanoBiT. Primjerice,
ranije je zabiljezeno da ko-ekspresija tau s drugim proteinima u stanicama kvasca dovodi
do nize ekspresije tau (91). Nadalje, Oh-hashi i suradnici (78) zabiljezili su nejednaku
razinu ekspresije konstrukata pri koristenju NanoBiTa u prouavanju homodimerizacije
proteina Sod1 u neuronima, unato¢ korisStenju istih promotora u fuzijama Sod1-LgBIT i
Sod1-SmBIiT. Neujednacenost u ekspresiji dvaju heterolognih proteina je Cest problem
pri koristenju reporterskih proteina ne samo sustava temeljenih na luciferazi nego i kod
fluorescentnih reportera (110). Na temelju navedenih informacija i ranijih publikacija, u
nasim eksperimentima smo nakon pocetne optimizacije reportera nastavili Koristiti
plazmid s povecanim razmakom DNA slijeda izmedu podjedinica, koji je pokazao vecéu
razinu aktivacije luciferaze, iako je ekspresija tau-LgBiT i tau-SmBIT na razini proteina
ostala neujednacena (slika 10.D).

Rezultati ispitivanja aktivacije tau-NanoBIiT reporterskog sustava pokazali su da
kada su u stanici eksprimirane obje fuzije podjedinica s tau, dolazi do aktivnosti luciferaze,
odnosno do uspjeSne rekonstitucije enzima. Uzimajuéi u obzir da intenzitet
luminiscentnog signala ovisi o koli€ini rekonstituiranog enzima luciferaze te da u
prisutnosti obje podjedinice u stanici dolazi do bazalne razine aktivacije reportera,
prilikom interpretacije rezultata u obzir treba uzeti razinu ekspresije fuzijskih proteina u
uzorcima koji se medusobno usporeduju. Nadalje, buducéi da aktivnost luciferaze moze
biti produkt nespecificnih interakcija samih podjedinica luciferaze, konstruirali smo
kontrolni plazmid s konstruktom V5-LgBiT, no njegova ekspresija nije detektirana
Western blotu metodom, najvjerojatnije zbog nestabilnosti proteina. Zato su konstruirane
fuzije podjedinica luciferaze s proteinima razli€itih substani¢nih lokalizacija, za koje se ne
predvida interakcija s tau proteinom. Tdh3 je protein ukljuéen u procese glikolize i

glukoneogeneze (111), ali i u nekoliko procesa u stani¢noj jezgri uklju€ujuéi apoptozu
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(112,113) te je homolog ljudskom proteinu GAPDH. Kombinacije SmBIiT-sfGFP-NLS, tau-
LgBIT (slika 13), odnosno Tdh3-LgBiT, tau-SmBIT (slika 14.) pokazale slicnu aktivnost
luciferaze u usporedbi s tau-NanoBiT. Sli¢na razina luminiscencije tau-NanoBiTa i tau-
SmBIT/Tdh3-LgBIT, unatoc razli€itoj razini ekspresije konstrukata, mogla bi biti posljedica
dostupnosti supstrata. Naime, ranije je pokazano da se razina luminiscencije progresivno
smanjuje $to je veca razina enzima u uzorku zbog potrosnje supstrata (114).

Aktivacija reportera prilikom ekspresije podjedinica Tdh3-SmBIT i tau-LgBIT,
odnosno SmBIT-sfGFP-NLS i tau-LgBiT u istoj stanici moguci je rezultat nespecificnih
interakcija zbog blizine ovih proteina prilikom translacije na ribosomu (115). Naime, na
uzorcima ljudskog tkiva pokazano je da tau ulazi u interakcije s ribosomima, a u uzorcima
tkiva mozga s Alzheimerovom boleS¢u tau pokazuje joS snaznije veze s ribosomima i
ribosom-vezuju¢im proteinima (116). Zajedno opisani rezultati ukazuju na to da
zamije¢ena razina aktivacije reportera tau-NanoBiT u stanicama divljeg tipa kvasca
predstavlja bazalnu razinu aktivacije reportera do koje dolazi u prisutnosti obje
podjedinice luciferaze.

