Uloga proteina IqgC u regulaciji makropinocitoze u
amebi Dictyostelium discoideum

Putar Brajkovic¢, Darija

Doctoral thesis / Doktorski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:491160

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-11

L STE U2
S EN 2

72
< £,
S %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7;'_; ET: Repository of the Faculty of Science - University of
% & Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATE‘N"F"

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:491160
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:12673
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:12673

PRIRODOSLOVNO-MATEMATICKI FAKULTET
BIOLOSKI ODSJEK

Darija Putar Brajkovic

Uloga proteina IggC u regulaciji
makropinocitoze u amebi Dictyostelium

discoideum

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2024,



FACULTY OF SCIENCE
DEPARTMENT OF BIOLOGY

Darija Putar Brajkovic

The role of IggC protein in the regulation
of macropinocytosis in amoeba

Dictyostelium discoideum

DOCTORAL THESIS

Zagreb, 2024.



“Ovaj je doktorski rad izraden u Laboratoriju za stani¢nu dinamiku Zavoda za molekularnu
biologiju Instituta Ruder Boskovi¢, pod vodstvom dr. sc. Vedrane Fili¢ Mileta, viSe znanstvene
suradnice IRB, u sklopu SveuciliSnog poslijediplomskog doktorskog studija Biologije pri
Bioloskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Ovaj rad je
dijelom financiran Hrvatsko-Svicarskim programom 2017-2023, a dijelom ga je financirala
Hrvatska zaklada za znanost projektom IP-2020-02-1572, ,,Regulacija endocitoze na velikoj

skali pomoc¢u IQGAP proteinima srodnih proteina IqgC i IqgD.*



Zivotopis mentora

Vedrana Fili¢ Mileta rodena je 1975. u Zagrebu. 1999. je diplomirala molekularnu biologiju na
Prirodoslovno-matemati¢kom fakultetu Sveucilista u Zagrebu. Na istom fakultetu je 2004.
magistrirala, a 2008. obranila doktorsku disertaciju pod mentorstvom prof. dr. sc. Igora Webera.
Od 2000.-2010. je zaposlena na mjestu znanstvenog novaka na Institutu Ruder Boskovié.
Tijekom izrade doktorskog rada u tri navrata je boravila ukupno osam mjeseci u laboratoriju
prof. dr. sc. Jana Faixa na Medicinskom fakultetu u Hannoveru. Od 2010.-2011. radi kao stru¢ni
specijalist u prodaji, a od 2011.-2013. prolazi poslijedoktorsko usavrSavanje na Medicinskom
fakultetu u Rijeci kod prof. dr. sc. SiniSe Volarevica. Od 2013. ponovno je zaposlena na
Institutu Ruder Boskovic¢; 2017. se zaposljava na mjestu znanstvenog suradnika, a od 2022. na
mjestu viSeg znanstvenog suradnika u Laboratoriju za stanicnu dinamiku. Do sada je bila
suradnica na velikom broju projekata, a trenutno je voditeljica cetverogodisnjeg Istrazivackog
projekta “Regulacija endocitoze na velikoj skali pomo¢u IQGAP proteinima srodnih proteina
IqgC i IggD”, financiranog od Hrvatske zaklade za znanost. Mentorirala je 3 diplomska rada na
PMF-u i trenutno je voditelj 2 diplomska i 2 doktorska rada. Do sada je objavila 22 znanstvena
rada u Casopisima indeksiranima u bazi podataka WoSCC koji su citirani preko 350 puta uz H-
indeks 9. Dr. sc. Fili¢ Mileta je sudjelovala na vise od 50 medunarodnih znanstvenih skupova,
od Cega je odrzala 7 odabranih i pozvanih predavanja. Dobitnica je Drzavne nagrade za znanost
Republike Hrvatske za 2019. za znanstveno otkri¢e i Nagrade Instituta Ruder BoSkovi¢ za
najbolje znanstvene radove objavljene u 2019. Do sada je sudjelovala u organizaciji 2
znanstvena kongresa kao ¢lanica znanstvenih odbora, a bila je i suorganizatorica medunarodne
konferencije Annual International Dictyostelium Conference 2023 koja se odrzala u Opatiji.
Clanica je Hrvatskog mikroskopijskog drustva i Hrvatskog drustva za biokemiju i molekularnu

biologiju u kojem od 2021. obnasa funkciju ¢lanice IzvrSnog odbora.



Veliko hvala mojoj mentorici dr. sc. Vedrani Fili¢ Mileta na strucnom vodstvu, svim savjetima
i pomoci tijekom izrade i pisanja ove doktorske disertacije. Puno Vam hvala na ukazanom
povjerenju, podrsci, strpljenju za sva moja pitanja i svemu Sto ste me naucili proteklih
godina.

Hvala prof. dr. sc. Igoru Weberu na pruzenoj prilici za rad u Laboratoriju za stanicnu
dinamiku i omogucenim sredstvima za istrazivanje. Hvala Vam na svim savjetima i pomoci
tijekom protekle Cetiri godine, kao i na sugestijama tijekom citanja ovog rada.

Puno hvala Anji Cizmar, Luciji Mijanovié i Mariji Simi¢ na priskakanju u pomoéi, podrsci,
zaraznom optimizmu i predivnoj atmosferi u laboratoriju!

Zahvaljujem se i kolegama sa drugih zavoda Instituta Ruder Boskovic koji su uvijek bili
spremni pruZiti savjet ili uskociti u pomo¢, a posebno hvala dr.sc. Ani Smolko na savjetima za
prociséavanje proteina.

Hvala mojoj obitelji i prijateljima na pruzenoj podrsci, razumijevanju i ljubavi. Hvala vam
Sto ste uvijek uz mene.

I na kraju Vladimiru, mom osloncu. Hvala ti Sto vjeruje$ u mene, nasmijavas me i dajes snage
Za nove izazove.



Sveuciliste u Zagrebu Doktorski rad
Prirodoslovno-matematicki fakultet

Bioloski odsjek

Uloga proteina 1qgC u regulaciji makropinocitoze u amebi Dictyostelium discoideum
DARIJA PUTAR BRAJKOVIC

Institut Ruder Boskovié

Protein 1ggC iz protista D. discoideum djeluje kao GAP (GTPase activating protein) prema
GTPazi RasG, ¢ime je deaktivira i tako suprimira makropinocitozu. Medutim, kako je
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ustanovila sam da je RasG neophodan za vezanje IqgC na membranu makropinosoma, dok
interakcija 1qgC s fosfoinozitidima doprinosi stabilizaciji vezanja. Pokazala sam takoder da
IggC izravno interagira s GTPazom Rab5A, ali ne utjece na njenu GTPaznu aktivnost, dok
suviSak Rab5A inhibira GAP aktivnost 1ggC prema RasG in vitro. Takoder, prekomjerna
ekspresija Rab5A izaziva preuranjenu disocijaciju IggC s makropinosoma. Dobiveni rezultati
pokazuju da, osim interakcije proteina IqgC i RasG, interakcija IqgC 1 Rab5SA takoder igra
ulogu u regulaciji makropinocitoze.
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1. Uvod

Makropinocitoza je proces neselektivnog unosa velikih koli¢ina tekucine u stanicu koju,
zajedno s procesom fagocitoze, unosom cestica u stanicu, nazivamo makroendocitoza ili
endocitoza na velikoj skali (King i Kay, 2019.). To je evolucijski oCuvani proces koji
predstavlja drevni nacin stani¢nog hranjenja, saCuvan od jednostani¢nih eukariota, poput
amebe, do viSestani¢nih organizama, poput covjeka. Medutim, s razvojem probavnog sustava
makroendocitoza prestaje biti dominantni put unosa hranjivih tvari u stanicu te je u viSih
eukariota koriste specijalizirane stanice za obavljanje specifi¢nih funkcija, primjerice stanice
imunoloskog sustava u obrani od patogena. Protist Dictyostelium discoideum Kkoristi
makroendocitozu za hranjenje i, s obzirom da sadrzi mnoge ortologe ljudskih gena, predstavlja
odlican model za prouc¢avanje tog procesa (Bozzaro, 2019.).

Makropinosomi se oblikuju iz izboCenja ili protruzija stanicne membrane $to zahtijeva
opsezno remodeliranje aktinskog citoskeleta koje se odvija pod kontrolom malih GTPaza iz
obitelji Ras i Rho (Buckley i King, 2017.). Makropinocitotske ¢aSice nastaju iz regija stani¢ne
membrane koje su obogacene aktivnim proteinima Ras i Rac, i fosfatidilinozitol 3,4,5-
trisfosfatom (PI(3,4,5)P3). Vazni pozitivni regulatori makropinocitoze u stanicama D.
discoideum su proteini RasG i RasS koji aktivacijom fosfoinozitid 3-kinaza klase | poticu
stvaranje PI1(3,4,5)Ps (Williams i sur., 2019.). Za pravovremenu deaktivaciju proteina Ras
odgovorni su proteini RasGAP (engl. GTPase activating proteins) koji poti¢u njihovu aktivnost
hidrolize GTP-a i tako ih prevode u neaktivni oblik (Scheffzek i Ahmadian, 2005.).

Dictyostelium discoideum ima nekoliko proteina RasGAP uklju¢enih u regulaciju
makroendocitoze, a jedan od njih je protein IqgC koji specificno deaktivira RasG i negativno
regulira procese makroendocitoze (Marinovi¢ i sur., 2019.). Fluorescentni IqgC je lokaliziran
na membrani nastaju¢ih makropinosoma i, sa znacajno slabijim intenzitetom, na membrani
fagosoma. Usprkos tome, delecija gena iqgC znacajno je povecala efikasnost fagocitoze u
stanicama akseni¢nog (bez prisutnosti drugih organizama) soja D. discoideum, dok je pojacanje

makropinocitoze bilo znatno slabije (Marinovi¢ i sur., 2019.).

1.1. Cilj rada

Glavni cilj ovog doktorskog rada je razjasniti ulogu proteina IqgC u procesu
makropinocitoze. Naime, kao $to je ve¢ spomenuto, delecija gena iqgC imala je neznatni efekt

na poboljSanje efikasnosti makropinocitoze u stanicama akseni¢nog soja. Poznato je da se
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amebe divljeg tipa D. discoideum u prirodi hrane fagocitozom bakterija dok im je
makropinocitoza suprimirana i nedovoljna za prezivljavanje. Akseni¢ni sojevi, najéeSce
koriSteni u laboratorijima, imaju znatno pojacanu makropinocitozu zbog delecije gena axeB
koji kodira za RasGAP neurofibromin 1 (NF1) (Bloomfield i sur., 2015.). To rezultira
poviSenim razinama aktivnih GTPaza Ras koje su odgovorne za povecane makropinosome i
konstitutivno aktiviranu makropinocitozu. S obzirom na to, pretpostavili smo da delecija gena
za dodatni RasGAP ne moze poluciti znacCajne efekte na proces koji je ve¢ ionako geneticki
unaprijeden. Stoga mi je prvi cilj bio ispitati ima 1li protein IqgC znacajniji utjecaj na
makropinocitozu u divljem soju DdB u kojem je prisutan protein NF1. Zbog toga sam
homolognom rekombinacijom iskljucila gen iqgC u genetickoj pozadini soja DdB. Usporedila
sam rast u tekucoj hranjivoj podlozi i efikasnost makropinocitoze tako dobivenih stanica iqgC
i stanica divljeg tipa. Za utvrdivanje veli¢ine makropinosoma kod tih stanica koristila sam
konfokalnu mikroskopiju i digitalnu analizu mikroskopijskih slika.

Drugi cilj ovog rada bio je razjasniti mehanizam regrutacije i identificirati proteinske
domene nuzne za regrutaciju 1ggC na makropinosome. Eksprimirala sam protein 1qggC u
stanicama rasG™ i njegove mutirane varijante u stanicama iqgC:, te sam konfokalnom
mikroskopijom analizirala je li interakcija 1ggC s RasG potrebna za regrutaciju 1ggC na
makropinosome. Sustavom dva hibrida u kvascu odredila sam domene proteina 1qggC potrebne
za interakciju s RasG. Ekspresijom skracenih varijanti proteina IqgC u stanicama iqgC- istrazila
sam koje su domene proteina IqgC potrebne za njegov smjestaj na membranu makropinosoma.

S obzirom na to da je primjeCeno zadrzavanje proteina IqgC na internaliziranom
makropinosomu nakon disocijacije probe za aktivni Ras s membrane makropinosoma
(Marinovi¢ i sur., 2019.), pretpostavili smo da je IqgC ukljucen i u funkcije tijekom sazrijevanja
makropinosoma koje su neovisne 0 RasG. Stoga je treéi cilj ovog rada bio ispitati postoje li
dodatni proteinski i/ili fosfolipidni interaktori proteina lggC koji ga zadrZzavaju na
internaliziranom makropinosomu. Za testiranje potencijalnih fosfolipidnih interaktora koristila
sam tockasto bugacenje lipida, a za testiranje potencijalnih proteinskih interaktora koristila sam
metode koimunoprecipitacije i pull-down. Nakon Sto sam utvrdila da je mala GTPaza Rab5A
izravni interaktor proteina IqgC, pratila sam prostorno-vremensku raspodjelu oba proteina u
zivim stanicama konfokalnom mikroskopijom. Koriste¢i test za analizu aktivnosti GAP ispitala
sam djeluje li protein 1qgC kao GAP prema Rab5A. Takoder, ispitala sam utjecaj RabSA na
aktivnost GAP proteina 1qgC prema RasG. Koriste¢i konfokalnu mikroskopiju testirala sam
utjecaj koncentracije Rab5A na dinamiku proteina IggC na zatvorenom makropinosomu u

Zivim stanicama.



2. Literaturni pregled

2.1. Makropinocitoza

Makropinocitoza je proces neselektivnog unosa velikih volumena tekuéine u stanicu.
To je endocitotski proces ovisan o aktinu koji zajedno s fagocitozom nazivamo
makroendocitoza (King i Kay, 2019.; Vines i King, 2019.). Za razliku od endocitoze
posredovane klatrinom kod koje dolazi do invaginacije staniéne membrane, makropinosomi i
fagosomi znacajno su veci I formiraju se iz izbocenja ili protruzija stanicne membrane koje
nastaju reorganizacijom aktinskog citoskeleta (Slika 2.1.) (Vines i King, 2019.). Proces
makroendocitoze je evolucijski o¢uvan od protista do ljudi. Amebi Dictyostelium discoideum
makroendocitoza sluzi za unos hranjivih tvari, dok je stanice sisavaca koriste za specijalizirane
funkcije (King i Kay, 2019.). Stanice imunosnog sustava poput makrofaga, dendritickih stanica
i neutrofila profesionalni su fagociti koji fagocitozom uklanjaju patogene i ostatake mrtvih
stanica te odrzavaju homeostazu tkiva i organa (Conner i Schmid, 2003.). Dendriticke stanice
uz to koriste i makropinocitozu za unos topivih antigena koje kasnije prezentiraju T limfocitima
(Liu i Roche, 2015.). Neuroni koriste makroendocitozu za recikliranje proteina i membrana
sinaptickih vezikula tijekom intenzivne sinapti¢ke aktivnosti (Clayton i Cousin, 2009.).
Aktivirani T limfociti koriste makropinocitozu za unos izvanstani¢nih aminokiselina kako bi
mogli podrzati aktivaciju kompleksa mTORC1 (engl. mammalian target of rapamycin complex
1) koji promovira stani¢ni rast (Charpentier i sur., 2020.).

Osim za odrZavanje homeostaze organizma, makropinocitoza ima vaznu ulogu i u
nekim bolestima. Na primjer, patogeni poput bakterija, virusa i priona zloupotrebljavaju
makropinocitozu kako bi usli u stanicu (Bloomfield i Kay, 2016.). Brojne tumorske stanice
imaju znacajno pojacanu makropinocitozu kojom unose proteine iz izvanstani¢nog okolisa,
posebno albumin iz seruma uz kojeg se unose i masne kiseline i kolesterol vezani na albumin,
ali i molekule adenozin-trifosfata (ATP), kako bi omoguéile rast tumora (Commisso i sur.,
2013.; Commisso i Debnath, 2018.; Finicle i sur., 2018.; Qian i sur., 2014.). Zbog Ceste slabe
prokrvljenosti tumora i nedostatne dostave glukoze i aminokiselina, tumorske stanice posezu
za makromolekulama iz izvanstani¢nog okoliSa poput ostataka nekroti¢nih stanica koji su izvor
proteina, masnih kiselina i triglicerida, a posezu i za proteinima izvanstani¢nog matriksa poput
kolagena i fibronektina koje unose makropinocitozom (Davidson i sur., 2017.; Kim i sur.,
2018.; Olivares i sur., 2017.). Uloga makropinocitoze najvise je istrazivana u tumorskim

stanicama s pojaCanom aktivno$¢éu proteina Ras, poznatog onkoproteina. Prekomjerno



aktivirani Ras u tumorskim stanicama poti¢e aktivaciju signalnih puteva nizvodno od
receptorskih tirozin-kinaza (RTK), prvenstveno aktiviraju¢i fosfoinozitid 3-kinaze (P13-kinaze
ili PI3K) klase | te na taj na¢in omogucuje tumorskoj stanici da se hrani i proliferira neovisno
o faktorima rasta i aktivaciji receptora (Puccini i sur., 2022.). Osim mutacija proteina Ras,
deplecija tumorskog supresora PTEN (engl. phosphatase and tensin homolog) ili mutacija
metaboli¢kog senzora kinaze AMP (engl. adenosine monophosphate-activated protein kinase)
takoder izazivaju pojacanu makropinocitozu tumorskih stanica koja im omogucuje unos
nutrijenata i rast u mikrookoliSu siromasnom aminokiselinama i glukozom (Bloomfield i Kay,
2016.; Kim i sur., 2018.). U posljednje vrijeme sve su brojnija istrazivanja makropinocitoze u
terapijske svrhe, kao puta za unos mRNA cjepiva i makromolekula u stanice tumora kojima bi
se sprijecio njihov daljnji rast (Bloomfield i Kay, 2016.; Kay, 2021.; Kranz i sur., 2016.).
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Slika 2.1. Vrste endocitoze u amebi D. discoideum. Podjela endocitoze na mikroendocitozu i makroendocitozu
kod amebe Dictyostelium discoideum (prilagodeno prema Vines i King, 2019.).