Aktivacija luciferaze bila je znac¢ajno povecana u stanicama koje eksprimiraju
konstrukte 13-myc-LgBiT i tau-SmBIT (slika 15), $to bi mogao biti rezultat specifi¢nih
interakcija izmedu tau i myc. Naime, epitopska oznaka myc izvedena je iz ljudskog c-myc
onkogena i odgovara aminokiselinskim ostacima 410 - 419 njegova C-terminalnog dijela.
Ranije je pokazano kako inhibicijom proteina c-myc dolazi do povecéanja vijabilnosti
kulture neurona miSjeg hipokampusa s pojacanom ekspresijom patoloSkog oblika
proteina tau (108). Nadalje, povecana aktivacija reportera prilikom ekspresije 13-myc-
LgBIT i tau-SmBIT u istoj stanici moze se objasniti i interakcijama izmedu tau i myc koji
su rezultat razliCitih naboja proteina, naime, protein tau visoko je pozitivho nabijen, dok
myc sadrzi regiju bogatu asparginskom kiselinom koja je aminokiselina negativnog
naboja (117).

Kako bismo ispitali aktivaciju reportera u uvjetima poviSene razine agregata tau
proteina netopljivih u deterdZentu sarkozilu, koristili Smo sojeve s deletiranim genima za
fosfokinazu Pho85, superoksid dismutazu Sod2 i deletiranim mitohondrijskim genom
RIM1, u kojima je ranije pokazana poviSena razina proteina tau netopljivog u detergentu

sarkozilu (55,56). Sarkozil-netopljiva frakcija tau predstavlja agregate proteina tau te je
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prisutna u mozgu pacijenata s Alzheimerovom bolesti (118). Pho85 je kvasCeva ciklin-
ovisna kinaza, koja je ortolog kinaze €ovjeka Cdk5 koja fosforilira tau u neuronima. No,
Pho85 u kvascu ima neizravnu regulaciju fosforilacije tau te mutanti kojima nedostaje gen
za ovu kinazu pokazuju vise razine fosforilacije tau proteina na serinima 409 (55), Sto
potvrduju i rezultati nasSeg istrazivanja. Fosforilacija je jedna od brojnih postranslacijskih
modifikacija proteina tau, a fosforilirano moze biti 85 aminokiselinskih ostataka. Ove
modifikacije negativno utjeCu na sposobnost vezanja mikrotubula, a posebice fosforilacije
odredenih aminokiselinskih ostataka, koje su nadene u mozgu oboljelih od Alzheimerove
bolesti, medu kojima je i serin na poziciji 409 (3). Sod2 homolog je ljudskog proteina
SOD?2 i katalizira redoks reakcije u mitohondrijima te je jedan od klju¢nih antioksidacijskih
enzima (119). Istrazivanje na knock-out miSevima za Sod2 pokazalo je tau
hiperfosforiliran u uvjetima oksidacijskog stresa zbog nedostatka SOD2 (120). Rim1l je
protein koji veze jednolananu DNA, vazan u odrzavanju stabilnosti genoma i biogenezi
mitohondrija (121). lako je oksidacijski stres jedno od ranih obiljezja Alzheimerove bolesti
(122), jo$ uvijek nije sasvim jasna veza patolologije tau proteina i oksidacijskog stresa,
odnosno S§to je uzrok, a Sto posljedica (122,123). Rezultati nisu pokazali povezanost
agregacije tau i oksidacijskog stresa uzrokovanog nedostatkom proteina Riml, no
nedavna analiza proteoma neurcfibrilarnih snopic¢a te interaktoma forforiliranog tau s
proteinima prisutnim u snopiéima iz tkiva pacijenata sa sporadicnom Alzheimerovom
boleScu, detektirala je ljudski ortolog kvas€evog proteina Rim1 - SSBP1, kao jedan od

proteina Cija interakcija s fosforiliranim tau dosad nije bila poznata (124).

Blago poviSena aktivacija reportera tau-NanoBiT u mutantima pho85A i sod2A
izmjerena u nasim eksperimentima ukazuje na blago povisenu razinu tau-oligomera, $to
je u korelaciji s ranije pokazanom poviSenom razinom sarkozil-netopljivih agregata tau u
ovim sojevima. Moguce je da je poviSenje luminiscentnog signala u mutantima u odnosu
na divlji tip stanica malo zbog visoke bazalne razine aktivacije reportera. Nadalje, i u
prethodnim studijama (55,56) pokazano je da je frakcija tau netopljivog u sarkozilu
iznimno malena u odnosu na ukupni sadrzaj proteina tau (0,02% za divlji tip i 0,4% u
pho85A, 0,3-0,4% u sod2A i 0,2% u rim1A), $to bi bilo u skladu s malom razlikom u