U stanicama sisavaca makropinocitoza moze biti konstitutivna ili inducirana faktorima
rasta. Dendriticke stanice, makrofagi i tumorske stanice makropinocitiraju konstitutivno (King
i Kay, 2019.; Lin i sur., 2020.). Kod dendriti¢kih stanica je pokazano da konstitutivna
makropinocitoza ovisi o izvanstani¢nom Ca?* koji se veZe na receptore osjetljive na kalcij koji
aktiviraju proteine RhoGEF (engl. guanine nucleotide exchange factors) koji zatim aktiviraju
proteine Rac. Aktivne GTPaze Rac potic¢u dendriticku polimerizaciju aktina koja je potrebna za

protruziju stani¢ne membrane i formiranje makropinosoma (Canton i sur., 2016.; Lin i sur.,
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2020.; Mylvaganam i sur., 2021.). S druge strane, osim Kkonstitutivnog stvaranja
makropinosoma ovisnog o Ca?*, makrofagi provode i induciranu makropinocitozu potaknutu
faktorima rasta npr. CSF-1 (engl. macrophage colony-stimulating factor 1) i molekulama koje
potjeCu od patogena, poput lipopolisaharida (Canton i sur., 2016.; Condon i sur., 2018.).
Makropinosomi fibroblasta i endotelnih stanica takoder se formiraju nakon stimulacije
faktorima rasta poput PDGF (engl. platelet-derived growth factor), a mogu se inducirati i
mikroinjektiranjem aktivne GTPaze Racl u stanicu (Mellstrém i sur., 1988.; Ridley i sur.,
1992.; Wennstrom i sur., 1994.). Kao sto je ve¢ spomenuto, brojne tumorske stanice provode
konstitutivnu makropinocitozu zbog pojacane aktivnosti proteina Ras, no razlog mogu biti 1
onkogene kinaze Src ili prekomjerno aktivan signalni put Wnt (Bar-Sagi i Feramisco, 1986.;
Commisso i sur., 2013.; Redelman-Sidi i sur., 2018.; Veithen i sur., 1996.). Stanice D.
discoideum, sli¢no kao i tumorske stanice, konstitutivno stvaraju makropinosome. Stvaraju se
spontano, bez stimulacije vanjskim faktorima, najvjerojatnije zbog autoaktivacije proteina Ras
koji aktivira PI3-kinaze klase | Sto vodi stvaranju PI1(3,4,5)P3, iako mehanizam inicijacije

makropinocitoze nije razjasnjen (Bloomfield i Kay, 2016.; Buckley i King, 2017.).

2.2. Modelni organizam Dictyostelium discoideum

Protist Dictyostelium discoideum u prirodi zivi u tlu kao jednostani¢ni organizam te se
hrani raznovrsnim bakterijama procesom fagocitoze. Medutim, Zivot u tlu izlaZze ove amebe i
brojnim patogenima zbog Cega su, uz efikasnu fagocitozu, razvili mehanizme obrane od
patogena, od kojih su mnogi oc¢uvani i kod makrofaga. Sve ovo je razlog da je D. discoideum
izuzetno pogodan modelni organizam za istrazivanje fagocitoze, mikrobnih infekcija te odnosa
izmedu domacina i patogena (Bozzaro i sur., 2008.). D. discoideum ima slozZen Zivotni ciklus
koji se sastoji od jednostani¢ne i viSestani¢ne faze (Slika 2.2.). Tijekom vegetativnog rasta,
amebe se aktivno kre¢u po podlozi i hrane fagocitozom. Kada u okoliSu ponestane hrane
inducira se faza visestani¢nog razvoja. Izgladnjele stanice pocinju izlucivati kemoatraktant
cikli¢ki adenozin monofosfat (cAMP) i kretati se koriste¢i kemotaksiju prema cCAMP-u,
izlu¢enom iz drugih stanica, Sto rezultira nakupljanjem stanica u agregate. Tijekom faze
viSestani¢nog razvoja, te nakupine stanica poprimaju nekoliko morfoloski razli¢itih oblika. Taj
proces kulminira formiranjem plodnog tijela koje se sastoji od stalka na bazalnom disku i
sorokarpa sa sporama. Spore omoguc¢uju protistu D. discoideum preZivljavanje nepovoljnih
uvjeta. Kada uvjeti u okolini ponovno postanu pogodni, iz spora se izlegnu vegetativne stanice
te zivotni ciklus zapocinje iznova (Chisholm i Firtel, 2004.). Ova uvjetovana visestani¢nost Uz

vrlo kratak zivotni ciklus (24 sata za amebe divljeg soja), ¢ini D. discoideum odli¢nim modelom
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za istrazivanje kemotaksije i staniCne pokretljivosti, medustanicne adhezije, citokineze,

autofagije i socijalne evolucije (Bozzaro, 2019.; Sussman, 1987.).

elibebaibe

Slika 2.2. Zivotni ciklus protista Dictyostelium discoideum (prilagodeno prema Chisholm i Firtel, 2004.).

Genom D. discoideum ima 34 Mb i sastoji se od 6 kromosoma. Sadrzi brojne ortologe
ljudskih gena od kojih su neki ukljuceni u bolesti $to omogucuje njegovo koriStenje i u
biomedicinskim istraZivanjima i istrazivanjima evolucijski oc¢uvanih stani¢nih procesa
(Eichinger i sur., 2005.). Brzi rast (vrijeme diobe za divlje amebe je oko 4 sata, a za akseni¢ne
sojeve oko 8 sati), jednostavni uzgoj u laboratoriju i haploidni genom omogucuju koriStenje
brojnih stani¢nih i molekularno-bioloskih metoda istraZivanja te jednostavnu geneticku
manipulaciju (Bozzaro, 2019.). Akseni¢ni sojevi, koji uspjesno rastu u tekucoj hranjivoj podlozi
bez prisutnosti bakterija (engl. axenic), takoder predstavljaju veliku prednost u laboratorijskom
radu.

Naime, kao Sto je spomenuto, divlji izolati D. discoideum preferencijalno se hrane
fagocitozom bakterija, dok im je makropinocitoza suprimirana i nedovoljna za prezivljavanje u
tekucoj hranjivoj podlozi u odsutnosti bakterija. Medutim, 70-ih godina proslog stoljeca izolati
amebe D. discoideum iz prirode prilagodeni su rastu u tekucoj hranjivoj podlozi selekcijom
akseni¢nih mutanata koji imaju zna¢ajno poja¢anu makropinocitozu (Franke i Kessin, 1977.;
Watts i Ashworth, 1970.) Kanije je otkriveno da je za nastanak akseni¢nog fenotipa odgovorno

nekoliko gena, medu kojima je najvaznija delecija gena axeB koji kodira protein RasGAP NF1



(Bloomfield i sur., 2015.; North i Williams, 1978.; Williams i sur., 1974.). NF1 je ortolog
humanog proteina neurofibromina 1 koji je takoder RasGAP i igra klju¢nu ulogu u razvoju
neurofibromatoze tipa 1, kompleksnog poremecaja kojeg karakterizira pojava neurofibroma.
NF1 u amebi D. discoideum negativno regulira procese makropinocitoze i fagocitoze
inhibiraju¢i aktivnost proteina Ras. Delecija gena axeB omogucila je akseni¢nim sojevima
uspjesan rast u tekuc¢oj hranjivoj podlozi zbog znacajno poja¢ane makropinocitoze (Bloomfield
i sur., 2015.). S obzirom na ovo, D. discoideum je, uz stanice sisavaca u kulturi, postao glavni

modelni organizam za proucavanje procesa makropinocitoze.

2.3. Mehanizam stvaranja makropinosoma

Stvaranje makropinosoma zahtijeva opsezno remodeliranje aktinskog citoskeleta koje
uzrokuje protruziju stanicne membrane na vanjskom rubu nastaju¢e makropinocitotske ¢asice
uz istovremenu supresiju protruzije u njenoj bazi (Buckley i King, 2017.; Veltman i sur., 2016.).
Za razliku od formiranja fagosoma koji se oblikuju prema cestici koja se fagocitira, u
makropinocitozi ne postoji kalup koji bi odredio oblik makropinocitotske ¢asice. Kompleksnu
prostornu-vremensku regulaciju makropinocitoze kontroliraju male GTPaze iz superobitelji
Ras poput Ras, Rac, Cdc42, Arf6 i Rabb, ali i fosfoinozitidi (PIP) koji regrutiraju razliCite
efektorske proteine i time omoguéuju raspoznavanje razli¢itih faza endocitotskog procesa
(Egami i sur., 2014.; Vines i King, 2019.). Klju¢nu ulogu u formiranju makropinosoma u
stanicama sisavaca i protista D. discoideum imaju regije stani¢cne membrane bogate aktivnim
proteinima Ras i fosfolipidom PI(3,4,5)P3 (Dormann i sur., 2004.; Hoeller i sur., 2013.; Lin i
sur., 2020.; Recouvreux i Commisso, 2017.; Veltman i sur., 2016.). Medutim, signalni putevi
ukljuceni u stvaranje makropinosoma u odredenoj se mjeri razlikuju ovisno o vrsti stanica.

Kod nezrelih dendritickih stanica i makrofaga konstitutivna makropinocitoza potaknuta
je izvanstani¢nim Ca?* koji aktivira receptore osjetljive na kalcij vezane za heterotrimerne G
proteine (Lin i sur., 2020.). Podjedinica Go G proteina aktivira PI13-kinaze klase I i potice
stvaranje P1(3,4,5)P3 na stani¢noj membrani. P1(3,4,5)P3 regrutira fosfolipazu C koja hidrolizira
fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat P1(4,5)P> na diacilglicerol (DAG) i inozitol trifosfat (IP3)
(Bohdanowicz i sur., 2013.). Diacilglicerolska kinaza nadalje fosforilira DAG ¢ime nastaje
fosfatidicna kiselina koja potice polimerizaciju aktina i nabiranje membrane regrutiranjem
proteina GEF TIAML1 (engl. T-cell lymphoma invasion and metastasis—inducing protein 1) koji
aktivira GTPazu Rac koja zatim aktivira kompleks SCAR/WAVE (Bohdanowicz i sur., 2013.;
Lin i sur., 2020.). PI(3,4,5)P3 aktivira i GTPazu RhoG koja sudjeluje u aktivaciji proteina Rac,
ali i sama aktivira kompleks SCAR/WAVE koji je potreban za aktivaciju kompleksa Arp2/3
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(Mylvaganam i sur., 2021.). Arp2/3 je glavni nukleator dendriti¢ki razgranate polimerizacije
aktina koja uzrokuje nabiranje membrane i stvaranje makropinosoma (Bohdanowicz i sur.,
2013.; Lin i sur., 2020.; Mylvaganam i sur., 2021.).

Kod inducirane makropinocitoze, faktori rasta poput EGF (engl. epidermal growth
factor), PDGF i CSF-1 preko RTK stimuliraju nabiranje membrane aktivacijom P13-kinaza
klase | i proteina Ras, Sto aktivira Racl i Cdc42 te dovodi do stimulacije p21-aktivirane kinaze
(Pakl) i kompleksa Arp2/3 kako bi se potaknula polimerizacija aktina (Recouvreux i
Commisso, 2017.; Ridley i sur., 1992.). Formiranje makropinocitotske ¢aSice zapocinje
lokaliziranim porastom koncentracije P1(4,5)P2 na kruznom naboru membrane kojega prati jos
intenzivniji porast PI(3,4,5)P3 netom prije zatvaranja makropinosoma, a podudara se s vrhom
aktivacije proteina Racl (Araki i sur., 2007.; Welliver i Swanson, 2012.; Yoshida i sur., 2009.).
U stani¢noj liniji karcinoma plocastih stanica A431 koje imaju poviSene razine receptora za
faktor rasta EGF, inhibitori PI3-kinaza suprimiraju makropinocitozu iako ne inhibiraju
polimerizaciju F-aktina i stvaranje nabora membrane potaknuto EGF-om, Sto ukazuje na to da
je P1(3,4,5)Ps kojeg stvaraju PI3-kinaze klase I nuzan za formiranje makropinosoma (Araki i
sur.,, 2007.). Palm i sur., 2017. potvrdili su kljuénu ulogu PI3-kinaza u regulaciji
makropinocitoze u misjim embrionalnim fibroblastima. S druge strane, pokazali su da proteini
H-Ras, K-Ras i N-Ras, iako poti¢u makropinocitozu, nisu nuzni za stvaranje makropinosoma
potaknutih faktorima rasta s obzirom da fibroblasti deficijentni za sva tri proteina Ras nisu imali
defekte tijekom inducirane makropinocitoze (Palm i sur., 2017.). U stanicama sisavaca,
P1(4,5)P2 je takoder vazan u ranoj fazi formiranja makropinosoma jer regrutira proteine Koji se
vezu na aktinske filamente poput a-aktinina koji potic¢e medusobno povezivanje aktinskih
filamenta, talina koji povezuje aktinske filamente sa stanicnom membranom i vinkulina koji
regulira interakciju aktinskih filamenata i drugih citoskeletnih proteina (Janmey i Lindberg,
2004.; Sechi i Wehland, 2000.). Takoder, za regulaciju makropinocitoze u stanicama sisavaca
vazna je i sekvencijalna defosforilacija fosfoinozitida, koja zapocinje ve¢ na kruznim naborima
membrane, a kljucna je za regrutaciju efektora specificnih za svaku fazu procesa (Maekawa i
sur., 2014.). U stanicama A431 i mi§jim makrofagima, fosfataze SHIP2 i SHIP1 defosforiliraju
P1(3,4,5)Ps u fosfatidilinozitol 3,4-bisfosfat (P1(3,4)P2) (Maekawa i sur., 2014.; Welliver i
Swanson, 2012.). U stanicama A431 zatim dolazi do defosforilacije PI(3,4)P> u
fosfatidilinozitol 3-fosfat (PI(3)P) pomoc¢u fosfataze INPP4B, te kona¢no i defosforilacije
PI(3)P u fosfatidilinozitol (PI) pomocu fosfataza MTMR6 1 MTMR9 koje se regrutiraju u
nabore membrane nakon stimulacije stanica EGF-om (Maekawa i sur., 2014.). U mi$jim

makrofagima, sekvencijalna defosforilacija dogada se malo kasnije pa se vrhunac akumulacije
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P1(3,4)P> javlja tijekom zatvaranja makropinosoma, a razina PI(3)P raste nakon zatvaranja
makropinosoma istovremeno s opadanjem razine PI1(3,4)P. (Welliver i Swanson, 2012.).
Sli¢no konstitutivnoj makropinocitozi tumorskih stanica u kojima je pojacana
signalizacija Ras/P13-kinaznog puta, makropinocitoza u akseni¢nim stanicama D. discoideum
takoder je konstitutivna i autoregulirana. Dijelovi staniéne membrane aktivirani za
makropinocitozu bogati su aktivnim GTPazama iz obitelji Ras i fosfolipidom PI(3,4,5)P3 koji
na distalne dijelove tih regija regrutiraju prsten nukleatora aktina i sluze kao kalup za formiranje
markopinocitotskih ¢asica. Medutim, jo$ uvijek nije jasno kako dolazi do lokalne aktivacije
proteina Ras (Veltman i sur., 2016.). Iskljucivanje gena rasG i rasS pokazalo je da su u
stanicama D. discoideum RasG i RasS vazni pozitivni regulatori makropinocitoze, s obzirom
da su stanice deficijentne za ove proteine imale znacajne defekte makropinocitoze (Hoeller i
sur., 2013.; Williams i sur., 2019.). Time je pokazano da je uloga proteina iz obitelji Ras u
makropinocitozi stanica D. discoideum znacajno vaznija od njihove uloge u regulaciji
inducirane makropinocitoze u stanicama sisavaca, sudeci prema rezultatima dobivenim na
misjim embrionalnim fibroblastima (Palm i sur., 2017.). U svojem aktivnom obliku u kojem su
vezani na gvanozin-trifosfat (GTP), RasG i RasS aktiviraju PI13-kinaze klase | 1, 2 i 4 (PI3K1,
PI3K2 i PI3K4), vezuéi se na njihovu domenu RBD (engl. Ras-binding domain), s time da je
PI3K4 vijerojatno regulirana pretezito s RasS (Hoeller i sur., 2013.). Delecija gena za PI3K1 i
PI3K2 onemogucava formiranje regija staniéne membrane obogacenih fosfoinozitidom
P1(3,4,5)P3 i stvaranje makropinocitotskih ¢aSica. S druge strane, delecija gena za PI3K4
inhibira zatvaranje makropinosoma (Hoeller i sur., 2013.). Ubrzo nakon zatvaranja
makropinosoma, PI-5 fosfataza Dd5P4 hidrolizira PI(3,4,5)P3 u PI(3,4)P2 (Dormann i sur.,
2004.; Li i sur., 2018b.). Signalni putevi nizvodno od PI1(3,4,5)P3 i aktivnih proteina Ras sli¢ni
su kao i tijekom inducibilne makropinocitoze u stanicama sisavaca. PI(3,4,5)Ps regrutira
proteine GEF i GAP koji reguliraju aktivnost malih GTPaza obitelji Ras i Rho. Rac aktivira
kompleks SCAR/WAVE koji aktivacijom kompleksa Arp2/3 potice polimerizaciju aktina na
distalnim dijelovima nastaju¢e makropinocitotske casice (Veltman i sur., 2016.). Zanimljivo je
da aktivni RasG i RasB, homolozi humanih proteina K-Ras i H-Ras, regrutiraju i aktiviraju
protein formin G koji, nakon $to je nukleacija aktina potaknuta kompleksom Arp2/3, produljuje
linearne aktinske filamente u bazi makropinocitotske CaSice pruzajuci joj time potporu
(Junemann i sur., 2016.) (Slika 2.3.). Junemann i sur., 2016. uocili su znacajno smanjenu
efikasnost fagocitoze, ali ne i makropinocitoze, u stanicama deficijentnima za RasB. Stoga su
predlozili model prema kojem RasB aktivira i regulira formin G tijekom fagocitoze velikih