povecanju razine aktivacije tau-NanoBiT-a.
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S obzirom na povezanost agregacije tau i starenja bilo bi zanimljivo ispitati dolazi
li do aktivacije reportera tau-NanoBiT prilikom kronoloSkog i replikativnhog stani¢nog
starenja. No, u nasim eksperimentima tau-NanoBiT nije bio eksprimiran u stanicama
stacionarne kulture kvasca, stoga nije bilo moguce ispitati aktivaciju reportera u
kronoloski starim stanicama. U svrhu ekspresije proteina tau u kronoloski starim
stanicama, u buduéim istrazivanjima konstrukte tau-NanoBiT stavit ¢emo pod kontrolu
promotora gena PIR3 koji je aktivan u starim stanicama (neobjavljeni podaci grupe prof.
Igora Stuparevi¢a i nasi neobjavljeni podaci). Takoder bi bilo zanimljivo ispitati dolazi li u
replikativno starim stanicama do povecéane aktivacije reportera te ¢e se navedeno ispitati
u buduéim istrazivanjima koristeéi protokol obogacivanja kulture replikativno starim

stanicama majkama.

6.4. Utjecaj proteotoksic¢nog stresa na agregaciju proteina tau u stanicama kvasca

U ovom radu istraZili smo dovodi li proteotoksicni stres do oligomerizacije i
agregacije proteina tau. Naime, naruSena homeostaza proteina smatra se jednim od
mogucih uzroka nastanka neurodegenerativnin bolesti koje karakteriziraju proteinski

agregati (107).

6.4.1. Povezanost agregacije proteina tau s narusenom funkcijom proteasoma.

Budu¢i da nakupljanje pogreSno smotanih proteina za stanicu predstavlja
proteotoksicni stres, u prvom pristupu proteotoksicni stres smo postigli mutacijama koje
dovode do nefunkcionalnog sustava ubikvitin-proteasoma (UPS-a). Glavni stani¢ni put
razgradnje pogreSno smotanih i aberantnih proteina je sustav ubikvitin - proteasom
(UPS). Vise studija povezuje patologiju proteina tau sa sustavom ubikvitin-proteasoma,
iako ostaje nejasno jesu li nakupljanje i oligomerizacija/ agregacija proteina tau uzrok ili
posljedica narusenog sustava UPS. Primjerice, masenom spektrometrijom sparenih

uzvojitih filamenata iz mozga oboljelih od Alzheimerove bolesti utvrdeno je da je tau u

77



ovim nakupinama poliubikvitiliran lancima ubikvitina povezanih lizinima 48 (125), sto je
uobi€ajeni signal za razgradnju proteasomom (126) te je stoga moguce da je patolosko
nakupljanje proteina tau u oligomere i vece agregate barem dijelom posljedica narusenog
sustava ubikvitin-proteasoma za razgradnju proteina. U skladu s ovom mogucnosti, jedna
novija studija koja je istrazivala funkciju proteasoma u hipokampusu u razliitim stadijima
Alzheimerove bolesti, pokazala je da je aktivnost proteasoma smanjena i u ranim i u
kasnim stadijima bolesti te da smanjena aktivnost proteasoma prethodi pojavi poviSenih
razina fosforiliranog tau (127). S druge strane, u sinapsama neurona iz mozga s
Alzheimerovom bolesS¢u pronadeno je da su oligomeri fosforiliranog tau ubikvitinirani i u
izravnoj interakciji s proteasomom (128) te se pretpostavlja da na taj nacin oligomeri
djeluju kao loSi supstrati koji ometaju procesiranje drugih supstrata razgradnje u stanici,
odnosno da sami tau oligomeri dovode do smanjenja funkcije proteasoma. U skladu s
ovim nalazima, i jedno ranije istrazivanje pokazalo je da tau filamenti koimunoprecipitiraju
S proteasomima iz mozga s Alzheimerovom boleSc¢u te su in vitro eksperimenti pokazali
da tau filamenti snazno inhibiraju aktivhost proteasoma, $to moZe dovesti do odumiranja
neurona (129).

Kako bismo istrazili utjecaj proteotoksicnog stresa uzrokovanog narusenim
sustavom ubikvitin proteasoma na oligomerizaciju proteina tau, tau-NanoBiT konstrukte
eksprimirali smo u soju koji sadrzi termoosijetljivi alel gena RPT6/CIM3, cim3-1 (Slika
19.A). CIM3 kodira jednu od Sest ATPaza poklopca regulatorne podjedinice 19S
proteasoma te je vazan za selektivnu razgradnju proteina proteasomom (76). Nadalje,
tau-NanoBIT konstrukte eksprimirali smo u delecijskom mutantu za Rpn4, transkripcijski
Cimbenik koji dodatno aktivira ekspresiju gena proteasoma te je stoga u njegovu odsustvu
razina proteasoma smanjena (130). Nasi rezultati su pokazali da u uvjetima narusSene
funkcije proteasoma (mutanti cim3-1 i rpn4) nije doSlo do povecane aktivacije reportera
tau-NanoBiT, Sto ukazuje na to da proteotoksicni stres izazvan inhibicijom proteasoma

ne dovodi po povecéane oligomerizacije proteina tau.
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6.4.2. Povezanost agregacije proteina tau s narusenom odgovorom stanice na pogresno

smotane proteine.

Ranije istrazivanje je pokazalo kako u stanicama sisavaca ekspresija topive tau
izoforme ON/4R dovodi do ER-stresa na nacin da naruSava razgradnju proteina
molekulskim putem ERAD (engl. ER-associated degradation), putem interakcija s
dijelovima membranskog kompleksa koji translocira supstrate ERAD-a kroz membranu
ER-a do proteasoma (47). U svrhu prouCavanja utjecaja stresa endoplazmatskog
retikuluma (ER stres) na agregaciju tau proteina, sustav tau-NanoBiIT eksprimirali smo u
sojevima kvasca s mutacijama u genima IRE1 i HAC1 koji imaju naruseni put odgovora
stanice na pogresno smotane proteine ( UPR), posljedica Cega je ER stres. Irel je inozitol
ovisna kinaza, transmembranski protein Cija je zadaca registrirati ER-stres i aktivirati
nizvodni odgovor. Signalna molekula tog puta nizvodno od Irel je Hacl protein kojeg
aktivira Ire1 i Cija je zadaca transkripcijska aktivacija elemenata odgovora na pogresno
smotane proteine (engl. unfolded protein response elements, UPRE). Homolog
signalnom putu Irel-Hacl u stanicama sisavaca je put IRE1-XBP1 (131). Aktivacija IRE1
u pozitivnoj je korelaciji s Braakovim stadijem Alzheimerove bolesti.

Rezultati naSeg istrazivanja pokazali su da indukcija ekspresije tau u stanicama
kvasca ne dovodi do slabijeg rasta stanica s naruSenim odgovorom stanice na pogresno
smotane proteine izazvanim mutacijama u genima IRE1 i HAC1 (Slika.3.), Sto ukazuje na
to da stanice kvasca ne prepoznaju divlji tip proteina tau kao pogreSno smotani ili na drugi
nacin aberantni protein.

Jedna od brojnih posttranslacijskin modifikacija tau koja moze utjecati na agregaciju
proteina je i N-vezana glikozilacija, proces vezanja oligosaharida na bocni lanac
asparagina preko amida u proteinu, koji se odvija u ER-u i Golgijevom aparatu. lako je
tau citosolni protein i nije lokaliziran u ER-u gdje glikozilacija zapocinje, u pokazano je da
za razliku od kontrola, u mozgu oboljenih od Alzheimerove bolesti tau protein je N-
glikoliziran (136). Glikozilacija mijenja fizikalno-kemijska svojstva proteina te mijenjajuci
njihovu konformaciju moze utjecati na njihovu smanjenu ili povec¢anu topivost (134). Tako
je jedna nedavna studija ha modelu stanica sisavaca pokazala je da N-glikozilacija tau

proteina povecava njegovu topivost (135). U kontekstu naseg istrazivanja, zanimljivo je
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da je mjesto na kojem tau moze biti glikoziliran asparagin na poziciji 410, odmah nakon
serina 409 (137) Cija je fosforilacija u pozitivnoj korelaciji s agregacijom tau proteina u
kvascu u delecijskom mutantu pho85 (15), stoga je jedno moguce objasnjenje nacina na
koji glikozilacija tau na aminokiselinskom ostatku Asn410 povecava topljivost proteina tau
(135) to da glikozilacija stericki onemogucéava fosforilaciju tau na aminokiselinskom
ostatku Ser4009.

Uzimajuc¢i u obzir moguéu povezanost tau proteina i odgovora stanice na pogresno
smotane proteine nadalje smo u naSem istraZivanju ispitali dolazi li u stanicama kvasca
s naruSenim odgovor stanice na pogreSno smotane proteine izazvanim mutacijama u
genima IRE1 i HACL1 do oligomerizacije proteina tau (Slika 20). No, reporter tau-NanoBiT
nije pokazao znacajnu aktivaciju, $to je ukazalo na to da u navedenim uvjetima ne dolazi

do povecane oligomerizacije proteina tau.