Cestica dok je RasG glavni regulator tijekom makropinocitoze. Kao §to je ve¢ spomenuto,
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aktivacija Racl, koja se dogada u regijama bogatim aktivnim Ras i PI(3,4,5)P3, vazna je za
nukleaciju aktina i formiranje makropinocitotskih ¢aSica i u stanicama D. discoideum i u
stanicama sisavaca (Buckley i King, 2017.; Fujii i sur., 2013.; Veltman i sur., 2016.). S druge
strane, pravovremena deaktivacija Racl vazna je za zatvaranje makropinosoma (Buckley i
King, 2017.; Dumontier i sur., 2000.; Fujii i sur., 2013.). Makropinocitotske ¢aSice u stanicama
D. discoideum pocinju se zatvarati kada se regije stanicne membrane bogate PI(3,4,5)P3
prestanu Siriti, a kontinuirana polimerizacija aktina na distalnim rubovima ¢asice preusmjeri se
prema unutrasnjosti sve dok se ¢asica ne zatvori (Lutton i sur., 2023.).

dendriticki aktin linearna mreza
uzrokuje protruzije aktina pruZa potporu
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Slika 2.3. Shema formiranja makropinocitotske ¢aSice u stanicama D. discoideum. Regije membrane
aktivirane za makropinocitozu bogate PI(3,4,5)Ps i aktivnim proteinima Ras i Rac na distalne dijelove nastajuce
makropinocitotske ¢aSice regrutiraju SCAR koji aktivacijom kompleksa Arp2/3 poti¢e polimerizaciju
dendriti¢kog aktina i gura membranu prema van stvarajuci protruziju. U bazi ¢aSice Ras aktivira formin G koji
promovira elongaciju linearnih aktinskih filamenata koji pruzaju potporu i stabiliziraju oblik makropinocitotske
¢asice (prilagodeno prema Buckley i King, 2017.).

2.4. Rano sazrijevanje makropinosoma

Sudbina makropinosoma nakon zatvaranja i internalizacije ovisi o vrsti stanica u kojima
se makropinocitoza odvija. Primjerice, ve¢ina internaliziranog sadrZzaja makropinosoma stanica
A431 reciklira se natrag na membranu, dok makropinosomi makrofaga i nezrelih dendritickih
stanica prolaze kroz lizosomalnu degradaciju (Lim i Gleeson, 2011.). Tumorske stanice i
stanice D. discoideum takoder imaju degradativne makropinosome koji omogucuju da se
uneSeni sadrzaj razgradi na iskoristive hranjive tvari (Buckley i King, 2017.; Recouvreux i
Commisso, 2017.).
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Ubrzo nakon internalizacije makropinosoma, s njega se odvajaju aktinski filamenti, a
makropinosomi se smanjuju zbog gubitka tekucine iz lumena osmozom, Sto dovodi do
ugusc¢ivanja njihova sadrZaja (Freeman i sur., 2020.; King i Kay, 2019.; Maniak, 2002.). Potom
slijedi zakiseljavanje sadrZaja makropinosoma te njihovo spajanje s drugim makropinosomima
I ranim endosomima. Ovo sazrijevanje makropinosoma reguliraju GTPaze iz obitelji Rab i
fosfoinozitidi regrutacijom efektornih proteina (Egami i sur., 2014.; Vines i King, 2019.).
Protein Rabb5, etablirani biljeg ranih endosoma, prvi se regrutira na membranu makropinosoma
JoS prije njegova zatvaranja. U stanicama A431, unutarstani¢ne vezikule obogac¢ene proteinom
Rab5 fuzioniraju se s naborima stani¢éne membrane i otvorenim makropinocitotskim casicama
gdje Rabb, preko proteina adaptora APPL1, regrutira 5'-fosfataze Inpp5b i OCRL koje
hidroliziraju P1(4,5)P> u fosfatidilinozitol 4-fosfat (PI1(4)P) (Maxson i sur., 2021.). Time Rab5
doprinosi depleciji PI(4,5)P2, na membrani koja je klju¢na za zatvaranje makropinosoma.
Fosfolipaza C takoder doprinosi smanjenju koncentracije PI(4,5)P> tako da ga hidrolizira na IP3
I DAG. Pretpostavlja se da je aktivnost spomenutih fosfataza prostorno ili vremenski odvojena,
tj. da je fosfolipaza C aktivna u ranijim fazama formiranja makropinosoma ili u bazi
makropinocitotske ¢asice dok su Inpp5b 1 OCRL aktivne u kasnijim fazama ili na mjestima
zatvaranja makropinosoma (Maxson i sur., 2021.; Welliver i Swanson, 2012.). lako se 0 Rab5
u D. discoideum zna vrlo malo, kao i u stanicama sisavaca Rab5 je smjesSten perinuklearno, na
ranim endosomima i na stani¢noj membrani (Bucci i sur., 1992.; Chavrier i sur., 1990.; Roberts
i sur., 2000.; Schnatwinkel i sur., 2004.; Tu i sur., 2022.). Medutim, za raliku od stanica
sisavaca, u D. discoideum nije opazen porast PI(4,5)P2 na naborima stani¢ne membrane prije
zatvaranja makropinosoma (King i Kay, 2019.). Aktivnost Rab5 vazna je i tijekom ranog
sazrijevanja makropinosoma. Medu brojnim efektorima Rab5 regrutira i aktivira PI3-kinazu
klase 111 Vps34, koja fosforilacijom Pl doprinosi povecanju koncentracije PI(3)P na ranom
makropinosomu (Buckley i King, 2017.; Christoforidis i sur., 1999b.). PI(3)P, takoder biljeg
ranih endosoma, regrutira svoje efektore putem njihovih domena za vezanje lipida FYVE ili
PH, poput kinaze PIKfyve koja kasnije fosforilira PI1(3)P u PI(3,5)P2 (Buckley i King, 2017.;
Cabezas i sur., 2006.; Clarke i sur., 2010.; Kim i sur., 2014.).

Konstitutivnha makropinocitoza rezultira unosom velike koli¢ine stani¢ne membrane u
citosol. Kako bi se uz konstantnu makropinocitozu odrzao integritet stanicne membrane,
membranski lipidi i proteini stani¢ne membrane moraju se brzo reciklirati s membrane
makropinosoma natrag na stani¢nu membranu, prije no S$to nastupi zakiseljavanje i proteoliticka
razgradnja (Buckley i sur., 2016.). Za to su potrebni regulatorni kompleks WASH (engl.

Wiskott—Aldrich and SCAR homologue) i sortirajué¢i retromerski kompleks koji se regrutiraju
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na makropinosom odmah nakon internalizacije i reguliraju recikliranje membranskih proteina
u stanicama sisavaca i u stanicama D. discoideum (Buckley i sur., 2016.; Seaman i sur., 2013.).
Sortiraju¢i retromerski kompleks sastoji se od tri podjedinice Vps (Vps26, Vps29 i Vps35),
koje prepoznaju sadrzaj za recikliranje te heterodimera sortiraju¢ih neksina (SNX1/SNX2 i
SNX5/SNX®6), koji poti¢u stvaranje tubularnih struktura koje se odvajaju od makropinosoma
kako bi se njihov sadrzaj reciklirao (Bonifacino i Hurley, 2008.). U stanicama sisavaca
pokazano je da podjedinica Vps35 retromerskog kompleksa istovremeno veze podjedinicu
FAM21 regulatornog kompleksa WASH i kompleks MAGE-L2-TRIM27-Ube20 koiji,
ubikvitinacijom proteina WASH, oslobada njegovu domenu VCA te na taj nacin aktivira
WASH (Hao i sur., 2013.). WASH, sli¢no kao i SCAR/WAVE, aktivira kompleks Arp2/3 i
poti¢e lokaliziranu polimerizaciju aktina na endosomima, pa tako i na internaliziranom
makropinosomu (Buckley i sur., 2016.; Seaman i sur., 2013.). Kompleks WASH svojom
aktivnoscu tj. stvaranjem regija bogatih aktinom sekvestira retromerski kompleks u diskretne
membranske subdomene te stabilizra tubularne strukture i poti¢e njihovo odvajanje od
makropinosoma (Buckley i sur., 2016.; Seaman i sur., 2013.).

Za razgradnju preostalog koncentriranog sadrZaja smanjenih makropinosoma potrebno
je zakiseliti lumen i dostaviti odgovarajuce enzime za digestiju. Na membranu makropinosoma
veZu se vezikule koje dostavljaju vakuolarne H™ ATPaze (V-ATPaze), protonske pumpe koje
se vezu na membranu makropinosoma i sudjeluju u zakiseljavanju njegova lumena (Clarke i
sur., 2002.). V-ATPaze se sastoje od dva podkompleksa: V1 je periferni podkompleks i
odgovoran je za hidrolizu ATP-a, a Vo je podkompleks koji se integrira u membranu i
omogucuje prijenos protona kroz membranu u lumen endosoma (Clarke i sur., 2002.).
Lokalizacija V-ATPaza podudara se s lokalizacijom PI1(3)P (Clarke i sur., 2010.).

Na internalizirani makropinosom se nakon Rab5 postepeno regrutiraju GTPaze Rab20
i Rab21 (Egami i sur., 2014.). Faza ranog sazrijevanja zavrSava padom aktivnosti Rab5 i
konverzijom makropinosoma obogacenih s Rab5 i PI(3)P u makropinosome obogaéene
biljezima kasnih endosoma Rab7 i PI(3,5)P2, nakon ¢ega slijedi spajanje makropinosoma s

lizosomima (Borchers i sur., 2021.; Langemeyer i sur., 2020.).

2.5. Regulacija proteina Ras

Superobitelj proteina Ras sadrzi preko 150 malih GTPaza (engl. guanosine
triphosphatase) koje se dijele u pet obitelji: Ras, Rho, Rab, Arf i Ran (Colicelli, 2004.;
Wennerberg i sur., 2005.). To su evolucijski o¢uvane, male monomerne GTPaze, koje zajedno

sa svojim regulatorima i efektorima, reguliraju signalne puteve brojnih stani¢nih procesa, pri
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¢emu Se najvise istrazuje uloga proteina iz obitelji Ras u razvoju tumora (Colicelli, 2004.; Cox
I Der, 2010.). Tri gena kod ljudi kodiraju cetiri proteina Ras koji posjeduju 82 do 90 %
identi¢nosti u aminokiselinskom slijedu: H-Ras, N-Ras i K-Ras koji ima dvije izoforme, K-
Ras4A i K-Ras4B (Cox i Der, 2010.). Vec¢ je 1982. godine otkriveno da mutirani konstitutivno
aktivni Ras potice rast tumorskih stanica (Der i sur., 1982.). Ubrzo nakon toga pokazalo se da
mikroinjektiranje proteina H-Ras u embrionalne fibroblaste Stakora poti¢e nabiranje membrane
I makropinocitozu (Bar-Sagi i Feramisco, 1986.). Takoder, K-Ras, uspjesnije nego H-Ras,
aktivira Rac ¢ija aktivnost poti¢e nabiranje membrane, makropinocitozu i stani¢no kretanje
(Walsh i Bar-Sagi, 2001.). Genom protista D. discoideum sadrzi gene koji kodiraju 14 proteina
obitelji Ras, no samo dio ih je istraZzen od ¢ega je za njih nekoliko pokazano da imaju ulogu u
makroendocitozi (Bolourani i sur., 2010.; Chubb i sur., 2000.; Hoeller i sur., 2013.; Junemann
i sur., 2016.; Seastone i sur., 1999.; Tuxworth i sur., 1997.; Williams i sur., 2019.). Geneticki
eksperimenti su pokazali da je RasB vazan pozitivan regulator fagocitoze velikih Cestica
(Junemann i sur., 2016.). Takoder, RasB je prisutan na makropinosomima, no stanice rasB’
imaju neznatno slabiju efikasnost unosa tekucine te malo usporen rast u tekucoj hranjivoj
podlozi u odnosu na stanice divljeg tipa (Junemann i sur., 2016.; Williams i sur., 2019.). RasC
pozitivno regulira usmjereno kretanje i agregaciju stanica, a negativno regulira unos tekucine
(Lim i sur., 2001., 2005.). RasD je eksprimiran tijekom faze visestani¢nog razvoja, a geneticki
eksperimenti su pokazali da je vazan za fototaksiju i termotaksiju viSestani¢nog puza, ali 1 da
prekomjerna ekspresija RasD mozZe ponistiti citokinetski defekt i defekt rasta vegetativnih
stanica rasG™ (Bolourani i sur., 2010.; Wilkins i sur., 2000.). RapA je vazan pozitivan regulator
stani¢ne adhezije i pokretljivosti te pozitivno regulira fagocitozu, a negativno makropinocitozu
(Jeon i sur., 2007.; Seastone i sur., 1999.). Za razliku od RapA, RapC je negativan regulator
adhezije i pruzanja stanica po podlozi, a ukljuen je i u regulaciju citokineze i viSestani¢nog
razvoja (Park i sur., 2018.). Ve¢ je spomenuto da RasG i RasS imaju klju¢nu ulogu u
makropinocitozi. Delecija gena rasG i rasS uzrokuju usporen rast u tekucoj hranjivoj podlozi
te smanjenu efikasnost makropinocitoze i fagocitoze, a delecija oba gena uzrokuje drasti¢no
smanjenu efikasnost makropinocitoze i smanjeno formiranje regija bogatih fosfolipidom
P1(3,4,5)Ps (Bolourani i sur., 2010.; Chubb i sur., 2000.; Hoeller i sur., 2013.; Tuxworth i sur.,
1997.; Williams i sur., 2019.). Stanice rasG™ imaju i defekte u citokinezi i kretanju (Tuxworth
I sur., 1997.). Protein RasG najsli¢niji je ljudskim proteinima iz obitelji Ras. RasG je 71 %
identican proteinu K-Ras i 68 % proteinu H-Ras te je najjace eksprimiran protein iz obitelji Ras

u vegetativnim stanicama D. discoideum (Robbins i sur., 1989.; Tuxworth i sur., 1997.).
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Male GTPaze iz superobitelji Ras reguliraju brojne procese na stani¢énim membranama.
Novosintetizirani proteini Ras su topivi citosolni proteini koji prolaze postranslacijsku
lipidaciju kako bi se mogli umetnuti u stani¢cnu membranu (Cox i Der, 2010.). Nascentni
proteini iz obitelji Ras i Rho na C-kraju imaju motiv CAAX, tetrapeptid sastavljen od cisteina
(C), dvije alifatske aminokiseline (A) i bilo koje aminokiseline (X) (Wennerberg i sur., 2005.).
Motiv. CAAX prepoznaju prenil-transferaze koje Kkataliziraju dodatak farnezil- ili
geranilgeranil-izoprenoida na cisteinski ostatak (Wennerberg i sur., 2005.). Te prenilacije
omogucuju umetanje proteina iz obitelji Ras i Rho u membranu endoplazmatskog retikuluma
gdje se provode dodatne modifikacije: proteoliticko odcjepljivanje motiva AAX i
karboksimetilacija terminalnog preniliranog cisteina (Ahearn i sur., 2012.; Cox i Der, 2010.).
Kako bi proteini iz obitelji Ras i Rho mogli biti stabilno povezani sa staniénom membranom,
potreban je dodatni signal u vidu acilacije, a to je najces¢e palmitoilacija cisteinskih ostataka
uzvodno od karboksimetiliranog cisteina (npr. H-Ras, N-Ras, K-RasA, RhoB, TC10) (Ahearn
i sur., 2012.; Wennerberg i Der, 2004.). Drugi proteini iz obitelji Ras i Rho ne prolaze acilaciju
(npr. K-RasB, RhoA, Cdc42), ve¢ sadrze polibazi¢nu regiju bogatu lizinima koja im omogucuje
vezanje na membranu formiranjem elektrostatskih interakcija s negativno nabijenim polarnim
»glavama®“ fosfolipida na unutarnjoj strani stanicne membrane (Ahearn i sur., 2012,
Wennerberg i Der, 2004.). Nascentni proteini iz obitelji Rab imaju razli¢ite motive na C-kraju,
poput CC, CCN, CNC, CCNN i CCNNN. Njih veze protein REP (engl. Rab escort protein) i
omogucuje geranilgeranil transferazi Il prepoznavanje C-kraja proteina Rab. Ovisno o C-
terminalnom motivu odredenog proteina Rab, geranilgeranil transferaza Il dodaje jednu ili dvije
geranilgeranil skupine na C-kraj, nakon ¢ega Rab vezan s proteinom REP dolazi na ciljnu
membranu gdje se REP odvaja od proteina Rab (Shinde i Maddika, 2018.).

Proteini obitelji Ras imaju vaznu ulogu u regulaciji ekspresije gena, stani¢ne
proliferacije, diferencijacije, apoptoze i adhezije (Cox i Der, 2010.; Wennerberg i sur., 2005.).
Proteini obitelji Rho reguliraju eskpresiju gena, stani¢ni ciklus i organizaciju aktina vaznu za
stani¢nu pokretljivost, adheziju stanica i endocitozu (Heasman i Ridley, 2008.). Proteini obitelji
Rab vazni su regulatori endocitoze, vezikularnog transporta i transporta proteina (Grosshans i
sur., 2006.; Wandinger-Ness i Zerial, 2014.). Proteini obitelji Arf takoder su vazni u regulaciji
vezikularnog transporta, endocitoze i egzociotoze, metabolizma lipida, stani¢ne pokretljivosti,
diobe i apoptoze (Donaldson i Jackson, 2011.; Sztul i sur., 2019.) Protein Ran vazan je za
transport RNA i proteina izmedu jezgre i citoplazme, te regulira organizaciju diobenog vretena
i udvostru¢ivanje DNA (Boudhraa i sur., 2020.; Li i sur., 2003.). S obzirom na vaznu ulogu

malih GTPaza u brojnim stani¢nim procesima, njihova aktivnost mora biti strogo kontrolirana
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(Cox i Der, 2010.; Milburn i sur., 1990.; Vetter i Wittinghofer, 2001.). Male GTPaze
superobitelji Ras u aktivnom obliku vezanom na GTP, imaju velik afinitet za vezanje
efektorskih proteina i poti¢u nizvodnu signalizaciju. Hidrolizom vezanog GTP-a u gvanozin-
difosfat (GDP) dolazi do konformacijskih promjena u regijama switch I i Il zbog ¢ega GTPaze
gube afinitet za vezanje efektora i prelaze u neaktivan oblik vezan na GDP (Milburn i sur.,
1990.; Vetter i Wittinghofer, 2001.). Prijelaz izmedu ovih stanja reguliraju proteini GEF i GAP
(Slika 2.4.). Proteini GEF Kataliziraju otpustanje vezanog GDP-a te time omoguéuju vezanje
GTP-a i aktivaciju GTPaze. lako GTPaze iz superobitelji Ras posjeduju intrinzi¢nu aktivnost
hidrolize GTP-a, ona je kod vecine ¢lanova te superobitelji vrlo slaba (Colicelli, 2004.). Stoga
proteini GAP potpomazu hidrolizu GTP-a u GDP i deaktivaciju GTPaza Ras (Hennig i sur.,
2015.). Uz proteine GEF i GAP, GTPaze obitelji Rho i Rab dodatno reguliraju i proteini GDI
(engl. guanine nucleotide dissociation inhibitors) koji se veZzu na neaktivne GTPaze i u tom
obliku ih odrzavaju u citosolu (Garcia-Mata i sur., 2011.; Seabra i Wasmeier, 2004.). Proteine
obitelji Rab dodatno reguliraju jos i proteini GDF (engl. GDI displacement factors) koji
promoviraju odvajanje proteina GDI od GTPaza Rab i poti¢u njihovu regrutaciju na membranu,
nakon Cega slijedi aktivacija GTPaza posredovana proteinima GEF (Collins, 2003.).

Proteini iz obitelji Ras mutirani su u trecini svih humanih tumora (Li i sur., 2018a.).
Najcesce su tockaste mutacije kodona 12, 13 i 61 koje onemogucuju intrinzi¢nu aktivnost
hidrolize GTP-a proteina Ras, kao i onu potpomognutu proteinima GAP, §to rezultira njihovom
kontinuiranom aktivnosc¢u (Cox i Der, 2010.; Li i sur., 2018a.). Prekomjerna aktivnost proteina
iz obitelji Ras, osim nekontroliranog stani¢nog rasta i proliferacije, potice i makropinocitozu za

unos nutrijenata kako bi se podrzao rast tumora (Recouvreux i Commisso, 2017.).
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Slika 2.4. Shema regulacije aktivnosti GTPaze Ras. U aktivnom obliku vezanom na GTP GTPaza Ras veze
efektorske proteine i omogucuje nizvodni prijenos signala. Proteini GAP poti¢u hidrolizu GTP-a u GDP i prevode
GTPaze Ras u neaktivan oblik vezan na GDP. Proteini GEF poti¢u otpustanje GDP-a te posljedi¢no omogucéuju
vezanje GTP-a i aktiviraju GTPazu Ras (prilagodeno prema Colicelli, 2004.).
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2.5.1. Proteini RasGAP

Proteini GAP specifi¢ni za GTPaze iz obitelji Ras (RasGAP) vazni su za pravovremenu
deaktivaciju proteina Ras odnosno dokidanje signalizacije odgovaraju¢ih signalnih puteva.
Proteini RasGAP su modularni proteini koje karakterizira kataliticka domena RasGAP
okruzena manjim domenama koje su Cesto ukljucene u odredivanje unutarstani¢ne lokalizacije
I doprinose regulatornim karakteristikama proteina (Scheffzek i Shivalingaiah, 2019.). Domena
RasGAP odgovorna je za poticanje hidrolize GTP-a na aktivnom proteinu Ras (Scheffzek i sur.,
1997.). Za kataliticku aktivnost domene vazan je oCuvan argininski ostatak (R789 u humanom
p120°AP/RASA1, R1276 u NF1) tzv. argininski prst i aminokiselinski ostaci motiva FLR koji
stabiliziraju argininski prst (Scheffzek i sur., 1997.; Scheffzek i Shivalingaiah, 2019.).

Humani genom kodira 14 proteina koji sadrze domenu RasGAP koji se dijele u Sest
grupa (Scheffzek i Shivalingaiah, 2019.). Prve Cetiri grupe obuhvacaju proteine s kataliticki
aktivnom domenom RasGAP koja regulira aktivnost GTPaza Ras. Prvu grupu ¢ini jedan od
najbolje istrazenih proteina RasGAP kod ¢ovjeka, p120°AP/RASA1 (Scheffzek i Shivalingaiah,
2019.). Misji embrionalni fibroblasti deficijentni za p120°AP/RASA1 pokazuju pojacanu
aktivaciju signalnog puta Ras/MAPK u odgovoru na stimulaciju faktorima rasta prac¢enu blagim
porastom stani¢ne proliferacije (Koehler i Moran, 2001.). U drugu grupu spada ve¢ spomenuti
neurofibromin 1 kojeg kodira gen za tumorski supresor NF1 (Ballester i sur., 1990.; Xu i sur.,
1990.). Mutacije koje uzrokuju gubitak funkcije NF1 uzrokuju neurofibromatozu tipa 1 koju
karakteriziraju tumori sredisSnjeg i perifernog zivcanog sustava (Xu i sur., 1990.). IstraZivanja
su pokazala da u stanicama raka, poput melanoma i raka dojke, takoder dolazi do mutacija NF1
koje uzrokuju pretjeranu aktivaciju proteina Ras (Xia i sur., 2014.). Obitelji proteina GAP1 i
SYnGAP ¢ine trecu i Cetvrtu grupu proteina RasGAP, ali za razliku od do sada spomenutih
proteina RasGAP, ovi ¢lanovi uz Ras poti¢u i hidrolizu GTP-a na proteinima Rap (Hennig i
sur., 2015.; Pena i sur., 2008.; Scheffzek i Shivalingaiah, 2019.; Sot i sur., 2010.). U petu grupu
spadaju pleksini, transmembranski receptori koji vezu semaforine i sudjeluju u navodenju
aksona tijekom neuronalnog razvoja, a njihova unutarstanicna domena posjeduje aktivnost
GAP samo prema proteinima Rap (Wang i sur., 2012.). Sestu grupu &ine proteini IQGAP koji
veZzu GTPaze iz obitelji Rho i ¢ija domena RasGAP nema kataliticku aktivnost (vidi poglavlje
2.5.2.; Scheffzek i Shivalingaiah, 2019.).

Stanice D. discoideum imaju 16 proteina koji sadrze domenu RasGAP (Xu i sur., 2017.,
i IggD). Kao i kod sisavaca, medu njih spadaju i Cetiri proteina srodna proteinima IQGAP, od
kojih je do sada za DGAP1 i GAPA pokazano da je njihova domena RasGAP katalic¢ki
neaktivna (vidi poglavlje 2.5.2.). Od ostalih proteina RasGAP do sada ih je istrazeno Sest: NfaA
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(Zhang i sur., 2008.), NF1 (Bloomfield i sur., 2015.), C2GAP1 (Xu i sur., 2017.), C2GAP2 (Li
I sur., 2018b.; Xu i sur., 2022.), 1ggC (Marinovi¢ i sur., 2019.) i RGBARG (Buckley i sur.,
2020.). Od toga su cetiri proteina ukljuc¢ena u regulaciju makroendocitoze: NF1 (vidi poglavlje
2.2.), 1ggC (vidi poglavlje 2.5.2.1.), C2GAP2 i RGBARG. Objavljena istraZivanja proteina
C2GAP2, koji je u literaturi naveden i kao RasGAP2, dala su nekonzistentne rezultate po
pitanju njegove uloge u regulaciji makroendocitoze (vidi poglavlje 5.1.; Li i sur., 2018b.; Xu i
sur., 2022.). Protein RGBARG je bitan za efikasnu makroendocitozu jer ogranicava veli¢inu i
regulira oblik makroendocitotskih ¢asica (Buckley i sur., 2020.). NfaA i C2GAP1 sudjeluju u
regulaciji kemotaksije stanica putem regulacije aktivnosti proteina RasG, RasB i RasC (Xu i
sur., 2017.; Zhang i sur., 2008.). Osim toga, NfaA je ukljucen i u regulaciju stani¢ne diobe
(Zhang i sur., 2008.).

2.5.2. Proteini obitelji IQGAP i njima srodni proteini u stanicama D. discoideum

Osim proteina RasGAP u stanicama sisavaca postoje i proteini IQGAP koji, uz
ponavljaju¢e motive 1Q, imaju domenu koja posjeduje znacajnu homologiju s domenom
RasGAP (Shannon, 2012.). Medutim, ta domena, nazvana GRD (engl. GAP-related domain),
nema katalitiCku aktivnost poput domene proteina RasGAP, te stoga proteini iz obitelji IQGAP
ne stimuliraju hidrolizu GTP-a na GTPazama iz obitelji Ras (Hart i sur., 1996.; Weissbach i
sur., 1994.). Stovise, proteini obitelji IQGAP u pravilu ne vezu GTPaze iz obitelji Ras ve¢
interagiraju s GTPazama iz obitelji Rho (Brill i sur., 1996.; Hart i sur., 1996.). IQGAP su veliki
proteini koji, uz domene IQ i GRD, sadrze i dodatne domene, koje im omogucuju istovremenu
interakciju s viSe veznih partnera (Fukata i sur., 1997.; Hart i sur., 1996.; Peng i sur., 2021.;
Roy i sur., 2005.; Weissbach i sur., 1994.). Stoga proteini iz obitelji IQGAP u stanici djeluju
kao okosnice multimolekularnih kompleksa i integriraju razli¢ite signalne puteve (Shannon,
2012.). Kod covjeka su prisutna tri proteina iz obitelji IQGAP: IQGAPL, IQGAP2 i IQGAP3,
od kojih je najviSe istrazen IQGAP1. Od N- prema C-kraju proteina, svi sadrze domenu CHD
(engl. calponin homology domain) koja se veze na aktinske filamente, specifi¢na ponavljanja
odgovorna za dimerizaciju, motiv WW, motive 1Q za vezanje proteina koji vezu kalcij, domenu
GRD koja veze GTPaze Rho, Racl i Cdc42, te domenu RGCt (engl. Ras-GAP C-terminus)
specifi¢nu za proteine IQGAP (van Dam i sur., 2011.; Shannon, 2012.). IQGAP1 ima vise od
150 otkrivenih interaktora i sudjeluje u regulaciji brojnih stani¢nih procesa poput ekspresije
gena, stani¢ne proliferacije, citokineze, dinamike aktinskog citoskeleta, stani¢ne polarizacije,

usmjerene migracije, endocitoze i transporta vezikula (Hedman i sur., 2015.; Thines i sur.,
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2023.). IQGAP1 moze i modulirati signalizaciju malih GTPaza stabiliziranjem njihovog
aktivnog oblika ili regrutiranjem njihovih regulatora (Peng i sur., 2021.; Thines i sur., 2023.).

D. discoideum ima 4 proteina srodna proteinima IQGAP: DGAP1/DdIQGAP]L,
GAPA/DdIQGAP2, 1ggC/DdIQGAP3 i 1qgD/DdIQGAP4 (Slika 2.5.) (Friedberg i Rivero,
2010.; Shannon, 2012.). Proteini DGAP1 i GAPA tipi¢ni su predstavnici obitelji IQGAP,
nemaju aktivnost GAP, vezu GTPaze iz obitelji Rho i sudjeluju u regulaciji aktinskog
citoskeleta (Adachi i sur., 1997.; Faix i sur., 1998., 2001.; Mondal i sur., 2010.). Zanimljivo je
da delecija gena dgapl uzorkuje povisenu razinu filamentoznog aktina u stanicama, dok
delecija gena gapA snizava razinu filamentoznog aktina (Faix i sur., 1998.; Mondal i sur.,
2010.). DGAP1 i GAPA lokalizirani su u straznjem dijelu korteksa polariziranih vegetativnih
stanica i u diobenoj brazdi tijekom citokineze (Faix i sur., 2001.; Fili¢ i sur., 2012.; Mondal i
sur., 2010.). Aktivna GTPaza RaclA veze DGAP1 i potice formiranje tetramernih kompleksa
s korteksilinima I, 11 ili 111 koji usnopljuju aktinske filamente i organiziraju ih u mreze (Faix i
sur., 2001.; Liu i sur., 2014.). Pokazano je i da protein GAPA veze Racl i moze potaknuti
formiranje takvih tetramernih kompleksa koji su vazni za formiranje funkcionalne diobene
brazde tijekom citokineze (Faix i sur., 2001.). Oba proteina sudjeluju u usmjerenom kretanju
stanica. Delecija gena dgapl ili gapA uzrokuje smanjeno suprimiranje lateralnih pseudopodija,
a delecija oba gena uzrokuje znacajno smanjenje brzine kretanja te smanjenu polarnost i
usmjerenost stanica (Lee i sur., 2010.). No, DGAP1 i GAPA imaju razli¢ite efekte na stani¢nu
diobu. Delecija gapA rezultira nastankom viSejezgrenih stanica jer se stanice kéeri u posljednjoj
fazi citokineze ne mogu razdvojiti (Adachi i sur., 1997.). S druge strane, prekomjerna ekspresija
DGAP1 u stanicama takoder dovodi do defekta u citokinezi i nastanka viSejezgrenih stanica
(Faix i Dittrich, 1996.). Zanimljivo je da delecija oba gena, dgapl i gapA, rezultira jo$
izrazenijim citokinetskim defektom nego onim opaZenim u stanicama gapA’, nastankom
izuzetno velikih, viSejezgrenih stanica jer korteksilini vise nisu smjeSteni u diobenoj brazdi

(Faix i sur., 2001.). Funkcije proteina IqgD za sada joS nisu istrazene.
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1675 ak

IQGAP1 - @ Q GRD

DGAP1

GRD 822 ak
GAPA GRD 860 ak
lagC GRD/RasGAP 817 ak

1385 ak

Slika 2.5. Shematski prikaz humanog proteina IQGAPL i D. discoideum proteina srodnih proteinima
IQGAP. IQGAP1 je veliki protein koji sadrzi domenu CHD, motive WW i domene 1Q, GRD i RGCt. D.
discoideum proteini su kra¢i i imaju samo domene GRD i RGCt te slabo ofuvane motive IQ. Samo je protein
lqgD duZi i ima dvije domene CHD na N-kraju. IQGAP1, DGAP1 i GAPA imaju GRD koja nije kataliti¢ki
aktivna i veze GTPaze Rho, dok je GRD proteina IqgC kataliticki aktivna i veZze RasG. Za GRD proteina lqgD
jos nije istrazeno ima li aktivnost RasGAP.