Zaklju€no, na temelju utjecaja ekspresije proteina tau na vijabilnost stanica izloZenih
proteotoksi¢nom stresu (Slika 3.), nedostatku aktivacije stanicnog odgovora na pogresno
smotane proteine uslijed ekspresije proteina tau (Slika 4.), navedeni rezultati zajedno
ukazuju na to da protein tau Covjeka eksprimiran u stanicama kvasca ne predstavlja
supstrat sustava za kontrolu kvalitete proteina, tj. da stanica kvasca ne prepoznaje divlji

tip proteina tau kao aberantan protein.

Nadalje, u ovom radu ispitali smo dolazi li u stanicama kvasca do oligomerizacije i
agregacije proteina tau u uvjetima proteotoksi¢nog stresa. Difuzna lokalizacija proteina
tau u stanici, tj. nedostatak vidljivih agregata ili inkluzija (Slika 6.) te nedostatak aktivacije
tau-NanoBIT reportera (Slike 17., 18., 19. i 20) ukazuju na to da proteotoksicni stres ne

dovodi do oligomerizacije i agregacije proteina tau.

|zostanak ucCinka proteotoksicnog stresa na agregaciju kao i na toksicnost tau proteina
Covjeka izrazenog u kvascu navodi na pitanje je li kvasac adekvatan model za istrazivanje
ovih procesa. Homeostaza proteina u stanici odrzava se opseznom mrezom mnostva
razli€itih komponenti koje zajedno osiguravaju ispravnu koncentraciju, konformaciju i

unutarstani¢nu lokalizaciju proteina, te se u mnogo slu€ajeva funkcije razli€itih
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molekulskih puteva preklapaju ili nadopunjuju (engl. redundancy). U ovom istrazivanju
ispitan je samo mali dio te mreze. U buducéim istrazivanjima reporter tau-NanoBiT, kao i
fluorescentno obiljezeni tau mocéi Ce se koristiti u nepristranom geneticCkom probiru na
Sirokom setu mutanata za razliCite komponente mreZe za odrzavanje homeostaze
proteina.

Takoder, rezultati ovog rada pokazuju da tau ne stvara vidljive agregate tijekom
stanicnog starenja (Slika 7.). Buduca istrazivanja na izoliranim replikativho starim
stanicama majkama ¢e pokazati dolazi li u starim stanicama do stvaranja oligomera tau,
te utjeCe li dodatno opterecenje stanice pogreSno smotanim proteinima ili drugom vrstom
stresa na ovaj proces, te kako na oligomerizaciju proteina tau utjeCu mutacije koje

uzrokuju prerano starenje stanica (primjerice delecija gena SIR2).
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7. ZAKLJUCAK

1. U skladu s ranijim nalazima, protein tau €ovjeka, izoforma 2N4R, nije doveo do
toksi¢nosti kada je eksprimiran u stanicama kvasca divljeg tipa, kao niti u mutantu
pho85 u kojem je tau hiperfosforiliran na aminokiselinskom ostatku Ser409.
Sukladno ovim nalazima, ekspresija proteina tau Covjeka u stanicama kvasca nije
dovela do aktivacije odgovora stanice na pogreSno smotane proteine, §to ukazuje
na to da protein tau ¢ovjeka stanicama kvasca ne predstavlja supstrat sustava za
kontrolu kvalitete proteina, tj. da stanica kvasca ne prepoznaje divlji tip proteina

tau kao aberantan protein.

2. Uspostavili smo reporter tau-NanoBIT za detekciju oligomerizacije proteina tau u
stanicama kvasca, te rezultati ukazuju na to da u stanicama divljeg tipa kvasca tau
ne tvori oligomere, ili se radi o niskoj, bazalnoj razini oligomera. Za razliku od
divljeg tipa, stanice delecijskih mutanata pho85 i sod2 za koje je ranije nadeno da
imaju poviSenu razinu sarkozil-netopljivih agregata tau, pokazale su povisenu
razinu aktivacije reportera tau-NanoBiT, Sto ukazuje na korelaciju aktivacije

reportera tau-NanoBIT i razine sarkozil-netopljivih agregata tau.