2.5.2.1. Protein 1qgC

Protein 1ggC prema aminokiselinskom slijedu ubrajamo u proteine srodne proteinima
IQGAP u amebi D. discoideum. Medutim, Marinovi¢ i sur., 2019. su pokazali da je IqgC
funkcionalni RasGAP koji specifi¢no veze i regulira aktivnost GTPaze RasG. Njegova domena
GRD pokazuje aktivnost GAP jer, kao i ostali proteini RasGAP, ima oCuvan argininski prst i
djelomi¢no ocuvan motiv FLR koji su dostatni za kataliticku aktivnost (Marinovi¢ i sur., 2019.;
Scheffzek i sur., 1997.). 1qgC posjeduje aktivnost GAP in vitro prema RasG kao i prema
ljudskoj GTPazi H-Ras. Za razliku od proteina DGAP1 i GAPA, lggC ne veze GTPaze iz
obitelji Rho i ne nalazi se u straznjim retraktivnim strukturama stani¢nog korteksa. IqgC je
obogacen na membrani nastaju¢ih makropinocitotskih i fagocitotskih c¢asica gdje je
kolokaliziran s probom za aktivni Ras, te se zadrzava na internaliziranom makropinosomu
nakon deaktivacije proteina Ras (Marinovi¢ i sur., 2019.). Delecija gena iqgC u akseni¢nom
soju AX2 ne utjece na rast stanica u suspenziji (Marinovic i sur., 2019.). lako je 1qgC snaznije
lokaliziran na makropinosomima nego na fagosomima, stanice iqgC  pokazuju znacajno
poboljsanje fagocitoze velikih Cestica, dok je povecanje efikasnosti makropinocitoze znatno
manje. Do blagog pojacanja makropinocitoze u stanicama iqgC™ dolazi zato jer te stanice

stvaraju nesto ve¢e makropinosome U odnosu na stanice divljeg tipa.
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. Materijali koriSteni za tehnike rekombinantne DNA

Za tehnike rekombinantne DNA koriSteni su komercijalni kompleti navedeni u Tablici 3.1.,

enzimi u Tablici 3.2., vektori u Tablici 3.3. i poc¢etnice u Tablici 3.4.

Tablica 3.1. Koristeni komercijalni kompleti

Komercijalni kompleti

Upotreba

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
In-Fusion® HD Cloning Kit (Takara Bio)

Change-IT™ Multiple Mutation Site Directed
Mutagenesis Kit (Affymetrix)

Q5 site-directed mutagenesis kit (NEB)

PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche)

izolacija plazmidne DNA
pro&iséavanje PCR!-produkata
procis¢avanje odsjecaka DNA iz gela

kloniranje neovisno o restrikciji
mjesno-specificna mutageneza

mjesno-specifiéna mutageneza

obiljeZzavanje probe za analizu Southern
digoksigeninom

Tablica 3.2. Koristeni enzimi

Enzimi Upotreba
polimeraza Phusion High-Fidelity DNA (NEB) PCR
polimeraza GoTaqg G2 (Promega) PCR

restrikcijske endonukleaze BamHI, Bglll,
EcoRlI, Hindlll, Ncol, NgoMIV, Pacl, Sall,
Spel, Xbal (NEB)

alkalna fosfataza CIAP? (Invitrogen)
DNA ligaza T4 (Invitrogen)

priprema ljepljivih krajeva vektora i inserata

defosforilacija lineariziranog vektora

ligacija odsjecaka DNA u linearizirani vektor

Tablica 3.3. KoriSteni vektori

Koristeni vektori

Izrada

Iskljucivanje gena iqggC homolognom rekombinacijom i stvaranje stanica iqgC

pDM1081 iqgC_KO ovaj rad
Ekspresija proteina u stanicama D. discoideum
pDM1208 _1qgC ovaj rad

! Jan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

2 engl. calf intestinal alkaline phosphatase
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pDM1207_mRafl_RBD
pDM1019_mRafl_RBD
pDM1208 lggC_GFP-mRafl_RBD
pDM304_YFP-IqgC
pDM304_YFP-IggC(R205A)
pDM304_YFP-1ggC(L352G, R353A)
pDM304_YFP-IggC(N392A)
pDM304_YFP-IggC_N-GRD
pDM304_YFP-1ggC_GRD
pDM304_YFP-IggC_RGCt-C
pDM304_YFP-IqgC_RGCt
pDM304_YFP-IqgC_Acentr
pDM304_YFP-1ggC_AGRD
pDM304_YFP-1ggC_ARGCt
pDM304_YFP-RasG
pDM304_YFP-Rab5A
pDM304_YFP-Rab21
pDM304_YFP-VatC
pDM304_YFP-VatE
pDM328_Rab5A
pDM304_YFP-1ggC_mRFP-Rab5A
pDM323 golvesin(A76-118)
pDM304_YFP-lgqgC_mRFP-mRafl_RBD
pDM323 golvesin(A76-118) mRFP-Rab5A
pDM328_mRafl_RBD
pDM304_YFP-Rab5A_mRFP-mRafl_RBD
pDM304_YFP-1ggC_mRFP-Rab5A(Y71A)
pDM304_YFP-Rab5A(S23N)
pDM304_YFP-Rab5A(F46A)
pDM304_YFP-Rab5A(W63A)
pDM304_YFP-Rab5A(R70E)
pDM304_YFP-Rab5A(Y71A)
pDM304_YFP-Rab5A(M77S)
pDM304_YFP-Rab5A(R80E)
pDM304_YFP-mRafl_RBD
pDM304_YFP-mRafl_RBD_mRFP-Rab5A

nas laboratorij

ovaj rad

ovaj rad
Marinovi¢ i sur., 2019.

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad
Junemann i sur., 2016.

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

Weber i sur., 2018.

Marinovi¢ i sur., 2019.

ovaj rad
Marinovi¢ i sur., 2019.

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad

ovaj rad
Marinovi¢ i sur., 2019.

ovaj rad

Ekspresija proteina za sustav dva hibrida u kvascu

pGBKT7_RasG(Q61L)
pGADT7_lqgC
pGADT7_lggC(R205A)
pGADT7_lqgC(L352G, R353A)
PGADT7_lggC(N392A)
pGADT7_lgqgC_GRD
pGADT7_lqgC_RGCt
pGBKT7_Rab5A(wt)
pGBKT7_Rab5A(Q68L)
pGBKT7_Rab5A(S23N)

Marinovi¢ i sur., 2019.
Marinovi¢ i sur., 2019.
ovaj rad
ovaj rad
ovaj rad
nas laboratorij
nas laboratorij
ovaj rad
ovaj rad
ovaj rad
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Prociséavanje rekombinantnih proteina obiljeZenih nastavcima GST i His
pGEX-6P-1_Rab5A(wt) nas laboratorij
pGEX-6P-1_1qgC Marinovi¢ i sur., 2019.

PET28b_Rab5A(wt) ovaj rad
pET28b_Rab5A(Q68L) ovaj rad
pPET28b_Rab5A(S23N) ovaj rad

pGEX-6P-1_lqgC_GRD

pGEX-6P-1_lqgC_RGCt
pGEX-6P-1 RasG(wt)
PGEX-4T-1_EEA1(¢-209)

nas laboratorij

na$ laboratorij
Faix i sur., 1998.
Tuisur., 2022.

Tablica 3.4. Koristene pocetnice

Konstrukt Pocetnica Sekvenca 5’23’
Iskljucivanje gena iqgC homolognom rekombinacijom
iggC-3'-fr lqgC_3-Bglll-F1 ATTAGATCTCAAGAGGAATTCAAAGAGGC
IqgC_3'-Spel-R1 ATTACTAGTCATTTAAACGATCCTTGTTCC
iggC-5'-fr lggC_5-NgoMIV-F1 ~ ATTGCCGGCCGATTGTAGTTGTAGCAAAGG
lqggC_5'-HindllI-R1 TCCAAGCTTCTGGTGAATTTTGTGCTTGAC
PCR za probir stanica  HygR_for_seq3 ACTCGTCCGGATCGGGAG
iqgC
lggC_D1 GGAATCCCTCACTGACGTAG
proba Hyg za analizu HygR_probe-F1 GCTTTCAGCTTCGATGTAGGAG
Southern
HygR_probe-R1 CCAGTCAATGACCGCTGTTATG
proba R za analizu R_probe-F1 TAGGTGGTTCAGTTGGTGGT
Southern
R_probe-R1 CCAGTTGCTTTATCAGTGGAA

Konstruiranje skracenih varijanti proteina 1ggC za ekspresiju u stanicama D. discoideum

lggC_N-GRD lggC_Bglll-F1 AATAGATCTATGTCAAATTTAAATATAAAT
AGTCA
lggC_N_Spel-R1 AATACTAGTTTAGAAACGATTTGTGAGTTT
lggC_GRD IggC_N_BgllI-F1 AATAGATCTGATCATTATGGACAATTATT
lggC_N_Spel-R1 AATACTAGTTTAGAAACGATTTGTGAGTTT
lggC_RGCt-C lggC_ C_BgllI-F1 AATAGATCTGTAGATAACATTAAAAAGAT
ATT
lggC _Spel-R1 AATACTAGTTTATGAAATAAATGTTTTATT
TAAAAC
lggC_RGCt lggC_C_Baglll-F1 AATAGATCTGTAGATAACATTAAAAAGAT
ATT
lqgC_C_Spel-R1 AATACTAGTTTATCTATCTTCTGGTACTT
IqgC_Acentr lggC_1-510 598- TACAAATCCGGACTCAGATCTATGTCAAAT
817_oligol-F1 TTAAATATAAATAGTC
lqgC_1-510 598- TGTTATCTACGAAACGATTTGTGAGTTTC
817 oligo2-R1
lqgC_1-510 598- AAATCGTTTCGTAGATAACATTAAAAAGAT
817_oligo3-F2 ATTGG
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IggC_1-510 598-

TAATTTATTTATTTAACTAGTTTATGAAATA

817_oligo4-R2 AATGTTTTATTTAAA

IqgC_AGRD IqgC_1-129 511- TACAAATCCGGACTCAGATCTATGTCAAAT
817_oligol-F1 TTAAATATAAATAGTC
IqgC_1-129 511- GATCGGCAGCCCTTTGTGATTTATCCTTC
817 oligo2-R1
IqgC_1-129 511- ATCACAAAGGGCTGCCGATCATCATAAT
817_oligo3-F2
lqgC_1-129 511- TAATTTATTTATTTAACTAGTTTATGAAATA
817 _oligo4-R2 AATGTTTTATTTAAA

IqgC_ARGCt lqgC_1-597_748- TACAAATCCGGACTCAGATCTATGTCAAAT
817_oligol-F1 TTAAATATAAATAGTC
IqgC_1-597_748- TGTTTGATCTAATATCTTGATTCTTATTGAG
817 oligo2-R1 TG
IqgC_1-597_748- TCAAGATATTAGATCAAACATATTCTTCTC
817 oligo3-F2 T
lqgC_1-597_748- TAATTTATTTATTTAACTAGTTTATGAAATA
817 _oligo4-R2 AATGTTTTATTTAAA

Mutageneza proteina 1qgC

lqgC(wt) u IggC_R205A-F2 TTCACTGTTAGCTGCCAACACAGCATTGAC

IqgC(R205A)
IggC_R205A-R2
IqgC(wt) u IqgC_LR-GA part-F2
1ggC(L352G, R353A)
IgqgC_LR_352-
353_GA-F1
IgqgC_LR_352-
353_GA-R1
lqgC(wt) u IggC_N392A-F1
IqgC(N392A)
lggC_N392A-R1

AC
CCAATGGATGTTGCCTCTTTG
TTTCTTCCTCCGTCCTTATATTAATCCC

TTTCTTCCTCGGTGCTTATATTAATCCCGCC
GTTGTC

CCACCTATTAAACCACAAG
AAACCTTGCAGCTAATATCATGTTTGGTGG

TGAAGCATTTTAGCGGGA

Ekspresija proteina u stanicama D. discoideum

Rab5A Rab5A BamHI-F2

Rab5A_Spel-R2

Rab21 Rab21 BamHI_F2
Rab21_Spel_R2

VatC VatC_Bglll_F1
VatC_Spel_R1

VatE VatE_Bglll_F1
VatE_Xbal_R1

AATGGATCCATGAATAATAATAATAAGAT
ATTTC
AATACTAGTTTAGTTACAACATTTGTTTTTC
AATGGATCCATGACAGATACTGAAAAAAG
AATACTAGTTTAATTTGAACAACAACCTGG
AATAGATCTATGTCAGAAACACAAGAATTT
TG
AATACTAGTTTAATTTTCCCAATTCACTGA
AAC
AATAGATCTATGGATGACACTCAAGTAAA
c
AATTCTAGATTAATCAAAGAATTTACGACT
AGTAC
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Ekspresija rekombinantnog proteina Rab5A u kvascu

Rab5A_ACCN

Rab5A_Y2H_EcoRI_

F1

AATGAATTCATGAATAATAATAATAAGATA
TTT

Rab5A_Y2H_Sall_R1 AATGTCGACTTATTTGTTTTTCTTTCCAGT

Mutageneza proteina Rab5A za sustav dva hibrida u kvascu

Rab5A(wt) u
Rab5A(Q68L)

Rab5A(Wt) U
Rab5A(S23N)

Rab5A_Q68L_F

Amp_REV_Primer

Rab5A_S23N_F1

Rab5A_S23N_R1

GAAATTTGGGATACAGCTGGTCTAGAACGT
TATCATAC
POJGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTA
TCACTCATGG
CGTAGGCAAAAATTCTTTAGTATTG

GCTGCTTCGCCCAATAAT

Ekspresija rekombinantnog proteina Rab5A obiljezenog nastavkom His

Rab5A ACCN

Rab5A Ncol-F1

Rab5A delCCN_Hind

-R1

ATACCATGGTTATGAATAATAATAATAAGA
TATTTC
TATAAGCTTTTTGTTTTTCTTTCCAGTG

Mutageneza proteina Rab5A

Rab5A(wt) u
Rab5A(Q68L)

Rab5A(wt) u
Rab5A(S23N)

Rab5A(wt) u
Rab5A(F46A)

Rab5A(wt) u
Rab5A(WG63A)

Rab5A(wt) u
Rab5A(R70E)

Rab5A(Wt) u
RabSA(Y71A)

RabSA(Wt) u
Rab5A(M77S)

Rab5A(Wt) U
Rab5A(RSOE)

Rab5A_Q68L-F1

Rab5A_Q68L-R1
Rab5A_S23N-F1

Rab5A_S23N-R1
Rab5A_F46A-F1

Rab5A_F46A-R1
Rab5A_W63A-F1

Rab5A_W63A-R1
Rab5A_R70E-F1

Rab5A_R70E-R1
Rab5A_Y71A-F1

Rab5A_Y71A-R1
Rab5A_M77S-F1

Rab5A_M77S-R1
Rab5A_R80E -F1

Rab5A_ R80E-R1

TACAGCTGGTCTAGAACGTTATC

TCCCAAATTTCAAATTTAACTG
CGTAGGCAAAAATTCTTTAGTATTG

GCTGCTTCGCCCAATAAT
AGGTGCTGCAGCTTTAGCACAAAC

ATAGTACTTTCTTGATAATCTAAAAAG
ATTTGAAATTGCGGATACAGCTGGTC

TTAACTGTAGTATCATTTAAACAAAC
TGGTCAAGAAGAATATCATACATTAGCACC
AATG

GCTGTATCCCAAATTTCAAATTTAAC
TCAAGAACGTGCTCATACATTAGCAC

CCAGCTGTATCCCAAATTTC
ATTAGCACCAAGCTATTATCGTGGTGC

GTATGATAACGTTCTTGAC
AATGTATTATGAAGGTGCACAAGCAG

GGTGCTAATGTATGATAAC
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DNA-standardi:

100 pb DNA-standard (NEB), 1 kb DNA-standard (NEB), DNA bakteriofaga A (Fermentas)
porezana enzimom Hindlll, DNA bakteriofaga A (Fermentas) porezana enzimima EcoRI i
Hindlll, DIG-obiljezen DNA-standard Il (Roche)

Boja za nanoSenje uzoraka DNA na gel, 10x

2,5 g/l ksilen-cijanol

2,5 g/l bromfenol plavo
0,625 % SDS? (Roth)
62,5 % glicerol (Kemika)

Pufer TAE, 50x, pH 8,5
242 g/l Tris-baza (Roth)
57,1 ml/l octena kiselina (Kemika)
50 mM EDTA* (Sigma-Aldrich)

3.1.2. Materijali koriSteni za uzgoj i transformaciju bakterija

3.1.2.1. Koristeni bakterijski sojevi

E. coli, soj DH5a, elektrokompetentne bakterije priredene u naSem laboratoriju

E. coli, soj NEB 10-beta (NEB), derivat soja DH10B, kemijski kompetentne bakterije visoke
transformacijske efikasnosti prikladne za kloniranje velikih vektora

E. coli, soj XL10-Gold (Agilent Technologies), kemijski ultrakompetentne bakterije visoke
transformacijske efikasnosti prikladne za kloniranje velikih vektora

E. coli, soj Rosetta 2 (Novagen), derivat soja BL21 dizajniran za povecanu ekspresiju
eukariotskih proteina u E. coli, rezistentan na kloramfenikol, priredene u naSem laboratoriju

Klebsiella aerogenes, izvor hrane za divlji soj DdB stanica D. discoideum
3.1.2.2. Hranjive podloge i antibiotici

Hranjiva podloga LB (Luria-Bertani)
5 g/l ekstrakt kvasca (Biolife)
10 g/l tripton (Biolife)
5 g/l NaCl

3 natrijev dodecil-sulfat
4 etilendiamintetraoctena kiselina
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*15 g/l agar (Roth) za krutu hranjivu podlogu

Obogacena hranjiva podloga LB

8 g/l ekstrakt kvasca

16 g/l tripton

5 g/l NaCl

5 mM K-fosfatni pufer, pH 7,3

Hranjiva podloga SM
10 g/l pepton (Biolife)
10 g/l glukoza (Roth)
1 g/l ekstrakt kvasca
1 g/l MgSOg4 x 7 H20 (Kemika)
2,2 g/l KH2PO4 (Kemika)
1 g/l KaHPO4 (Kemika)
*15 g/l agar za krutu hranjivu podlogu

Hranjiva podloga SOC

5 g/l ekstrakt kvasca

20 g/l tripton

10 mM NacCl

10 mM MgClz x 6 H20 (Kemika)
2,5 mM KCI (Kemika)

20 mM MgSO4 x 7 H.0

20 mM glukoza

Hranjiva podloga NZY", pH 7,5
10 g/l NZ amin (Fluka)
5 g/l ekstrakt kvasca
5 g/l NaCl
12,5 mM MgCl (Kemika)
12,5 mM MgSO4 (Kemika)
20 mM glukoza

Antibiotici:
100 pg/ml ampicilin (Sigma-Aldrich)
50 pg/ml kanamicin (Fluka)



35 pg/ml kloramfenikol (Sigma-Aldrich)

Otopine za izolaciju plazmidne DNA metodom alkalne lize:
1. Otopina za resuspendiranje bakterija
50 mM Tris-ClI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNaza A
2. Otopina za lizu stanica
200 mM NaOH
10 g/l SDS
3. Otopina za neutralizaciju
3 M K acetat, pH 5,5 (Kemika)

11,44 % octena kiselina

3.1.3. Materijali koriSteni za uzgoj, transfekciju i fiksaciju stanica Dictyostelium discoideum

3.1.3.1. Koristeni sojevi D. discoideum

Roditeljski sojevi:

DdB, divlji soj koji se primarno hrani bakterijama, derivat soja NC4 izoliranog iz prirode, dar
dr. sc. Roba Kaya (MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK)

AX2, akseni¢ni soj koji moZe rasti u odsutnosti bakterija (engl. axenic) zbog cega se
jednostavno uzgaja u tekucoj hranjivoj podlozi u laboratoriju, derivat soja DdB, ima deleciju

velikog dijela sekvence gena axeB Sto je jedan od razloga pojacane makropinocitoze

Sojevi deficijentni za odredeni gen:

iggC™ u DdB genetickoj pozadini (soj IW023), proizveden za ovaj rad (Putar i sur., 2024.)
iggC™ u AX2 geneti¢koj pozadini (soj IW013, DBS0351225) (Marinovi¢ i sur., 2019.)

rasG  u AX2 genetickoj pozadini (DBS0236862) (Bolourani i sur., 2006.)

rab5A" u AX2 genetickoj pozadini (soj IW031), proizveden za ovaj rad (Putar i sur., 2024.)
Svi ostali sojevi dobiveni su transfekcijom navedenih sojeva odgovaraju¢im

ekstrakromosomalnim vektorima iz Tablice 3.3.
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3.1.3.2. Hranjive podloge, puferi i antibiotici

Tekuca hranjiva podloga HL5

22 g/l hranjiva podloga HL5 bez glukoze, obogacena vitaminima i mikroelementima
(Formedium)
18 g/l maltoza (Sigma-Aldrich)
*za odredene eksperimente u tekucu hranjivu podlogu su dodavane sljedec¢e kemikalije:
10 % FBS® (Gibco) za uzgoj stanica DdB u tekuéoj hranjivoj podlozi
2,5 ug/ml dekstran obiljezen fluoroforom Alexa Fluor 647 (Mr 10 kDa, Life
Technologies) za pracenje kinetike makropinocitoze
0,1 % Na azid za sprjecavanje egzocitoze
2 mg/ml dekstran obiljezen fluorescentnom bojom TRITC® (Mr 70 kDa, TdB Labs) za
pra¢enje makropinocitoze konfokalnom mikroskopijom

kvasci obiljezeni fluorescentnom bojom TRITC (pripremljeni u laboratoriju)

Pufer SorMC, pH 6,0
15 mM KH2PO4
2 mM NaxHPOg4
50 uM MgCl2
50 uM CaCl. (Kemika)

Antibiotici
50 pg/ml ampicilin
40 pg/ml streptomicin (Fluka)
100 pg/ml higromicin B (Sigma-Aldrich)
10 pg/ml geneticin (G418, Gibco)

Fosfatni pufer Sgrensen, pH 6,0
0,3555 g/l Na2HPO4
1,99 g/l KH2PO4
*12 g/l agar za krutu podlogu

Pufer za elektroporaciju
10 mM K-fosfatni pufer, pH 6,1

5 fetalni govedi serum
¢ tetrametilrodamin-izotiocijanat-klorid
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50 mM glukoza

Pufer H40 za elektroporaciju, pH 7.0
40 mM HEPES
1 mM MgCl,

Otopina za oporavak stanica nakon elektroporacije
100 mM CacCl-
100 mM MgCl;

3.1.3.3. Fiksacija stanica

metanol (Kemika)
20 mM PIPES (Roth)
10x pufer PBS, pH 7.4
80 g/l NaCl
2 g/l KCI
14,2 g/l NazHPO4
2,45 g/l KH2PO4

PBS-glicin
7,5 g/l glicina (Roth) u 1x puferu PBS

Pufer PBG
5 g/l BSA” (Fluka) i 0,45 g/l Zelatine iz ribe (Sigma Aldrich) u 1x puferu PBS

DAPI (Sigma Aldrich)
Tekucéina za uklapanje (Dako, Agilent Technologies)

3.1.4. Materijali koriSteni za izolaciju genomske DNA (gDNA) i analizu Southern

3.1.4.1. Materijali za izolaciju genomske DNA ekstrakcijom fenolom

Pufer za lizu stanica
30 mM HEPES, pH 7,5 (Sigma-Aldrich)
15 mM Mg acetat x 4 H20 (Kemika)
10 mM NaCl (Kemika)

7 albumin govedeg seruma



100 g/l saharoza (Kemika)
2 % NP40 (Sigma)

Pufer TE/SDS
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1mMEDTA
7 g/l SDS

20 mg/ml proteinaza K (Sigma-Aldrich)
RNaza A (Qiagen)

fenol (Roth)

kloroform (Carlo Erba)

izoamilni alkohol (Acros organics)

3 M Na acetat (Kemika)

apsolutni etanol (Kemika)

3.1.4.2. Materijali i puferi za analizu Southern

0,25 M HCI (Kemika)

0,5 M Tris-HCI, pH 7,5

0,4 M NaOH (Kemika)

2x pufer SSC, pH 7,0 (3 mM NaCl, 30 mM Na citrat)

Hibridizacijski pufer
0,25 M fosfatni pufer, pH 7,2
1 mMEDTA, pH 8,0
200 g/l SDS
5 g/l blokirajuci reagens (DIG Luminescent Detection Kit, Roche)

0,5 M fosfatni pufer, pH 7,2
28 % 0,5 M NaH2PO4 (Kemika)
72 % 0,5 M Na2HPO4 (Kemika)

Pufer za ispiranje
20 mM NaxHPO4
1 mM EDTA, pH 8,0
10 g/l SDS (Roth)
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Pufer 1, pH 8,0
0,1 M maleinska kiselina (Roth)
3 M NaCl
0,3 % Tween 20 (Sigma)

Pufer 2
0,5 g/l blokirajuceg reagensa (DIG Luminescent Detection Kit, Roche) u puferu 1

Pufer 3
0,1 M Tris-HCI, pH 9,5
0,1 M NacCl

Pufer za ispiranje (engl. stripping buffer)
0,2 M NaOH
1 g/l SDS

Pozitivno nabijena najlonska membrana (Roche)
Komplet za detekciju digoksigeninom-obiljezenih proba (DIG Luminescent Detection Kit,
Roche)

3.1.5. Materijali koriSteni za sustav dva hibrida u kvascu (engl. Yeast two-hybrid assay, Y2H)

3.1.5.1. Koristeni soj kvasca za Y2H

Saccharomyces cerevisiae, soj AH109, genotip: MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-
200, gal4A, gal80A, LYS2 : : GALLIUAS-GALITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2,
URAS3: : MEL1UAS-MEL1 TATA-lacZ

3.1.5.2. Hranjive podloge i puferi za Y2H

Kompletna hranjiva podloga (engl. YPAD medium)

10 g/l ekstrakt kvasca

20 g/l pepton

20 g/l glukoza

*16,67 g/l agar za krutu hranjivu podlogu
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Sintetska nekompletna hranjiva podloga (engl. synthetic complete drop out medium), pH 5,6

6,67 g/l dusSikova baza kvasca (Difco)

20 g/l glukoza

0,83 g/l smjesa sintetske nekompletne hranjive podloge (Sigma-Aldrich)
*16,67 g/l agar za krutu hranjivu podlogu

Smijesa sintetske nekompletne hranjive podloge

2 g adenin-hemisulfat
2 g L-arginin-hidroklorid
2 g L-histidin-hidroklorid
2 g L-izoleucin
2 g L-leucin
2 g L-lizin-hidroklorid
2 g L-metionin
3 g L-fenilalanin
6 g L-serin
3 g L-triptofan
2 g L-tirozin
1,2 g uracil
9 g L-valin
Odredene aminokiseline se izostavljaju ovisno o selekciji koja se Zeli posti¢i u hranjivoj

podlozi.

Antibiotik

25 pg/ml kanamicin
3.1.5.3. Materijali za transfekciju kvasaca

10 mg/ml DNA sperme lososa (carrier DNA) (Sigma-Aldrich)
1 M DTT® (Roth)
0,5mM 3-AT?

8 ditiotreitol
9 3-amino-1,2,4-triazol
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Smjesa za nasadivanje
40 % polietilenglikol 4000 (Sigma-Aldrich)
0,1 M litijev acetat (Sigma-Aldrich)
10 mM Tris, pH 7,5
1mMEDTA

3.1.6. Materijali koriSteni za proteinsku biokemiju

3.1.6.1. Materijali koriSteni za afinitetno procis¢avanje rekombinantnih proteina obiljezenih

nastavcima GST i His

Pufer za pro¢i§éavanije proteina obiljeZenih nastavkom GST??
1x PBS, pH 7,2
1mMEGTA, pH 7,3
1mMDTT
1 mM PMSF!! (Sigma-Aldrich)
6,6 mM benzamidin (Sigma-Aldrich)

*za lizu bakterijskog taloga u pufer se dodaju:

0,2 mg/ml lizozim (Fluka)
1x smjesa inhibitora proteaza bez EDTA (cOmplete, Roche)

Puferi za afinitetnu kromatografiju i procis¢avanje proteina obiljezenih nastavkom His:
1. Pufer za lizu stanica
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
500 mM NacCl
10 mM imidazol (Roth)
5 mM MgCl,
4 mM beta-merkaptoetanol (Fluka)

4 mM benzamidin

1 mM PMSF

*za lizu bakterijskog taloga u pufer se dodaju:
0,2 mg/ml lizozim

1x smjesa inhibitora proteaza bez EDTA (cOmplete)

10 glutation-S-transferaza
1 fenilmetan-sulfonil-florid
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2. Pufer za eluciju A
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
300 mM NacCl
10 mM imidazol
5 mM MgCl»
4 mM beta-merkaptoetanol

3. Pufer za eluciju B
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
300 mM NacCl
300 mM imidazol
5 mM MgCl,

4 mM beta-merkaptoetanol

Pufer za gel-filtraciju
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
50 mM NaCl
10 mM MgCl,
2mMDTT

Pufer za dijalizu
1x PBS, pH 7,3
1 mM MgCl,
50 % glicerol

3.1.6.2. Puferi koriSteni za testiranje proteinskih interakcija metodom pull-down

Pufer za pull-down s proc¢is¢enim proteinima
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EGTA, pH 8,0 (Sigma-Aldrich)
40 mM NaCl
1mMDTT
1 mM PMSF
6,6 mM benzamidin
0,5 % NP40
1x smjesa inhibitora proteaza bez EDTA (cOmplete)
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Pufer za pull-down sa stani¢nim lizatima
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EGTA
40 mM NacCl
1mMDTT
1 mM PMSF
6,6 mM benzamidin
0,5 % n-oktilpolioksietilen (Bachem)

1x smjesa inhibitora proteaza bez EDTA (cOmplete)
3.1.6.3. Materijali koriSteni za testiranje proteinskih interakcija metodom koimunoprecipitacije

Pufer za lizu stanica i koimunoprecipitaciju
30 mM Tris-HCI, pH 7,5
40 mM NaCl
1 mM EGTA pH 8,0
2mMDTT
0,5 % n-oktilpolioksietilen

1x smjesa inhibitora proteaza bez EDTA (cOmplete)

IPTG (Roth)

extran AP33 (Merck)

protein A sefaroza CL-4B (GE Healthcare)
glutation-agaroza (Thermo Scientific)

3.1.6.4. Materijali i puferi koristeni za to¢kasto bugacenje lipida (engl. lipid dot blot assay)

PIP Strip (Echelon Biosciences), hidrofobna membrana s naneSenim lipidima za testiranje
interakcija izmedu proteina i lipida, sadrzi 15 razlicitih lipida naneSenih u koli¢ini od 100
pmola po tocki: fosfatidilinozitol i svih sedam fosfoinozitida: fosfatidilinozitol 3-fosfat
(P1(3)P), fosfatidilinozitol 4-fosfat (P1(4)P), fosfatidilinozitol 5-fosfat (P1(5)P),
fosfatidilinozitol 3,4-bisfosfat (PI(3,4)P>), fosfatidilinozitol 3,5-bisfosfat (PI(3,5)P2),
fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat (P1(4,5)P>), fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfat (P1(3,4,5)P3);

12 gtilen glikol-bis(B-aminoetil eter)-tetraoctena kiselina
13 izopropil-p-D-tiogalaktozid
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lizofosfatidi¢na kiselina, lizofosfokolin, fosfatidiletanolamin, fosfatidilkolin, sfingozin 1-
fosfat, fosfatidi¢na kiselina, fosfatidilserin i prazna kontrola

PIP Array (Echelon Biosciences), hidrofobna membrana s naneSenim padaju¢im koli¢inama
(100 - 1,56 pmol po tocki) fosfatidilinozitola i svih sedam fosfoinozitida za odredivanje

afiniteta proteina prema odredenom fosfoinozitidu

Pufer za ispiranje, pH 7,2
1x PBS
0,1 % Tween 20

10x pufer PBS, pH 7,2
80 g/l NaCl
2 g/l KCI
14,2 g/l NazHPO4
2,45 g/l KH2PO4

Otopina za blokiranje membrane

30 g/l BSA bez masnih kiselina (Sigma-Aldrich) u puferu za ispiranje

Pufer RIPA* (Sigma-Aldrich) za lizu stanica
Smjesa inhibitora proteaza bez EDTA (cOmplete, Roche)