3. Opterecenje stanica koje eksprimiraju tau proteotoksi¢nim stresom, tj. visokom
razinom pogresno smotanih proteina, nije dovelo do toksi¢nosti tau, do formiranja
vidljivih agregata tau, niti do oligomerizacije tau. Takoder mutacije u genima IRE1
i HAC1 koje naruSavaju odgovor stanice na pogreSno smotane proteine (eng.
unfolded protein response, UPR) nisu dovele do oligomerizacije proteina tau. U
skladu s ovim nalazima, prona$li smo da tau ne stvara vidljive agregate u
replikativno starim stanicama kvasca, za koje je od ranije poznato da imaju
smanjeni kapacitet razgradnje proteina proteasomom, te poviSenu razinu
proteinskih agregata. 1z navedenih rezultata mozemo zakljuCiti da opterecenje
stanica pogreSno smotanim proteinima ne predstavija okidal za proces
oligomerizacije i agregacije tau u stanicama kvasca, odnosno nije presudan

Cimbenik toksiCnosti tau. Takoder je moguce kako stanice putem alternativninh
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molekularnih mehanizama uspjeSno spreCavaju nastanak tau-agregata, te

moderiraju potencijalno toksi€an ucinak ekspresije proteina tau.
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8. SAZETAK

Nakupljanje agregata proteina tau u neurofibrilarne snopiCe najistaknutije je
histopatolosko obiljezje Alzheimerove bolesti. U zdravim neuronima tau ima karakteristike
topljivog proteina te je uglavhom vezan za mikrotubule aksona, dok u neuronima
zahvacenim patologijom tvori agregate i akumulira se u somi i dendritima. KoliCina
agregata i Sirenje neurofibrilarnih promjena u mozgu u izravnoj su Kkorelaciji s
napredovanjem bolesti i stupnjem kognitivnog oStecenja. Glavni rizicni Cimbenik za
nastanak Alzheimerove bolesti je starenje, no to¢ni uzroci agregacije tau jos nisu potpuno
razjasSnjeni. Budu¢i da su putevi agregacije proteina evolucijski konzervirani, radi
genetickog pristupa otkrivanju ¢imbenika agregacije i toksi¢nosti proteina tau, u ovom
smo radu kao stani¢ni model odabrali kvasac Saccharomyces cerevisiae. Kako bismo
bolje razumijeli rane korake u tau patologiji, uspostavili smo i upotrijebili molekularni alat
za proucavanje oligomerizacije tau u Zivim stanicama, temeljen na luminiscenciji, u kojem
interakcija dvaju tau proteina rezultira komplementacijom luciferaze NanoLuc i
luminiscencijom. Istrazili smo dovode li razliciti Cimbenici, napose proteotoksicni stres, do
agregacije tau te smo ispitali toksiCnost proteina tau u stanicama kvasca u uvjetima
stresa. Pokazali smo da proteotoksicni stres ne doprinosi oligomerizaciji i toksiCnosti tau
u stanicama kvasca. Uspostavljeni reporter tau-NanoBiT omogucit ¢e genetiCki probir

Cimbenika agregacije i toksi¢nosti tau proteina u daljnjim istraZivanjima.
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9. SUMMARY

The effect of proteotoxic stress on human tau protein aggregation and toxicity
expressed in yeast Saccharomyces cerevisiae

Klara Zubci¢, mag. biol. mol., 2022

The main histopathological hallmark of Alzheimer’s disease are neurofibrillary tangles -
large aggregates of protein tau. In healthy neurons, tau is a soluble protein mostly bound
to the microtubules in axons, however in the affected neurons, tau accumulates in the
soma and dendrites and forms aggregates. The number of tangles and the spread of
neurofibrillary changes in the brain are directly correlated with the progression of the
disease. The causes of tau aggregation are not completely clear. Since many molecular
pathways of protein aggregation are evolutionarily conserved, we have chosen yeast
Saccharomyces cerevisiae as a cell model to study the factors of tau aggregation. To
better understand the early steps in tau pathology, we used a molecular tool for studying
tau oligomerization in living cells, based on the luminescent reporter NanoBiT, in which
tau protein interaction results in complementation of NanoLuc luciferase. We investigated
how different factors, especially proteotoxic stress, affect tau aggregation and examined
the toxicity of tau in yeast cells under stress conditions. We have shown that proteotoxic
stress does not contribute to tau oligomerization and toxicity in yeast cells. The
established tau-NanoBIT reporter will enable genetic screens for the aggregation factors

and tau protein toxicity in future research.
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