3.1.6.5. Materijali koriSteni za elektroforezu u denaturiraju¢em gelu i metodu Western

12 %-tni SDS poliakrilamidni gelovi:
Gel za razdvajanje:
41,5 % akrilamid/bisakrilamid 30 %/0,8 % (Roth)
0,38 M Tris/0,1 % SDS, pH = 8,8
1 mM EDTA, pH=7,2
0,025 % TEMED?™ (Fluka)
0,23 % APS*® (Roth)

14 engl. radioimmunoprecipitation assay buffer
15N, N,N’,N'-tetrametiletilendiamin
16 amonij-persulfat
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Gel za sabijanje:
11,14 % akrilamid/bisakrilamid 30 %/0,8 %
0,12 M Tris/0,1 % SDS, pH = 6,8
1 mM EDTA, pH=7,2
0,05 % TEMED
0,3 % APS

Proteinski standardi:

neobojani: PageRuler Unstained Broad Range (Thermo-Fisher Scientific)
prethodno obojani: BLUeye Prestained (Sigma-Aldrich), PageRuler Plus Prestained
(Thermo-Fisher Scientific)

Membrana PVDF (GE Healthcare)
100 % metanol

Nitrocelulozna membrana (GE Healthcare)

10x pufer SDS za elektroforezu, pH 8,8
30,25 g/l Tris
142.5 g/l glicin (Roth)
10 g/l SDS

Pufer za prijenos
2,93 g/l glicin
5,81 g/l Tris
0,375 g/l SDS
20 % metanol

Kemiluminiscencijska detekcija:
Pufer za ispiranje

1x PBS

0,05 % Tween 20

Otopina za blokiranje

50 g/l BSA u puferu za ispiranje
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Primarna antitijela

anti-1qgC, poliklonsko antitijelo proizvedeno u kunic¢u, 1:1000 (Marinovi¢ i sur., 2019.)
anti-Hiss monoklonsko antitijelo proizvedeno u misu, 1 pg/ml (Roche)
anti-GFP monoklonsko antitijelo proizvedeno u misu, 1:1000 (Faix i sur., 2001.)

anti-GFP poliklonsko antitijelo proizvedeno u kunicu, 1:2000 (Abcam)

Sekundarna antitijela

anti-rabbit, sekundarno antitijelo na kunic¢ja antitijela IgG, proizvedeno u kozi,
konjugirano s peroksidazom iz hrena (Bio-Rad), 1:5000
anti-mouse, sekundarno antitijelo na misja antitijela 19G, proizvedeno u kozi, konjugirano

s peroksidazom iz hrena (Bio-Rad), 1:5000

Supstrat za peroksidazu iz hrena za kemiluminiscentnu detekciju (Clarity Western ECL
Substrate, Bio-Rad)

Kolorimetrijska detekcija:
10x pufer NCP, pH 8.0
12,1 g/l Tris-HCI
87 g/l NaCl
5 g/l Tween 20

Otopina za blokiranje
40 g/l BSA u 1x puferu NCP

Sekundarna antitijela

anti-rabbit, sekundarno antitijelo na kunicja antitijela 1gG, proizvedeno u kozi, konjugirano s
alkalnom fosfatazom (Sigma Aldrich), 1:30 000

Pufer za razvijanje
0,1 M Na.COg, pH 10,0

Otopine za bojanje i odbojavanje proteinskih gelova i membrana:
Coomassie briljant plavo otopina za bojanje gelova

1 g/l Brilliant blue G 250 (Roth)

1 g/l Brilliant blue R 250 (Roth)

50 % metanol

10 % octena kiselina
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Otopina za odbojavanije gelova
10 % etanol

7 % octena kiselina

Amido crno otopina za bojanje membrane

0,01 g/l boja amido crno
10 % metanol

2 % octena kiselina

Otopina za odbojavanje membrane

45 % metanol
7 % octena kiselina

3.1.6.6. Materijali koriSteni za testiranje aktivnosti GAP

Komercijalni komplet GTPase-Glo™ Assay kit (Promega)
IqgC, prethodno prociscen protein u naSem laboratoriju

H-Ras (Calbiochem)
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3.2. Metode

3.2.1. Tehnike rekombinantne DNA

3.2.1.1. Vektor za iskljucivanje gena iqgC u stanicama D. discoideum

Za iskljucivanje gena iqgC homolognom rekombinacijom u divljem soju DdB D.
discoideum koristila sam vektor pDM1081_iggC_KO. pDM1081 je vektor dizajniran za
efikasno opetovano iskljucivanje gena u stanicama D. discoideum koriste¢i sustav Cre-loxP
(Slika 3.1.A) (Faix i sur., 2004.; Paschke i sur., 2018.). Kako bih konstruirala vektor
pDM1081_iggC_KO (Slika 3.1.B), metodom PCR umnozila sam 5'- i 3'-regije gena iqgC
pomocu pocetnica koje sadrze restrikcijska mjesta NgoMIV i HindlIII za 5'-regiju homologije
te restrikcijska mjesta Bglll i Spel za 3'-regiju homologije (Tablica 3.4.). Dobivene PCR-
produkte porezala sam s odgovaraju¢im restrikcijskim enzimima te sekvencijalno ugradila u
porezan i defosforiliran vektor pDM1081 pomocu T4 DNA ligaze. Ligacijskim smjesama
transformirala sam ultrakompetentne bakterije XL10-Gold, a klonove s ugradenim odsjec¢cima
selektirala sam prema digestijama izoliranih plazmida. Slijed finalnog vektora
pDM1081_iggC_KO provjerila sam sekvenciranjem. Kako bih vektor pripremila za
transfekciju stanica, porezala sam ga s restrikcijskim enzimima NgoMIV i Spel, defosforilirala
i pomoc¢u kompleta za procis¢avanje odsjecaka DNA iz gela procistila odsjecak koji sadrzi
regije homologije gena iqgC i ekspresijsku kazetu koja je odgovorna za rezistenciju na

higromicin.
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Slika 3.1. Shema vektora pDM1081 za iskljucivanje gena iqgC u stanicama D. discoideum. A) Vektor
pDM1081 sadrzi ekspresijsku kazetu za rezistenciju na higromicin, koja obuhva¢a gen za higromicin
fosfotransferazu (HygR) pod kontrolom promotora coaA (coaA P) i terminatora mhcA (mhcA T), a okruZena je
mjestima loxP. Ispred uzvodnog mjesta loxP nalaze se sTOP-kodoni u sva tri okvira Citanja. Mjesta loxP
prepoznaje rekombinaza Cre koja, ako se eksprimira u stanici s dodatnog vektora, izrezuje cijelu ekspresijsku
kazetu §to omogucuje ponovno koriStenje higromicinske rezistencije ukoliko je potrebno kreirati viSestruke
delecije gena unutar genoma. lzvan ekspresijske kazete na obje strane nalaze se restrikcijska mjesta za
ukloniravanje regija homologije. B) Vektor pDM1081_iqgC KO za ciljano iskljuéivanje gena iqgC konstruiran
je ukloniravanjem 5'-regije homologije (5' RH) gena iggC u pDM1081 pomocu restrikcijskih enzima NgoMIV i
Hindlll, te 3'-regije homologije (3' RH) pomodu restrikcijskih enzima Bglll i Spel. ori — izvoriste replikacije u E.
coli; AmpR - gen za B-laktamazu koji omogucuje rezistenciju na ampicilin.

3.2.1.2. Vektori za ekspresiju proteina u divljem soju DdB stanica D. discoideum

Za ekspresiju proteina u divljem soju DdB D. discoideum, koristila sam vektore
pDM1208, za obiljezavanje proteina na N-kraju s crvenim fluorescentnim proteinom mCherry,
I pPDM1207, za obiljezavanje proteina na N-kraju sa zelenim fluorescentnim proteinom GFP
(engl. green fluorescent protein, GFP) (Paschke i sur., 2018.). Oba ova vektora sadrze promotor
coaA koji omogucuje efikasnu transkripciju gena za rezistenciju na antibiotik u divljim
sojevima amebe koje rastu u prisutnosti bakterija. Tako sam za ponovnu ekspresiju proteina
IqgC u stanicama iqgC™ konstruirala vektor pDM1208_1qgC s kojeg se eksprimira protein
mCherry-lqgC (Slika 3.2.A). Kodiraju¢i slijed DNA za protein IqgC izrezala sam pomocéu
restrikcijskih enzima Bglll i Spel iz vektora pDM304_YFP-IqgC (Marinovi¢ i sur., 2019.) i
ugradila u pDM1208 porezan istim restrikcijskim endonukleazama. Kako bih usporedila
veli¢inu makropinosoma stanica divljeg tipa i iggC™ u pozadini DdB, konstruirala sam vektor
pDM1207_mRafl_RBD koji sadrZi kodirajuci slijed DNA za domenu koja veZe Ras (engl. Ras
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binding domain, RBD) kinaze mRaf1 obiljezenu s proteinom GFP na N-kraju. Kodirajuci slijed
domene RBD izrezala sam iz vektora pDM304_YFP-mRafl_RBD (Junemann i sur., 2016.) i
ugradila u pDM1207 koriste¢i restrikcijske enzime BglIl i Spel. Za pracenje veliine
makropinosoma u stanicama iqgC™ s ekstrakromosomalnom ekspresijom proteina 1qgC, u
mjesto NgoMIV vektora pDM1208 IqgC ugradila sam ekspresijsku kazetu s GFP-
mRafl_RBD koju sam pripremila u pomo¢nom vektoru pDM1019 mRafl_RBD i izrezala
pomocu restrikcijskog enzima NgoMIV. Pomo¢ni vektor pDM 1019 sadrzi kazetu za ekspresiju
proteina obiljezenih proteinom GFP na N-kraju pod kontrolom promotora act15 i terminatora
act8 koja je omedena restrikcijskim mjestima NgoMIV (Paschke i sur., 2018.), a kodirajuci
slijed mRafl_RBD u taj vektor ugradila sam koriste¢i restrikcijske enzime Bglll i Spel.
Dobiveni finalni vektor pDM1208 IqgC_GFP-mRafl_RBD sluzi za koekspresiju dva
fluorescentno obiljezena proteina (Slika 3.2.B). Ligacijskim smjesama vektora transformirala
sam kompetentne bakterije NEB 10-beta, osim u slucaju ligacijske smjese za
pDM1019_mRafl_RBD, kojom sam transformirala DH5a. Pozitivne klonove sam selektirala

digestijom s restrikcijskim enzimima i slijedove odabranih klonova provjerila sekvenciranjem.
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Slika 3.2. Shema ekstrakromosomalnih vektora za ekspresiju fluorescentno obiljezenih proteina u soju
DdB stanica D. discoideum. A) Vektor pDM1208_lqgC za ekspresiju proteina IqgC obiljezenog fluorescentnim
proteinom mCherry. B) Vektor pDM1208 1qgC_GFP-mRafl_RBD za istovremenu ekspresiju proteina 1qgC
obiljeZzenog fluorescentnim proteinom mCherry i probe za aktivni Ras obiljeZene fluorescentnim proteinom GFP.
S obzirom da su ekspresijske kazete za 1ggC i mRafl_RBD pod kontrolom identi¢nih promotora actl5 (act15 P)
i terminatora act8 (act8 T), za ocekivati je da je ekspresija tih proteina u stanici podjednaka. G418R - gen za
neomicinsku transferazu koji omogucuje rezistenciju na G418, analog neomicina, njegova ekspresija je pod
kontrolom promotora coaA (coaA P) i terminatora mhcA (mhcA T), a sluZi za selekciju u D. discoideum; AmpR
- gen za B-laktamazu koji omogucuje rezistenciju na ampicilin za selekciju u E. coli; pUC ori - izvoriste replikacije
u E. coli; Dd ori — izvoriste replikacije u D. discoideum; G5, D1 i D5 — skra¢eni kodirajuéi slijedovi gena koji se
prepisuju tijekom vegetativnog rasta (G5) i razvojne faze (D1 i D5) D.discoideum za efikasniju transfekciju i rast
stanica tijekom selekcije antibiotikom.
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3.2.1.3. Vektori za ekspresiju proteina u stanicama akseni¢nog soja AX2 D. discoideum

Za ekspresiju proteina u akseni¢énom soju AX2 D. discoideum konstruirala sam vektore
koristeci vektor pDM304_N-YFP za obiljezavanje proteina na N-kraju sa zutim fluorescentnim
proteinom YFP (engl. yellow fluorescent protein, YFP) (Junemann i sur., 2016.). Za ekspresiju
skracenih varijanti proteina lqgC u stanicama iggC, metodom PCR umnoZila sam
odgovarajuce kodirajuce slijedove DNA; IqgC_N-GRD (aminokiseline 1-510), IggC_GRD (ak
130-510), 1ggC_RGCt-C (ak 598-817) i 1ggC_RGCt (ak 598-747), s vektora pDM304_YFP-
IqggC (Marinovi¢ i sur., 2019.) pomocu pocetnica koje sadrze restrikcijska mjesta BglII i Spel
(Tablica 3.4.). Dobivene PCR-produkte procistila sam iz gela, porezala i ugradila u Bglll-Spel
linearizirani i defosforilirani vektor pDM304_N-YFP. Za ckspresiju skra¢enih varijanti
proteina IqgC kojima nedostaje odredena regija; 1qgC_Acentr (IqgC bez aminokiselina 511-
597, A511-597), 1qgC_AGRD (A130-510) i 1ggC_ARGCt (A598-747) koristila sam metodu
kloniranja koja je neovisna o restrikciji i ligaciji koriste¢i komplet In-Fusion® HD Cloning Kit.
Pri tome sam kodirajuce slijedove IqgC umnozila u dva odjecka Kkoriste¢i specifi¢ne
oligonukleotide (Tablica 3.4.) koji sadrze dijelove komplementarne dvama susjednim
odsjeccima u oc¢ekivanom konstruktu. Konkretno, za 1qgC_Acentr (A511-597) umnozila sam
dva odsjecka kodirajuceg slijeda IqgC koji obuhvacaju aminokiseline 1-510 i 598-817, za
IgqgC_AGRD (A130-510) umnozila sam kodirajuc¢e slijedove odsje¢aka koji obuhvacaju
aminokiseline 1-129 i 511-817, a za 1qgC_ARGCt (A598-747) kodirajuce slijedove
aminokiselina 1-597 i 748-817. Za svaki konstrukt nakon umnazanja imala sam po dva odsjecka
koji se medusobno djelomi¢no preklapaju, ali se svaki od njih preklapa i s dijelom vektora
pDM304_N-YFP. Procis¢ene odsjecke i Bglll-Spel linearizirani i defosforilirani vektor
pDM304_N-YFP pomijesala sam u reakcijskoj smjesi kompleta In-Fusion® HD Cloning Kit
prema uputama proizvodaca. Kako bih eksprimirala mutirane varijante cjelovitog proteina
IqggC, na vektoru pDM304_YFP-lggC (Marinovi¢ i sur., 2019.) napravila sam ciljanu
mutagenezu koriste¢i specificne pocetnice (Tablica 3.4.) i komercijalni komplet za mjesno-
specificnu mutagenezu prema uputama proizvodaca. Za ekspresiju proteina Rab5A, Rab21,
VatC i VatE obiljezenih fluorescentnim proteinom YFP, metodom PCR umnozila sam
kodiraju¢e slijedove za te proteine iz komplementarne DNA (engl. complementary DNA,
cDNA) stanica AX2 pomocu pocetnica koje sadrze restrikcijska mjesta BamHI 1 Spel za RabSA
I Rab21, Bglll i Spel za VatC te Bglll i Xbal za VVatE. Dobivene PCR-produkte sam procistila
I porezala odgovaraju¢im enzimima te ugradila u Bglll-Spel porezan i defosforiliran vektor

pDM304_N-YFP. Za koekspresiju proteina 1qgC obiljeZzenog fluorescentnim proteinom YFP i
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proteina Rab5A obiljezenog s crvenim fluorescentnim proteinom (engl. monomeric red
fluorescent protein, mRFP) konstruirala sam vektor pDM304_YFP-1ggC_mRFP-Rab5A. Prvo
sam u Bglll-Spel linearizirani i defosforilirani pomo¢ni vektor pDM328 ugradila BamHI-Spel
porezani i prethodno pripremljeni odsjecak koji sadrZi kodirajuéi slijed za Rab5A. Vektor
pDM328 ima kazetu za ekspresiju proteina obiljezenih s fluorescentnim proteinom mRFP na
N-kraju, pod kontrolom promotora act15 i terminatora act8, a koja je omedena restrikcijskim
mjestima NgoMIV (Veltman i sur., 2009.). 1z tako pripremljenog pomo¢nog vektora pDM328-
Rab5A izrezala sam ekspresijsku kazetu za mRFP-Rab5A pomocu restrikcijskog enzima
NgoMIV, prodistila je iz gela pomocu odgovarajuceg kompleta za proc¢is¢avanje te ugradila u
NgoMIV linearizirani i defosforilrani vektor pDM304_YFP-IqgC. Na slian nacin
koeksprimirala sam Rab5A s proteinom golvezinom kojem nedostaju aminokiseline 76-118, a
sluzi kao marker Golgijevog aparata (Weber i sur., 2018.). Vektor pDM323_golvezin(A76-
118) koji eksprimira GFP-golvezin (A76-118) (Weber i sur., 2018.), linearizirala sam pomoc¢u
restrikcijskog enzima NgoMIV te u njega ugradila ve¢ spomenutu ekspresijsku kazetu za
mMRFP-Rab5A. Kako bih koeskprimirala Rab5A s probom za aktivni Ras, u prethodno
pripremljeni, NgoMIV porezani i defosforilirani vektor pDM304_YFP-Rab5A ugradila sam
ekspresijsku kazetu ve¢ spomenute probe mRFP-mRafl_RBD, koja je pripremljena u
pomoé¢nom Vvektoru pDM328_mRafl_RBD. Ligacijskim smjesama navedenih vektora
transformirala sam ultrakompetentne komercijalne bakterije XL10-Gold ili NEB 10-beta,
pozitivne klonove selektirala sam digestijom s restrikcijskim enzimima, a slijedove odabranih
klonova provijerila sekvenciranjem. Iznimno sam ligacijskim smjesama pomo¢nih vektora

transformirala elektrokompetentne bakterije DH5a s obzirom na njihove manje veliine.

3.2.1.4. Vektori za sustav dva hibrida u kvascu

Kako bih testirala izravne interakcije proteina IggC s proteinima RasG i Rab5A koristila
sam Matchmaker™ GAL4 549 Two-Hybrid System 3 (Clontech) sustav dva hibrida u kvascu.
U tom sustavu koriste se vektori pGADT7, s kojeg se eksprimira protein fuzioniran s
aktivacijskom domenom (engl. activation domain, AD), i pGBKT7 s kojeg se eksprimira
protein fuzioniran s domenom koja veze DNA (engl. binding domain, BD) transkripcijskog
faktora GAL4. U slucaju interakcije potencijalnih interaktora, Gal4 AD 1 BD dolaze fizicki
dovoljno blizu da rekonstituirani Gal4 potakne transkripciju reporterskog gena.

Kodirajuce slijedove svih varijanti proteina IqgC uklonirane su u vektor pGADT7, dok
su testirane GTPaze Rab5A i RasG(Q61L) kodirane u vektoru pGBKT7. Za ekspresiju
mutiranih varijanti 1ggC (R205A; L352G,R353A; N392A) mutirala sam kodirajuci slijed 1qgC
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u vektoru pGADT7_lqgC (Marinovic i sur., 2019.) koriste¢i komercijalni komplet za mjesno-
specificnu mutagenezu i specifi¢ne pocetnice (Tablica 3.4.). Kako bih testirala koja domena
proteina IggC veZe RasG(Q61L), koristila sam vektore sa skra¢enim varijantama proteina 1qgC;
pGADT7_IggC_GRD (ak 130-510) i pGADT7_lggC_RGCt (ak 598-747). Za testiranje
interakcije 1qgC i Rab5A konstruirala sam vektor pGBKT7_Rab5A(wt). Metodom PCR
umnozila sam kodirajuc¢i slijed Rab5A iz cDNA stanica AX2 koriste¢i pocetnice koje sadrze
restrikcijska mjesta EcoRI i Sall (Tablica 3.4.), ali bez motiva CCN, tri C-terminalne
aminokiseline koje su vazne za vezanje Rab5A na ciljane membrane. Dobiveni PCR-produkt
sam procistila, porezala i ugradila u EcoRI-Sall linearizirani i defosforilirani vektor pGBKT7.
Kako bih pripremila konstitutivno aktivnu varijantu Rab5A(Q68L) i konstitutivno neaktivnu
varijantu Rab5A(S23N), mutirala sam triplete baza odgovarajuc¢ih aminokiselina pomoc¢u
kompleta za mjesno-specifiénu mutagenezu na kalupu pGBKT7_Rab5A(wt) uz upotrebu
specificnih pocetnica (Tablica 3.4.). Transformirala sam ultrakompetentne bakterije XL10-
Gold ili NEB 10-beta ligacijskim smjesama svih navedenih vektora, pozitivne klonove

selektirala sam pomocu digestija, i slijedove odabranih klonova provjerila sekvenciranjem.

3.2.1.5. Vektori za pro¢i$¢avanje proteina obiljeZzenih nastavkom His

Za prociS¢avanje varijanti proteina Rab5A obiljezenih nastavkom His iz bakterije E.coli
koristila sam vektor pET28b (Novagen) koji omogucava ekspresiju proteina obiljezenih sa Sest
uzastopnih histidinskih ostataka na N- ili C-kraju. Kodirajué¢i slijed Rab5A bez motiva CCN na
C-kraju umnozila sam pomocu specifi¢nih pocetnica (Tablica 3.4.), porezala s restrikcijskim
enzimima Ncol i Hindlll i ugradila u Ncol-Hindlll linearizirani vektor pET28b kako bi Rab5A
bio fuzioniran s motivom His na C-kraju. Za mutirane varijante Rab5A(Q68L) i Rab5A(S23N),
kodiraju¢i slijed Rab5A u vektoru pET28b_Rab5A(wt) sam mutirala koriste¢i komercijalni
komplet za mjesno-specifiénu mutagenezu i specifi¢ne poc¢etnice (Tablica 3.4). Transformirala
sam ultrakompetentne bakterije NEB 10-beta ligacijskim smjesama za navedene vektore,
pozitivne klonove selektirala sam pomocu digestija, i slijedove odabranih klonova provjerila

sekvenciranjem.

3.2.2. Uzgoj bakterija

3.2.2.1. Uzgoj i transformacija bakterija E. coli
Ultrakompetentne bakterije XL10-Gold i NEB 10-beta transformirala sam

pripremljenim ligacijskim smjesama prema uputama proizvodaca, izlazuéi bakterije 30 sekundi
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temperaturnom Soku pri 42 °C. Nakon transformacije, bakterije sam nasadila na krutu
selektivnu podlogu LB s odgovaraju¢im antibiotikom i inkubirala preko no¢i na 37 °C.

Za elektroporaciju bakterija DH50 1 Rosetta 2 uzela sam 40 pl alikvota
elektrokompetentnih bakterija, dodala im 2 pl ligacijske smjese i prebacila u Kivetu za
elektroporaciju s razmakom elektroda od 2 mm (Biorad). Bakterije sam elektroporirala prema
protokolu od 2,5 kV, 400 Q i 25 uF u elektroporatoru (Gene Pulser Xcell 53, BioRad). Odmah
nakon elektroporacije smjesi sam dodala 1 ml tekuce hranjive podloge za oporavak SOC.

Nakon inkubacije 1 sat pri 37 °C uz treSnju, bakterije sam nasadila kako je prethodno opisano.

3.2.2.2. Uzgoj i priprema bakterija K. aerogenes kao izvora hrane za D. discoideum

Za pripremu suspenzije K. aerogenes, 100 ul prekonoé¢ne kulture bakterija koje su
narasle u tekucoj hranjivoj podlozi SM nasadila sam u 1 | svjeze tekucée hranjive podloge SM i
inkubirala preko no¢i pri 37 °C uz treSnju od 250 rpm. Bakterije sam skupila centrifugiranjem
20 minuta na 6000 g pri 4 °C. Zatim sam ih isprala u puferu SorMC i bakterijske suspenzije
prilagodila na opticku gustocu ODeggo=100 koriste¢i spektrofotometar (Ultraspec 2100 pro,
Amersham Biosciences) za mjerenje apsorbancije pri 600 nm. Pripremljenu suspenziju K.

aerogenes ¢uvala sam pri 4 °C do upotrebe.

3.2.3. Rad sa stanicama D. discoideum u kulturi
3.2.3.1. Uzgoj stanica D. discoideum

S obzirom da se stanice D. discoideum divljeg soja DdB preferencijalno hrane
bakterijama, kulturu stanica DdB odrZavala sam u puferu SorMC uz dodatak K. aerogoenes
konacne opti¢ke gusto¢e ODgoo=2 U Petrijevim posudama ili na krutoj hranjivoj podlozi SM s
bakterijama K. aerogoenes u inkubatoru pri 22 °C sa stalnim osvjetljenjem. Stanice soja AX2
uzgajala sam u tekucoj hranjivoj podlozi HL5 u Petrijevim posudama ili u Erlenmayerovim
tikvicama u suspenziji uz treSnju od 150 rpm u inkubatoru pri 22 °C. Stanice soja DdB
odrzavala sam u kulturi dva do tri tjedna, dok sam stanice soja AX2 odrZavala u kulturi tri do
&etiri tjedna jer imaju dulje vrijeme diobe i pazila sam da ne prerastu gusto¢u od 4 x 10° stanica
po ml. Stani¢ne sojeve dugorocno sam pohranjivala spremanjem spora u fosfatnom puferu
Sarensen pri —80 °C. Spremljene spore koristila sam za nova pokretanja stani¢nih sojeva
dodajucu 200 ul spora u pufer SorMC uz dodatak K. aerogoenes za soj DdB ili dodajuci spore

u tekucu hranjivu podlogu HL5 za soj AX2 uz odgovarajuce antibiotike u Petrijevoj posudi.

46



3.2.3.2. Transfekcija stanica D. discoideum

Za transfekciju stanica soja DdB s odgovarajué¢im vektorima, skupila sam 3,5 x 10°
stanica, centrifugirala 5 minuta na 1000 g pri 4 °C i isprala u hladnom puferu H40. Nakon
ponovnog centrifugiranja stanice sam resuspendirala u 100 pl hladnog pufera H40. Zatim sam
ih prebacila u ohladenu kivetu za elektroporaciju s razmakom elektroda od 2 mm (Biorad),
dodala 1 pg plazmidne DNA i elektroporirala koristeé¢i protokol pravokutnih valova s dva pulsa
od 350 V trajanja 8 ms odvojena intervalom od 1 s. Stanice sam prebacila u Petrijevu posudu u
pufer SorMC s K. aerogoenes. Stanicama transfeciranim s ekstrakromosomalnim vektorima
dodala sam 10 pg/ml antibiotika G418 5 do 18 sati nakon transfekcije i konstantno ih odrzavala
u kulturi uz antibiotik.

Za transfekciju stanica AX2 s ekstrakromosomalnim vektorima, skupila sam 5 x 10°
stanica, centrifugirala 3 minute na 700 g pri 4 °C i isprala prvo u 30 ml hladnog Serensen
fosfatnog pufera, a zatim u 30 ml hladnog pufera za elektroporaciju. Nakon posljednjeg
centrifugiranja, stanice sam resuspendirala u 700 pl hladnog pufera za elektroporaciju i
prebacila u ohladenu kivetu za elektroporaciju s razmakom elektroda od 4 mm (Biorad), dodala
2-3 ug plazmidne DNA i elektroporirala koriste¢i prethodno pohranjeni protokol za stanice D.
discoideum: pravokutni valovi s dva pulsa od 1000 V u trajanju 1 ms odvojeni intervalom od 5
s, uz kapacitet od 10 uF. Nakon toga stanice sam prebacila u Petrijevu posudu, inkubirala 15
minuta uz treSnju od 100 rpm pri 22 °C. Zatim sam stanicama dodala otopinu za oporavak
stanica u konac¢noj koncentraciji 2 mM i nakon dodatnih 15 minuta inkubacije uz tresnju,
stanicama sam dodala 10 ml tekuc¢e hranjive podloge HL5 i prebacila u inkubator. Pet do 18
sati nakon transfekcije stanicama sam dodala 10 pg/ml antibiotika G418 i konstantno ih

odrzavala u kulturi uz prisutnost antibiotika.

3.2.4. Iskljucivanje gena iqgC i selekcija klonova iqgC”

3.2.4.1. Iskljucivanje gena iqgC u soju DdB i selekcija klonova metodama PCR i Western
Stanice soja DdB transfecirala sam vektorom pDM1081 iqgC_KO za iskljuéivanje
gena iggC homolognom rekombinacijom. Nakon elektroporacije stanice sam ostavila u puferu
SorMC uz dodatak K. aerogoenes i 100 pg/ml higromicina B za selekciju transfektanata. Nakon
pet dana inkubacije stanice sam isprala i razrijedila te nasadila na krutu hranjivu podlogu SM
uz dodatak 500 pl guste suspenzije K. aerogoenes (ODgoo=100). Nakon tri dana na podlozi s
bakterijama pojavili su se plakovi nastali od pojedina¢nih klonova transfeciranih stanica S
vidljivim rubom na kojem su stanice u vegetativnoj fazi rasta. Kako bih selektirala zasebne

klonove, koristeci sterilne ¢ackalice, vegetativne stanice s ruba pojedina¢nih plakova prebacila

47



sam u bunari¢e na plocici s 24 bunari¢a u kojima sam pripremila po 1 ml pufera SorMC i K.
aerogoenes (ODgoo=2). Kada su stanice u bunari¢ima narasle do konfluencije, prikupila sam ih
i isprala od bakterija te lizirala. Preliminarno pretraZzivanje klonova u kojima se zbio
rekombinacijski dogadaj provela sam metodom PCR na stani¢nim lizatima koriste¢i par
pocetnica od kojih jedna hibridizira s kodiraju¢im slijedom higromicin fosfotransferaze, a druga
na slijed gena iqgC nizvodno od 3'-regije homologije (Tablica 3.4.). Pozitivne klonove dalje
sam testirala metodom Western koristec¢i antitijelo anti-lqggC (Marinovi¢ i sur., 2019.). Na
nekoliko klonova koji nisu eksprimirali 1ggC, provela sam analizu Southern kako bih potvrdila

da se u genomu klonova iqgC™ dogodio jedinstveni rekombinacijski dogadaj na ciljanom mjestu.

3.2.4.2. 1zolacija genomske DNA iz mutanata iqgC”

Kako bih izolirala genomsku DNA iz potencijalnih mutanata iqgC-, prikupila sam 2 x
108 stanica svakog klona, isprala ih od bakterija dva puta resuspendiranjem u puferu SorMC i
centrifugiranjem 5 minuta na 1000 g pri 4 °C. Stanice u talogu zatim sam lagano resuspendirala
u 10 ml hladnog pufera NP40 za lizu stalno ih drzeéi na ledu. Lizirane stanice centrifugirala
sam 10 minuta na 7500 g pri 4 °C. Pazljivo sam odvojila supernatant i talog resuspendirala u 1
ml pufera TE/SDS. Suspenziju sam podijelila u dvije epurvete za centrifugiranje od 1,5 ml,
dodala po 10 pl proteinaze K i inkubirala uzorke 2 sata pri 60 °C. Nakon kratkog hladenja, u
uzorke sam dodala 10 ul RNaze A i inkubirala ih 1 sat pri 37 °C. Nakon inkubacije, dodala sam
500 ul ohladenog fenola pri 4 °C, centrifugirala 15 minuta na 15 000 g pri 4 °C i pazljivo
prebacila gornju fazu u novu epurvetu za centrifugiranje od 1,5 ml ohladenu na ledu. Zatim sam
ponovila postupak dodavanjem ohladene smjese fenola i kloroforma (1:1). Nakon uzimanja
gornje faze ponovila sam postupak s ohladenom smjesom kloroforma i izoamilnog alkohola
(24:1). Nakon posljednjeg centrifugiranja, gornje faze sam spojila u ¢istu epurvetu, dodala 1/10
volumena uzorka apsolutnog etanola i dva volumena 3 M natrijevog acetata. Smjesu sam
inkubirala preko no¢i pri -20 °C i sljedece jutro istalozila gDNA centrifugiranjem 15 minuta na
15000 g pri 4 °C. Talog DNA sam dva puta isprala s ohladenim 70 %-tnim etanolom i ponovno
centrifugirala. Kako bih uklonila zaostali etanol, talog sam suSila 10 minuta u uredaju za
ugusc¢ivanje uzoraka (Savant DNA SpeedVac Concentrator, Thermo Scientific). Zatim sam
talog njezno resuspendirala u 200 ul hladne vode bez nukleaza. Kako bi se gDNA u potpunosti
otopila, uzorke sam preko noci inkubirala pri 4 °C. UspjesSnost izolacije gDNA provjerila sam

elektroforezom u gelu agaroze.
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3.2.4.3. Analiza Southern za potvrdu isklju¢ivanja gena iqgC

Kako bih utvrdila je li kod mutanata iqgC™ doSlo do jedinstvenog rekombinacijskog
dogadaja na ciljanom mjestu u genomu Koristila sam metodu Southern. 4 ug izolirane gDNA
svakog uzorka porezala sam restrikcijskim enzimom Pacl te sam odsjecke digestirane gDNA
razdvojila elektroforezom u 0,8 %-tnom gelu agaroze (0,8 g agaroze/0,1 | pufera). Nakon
elektroforeze, gel sam uz lagano potresanje inkubirala 10 minuta u 0,25 M HCI i dva puta po
15 minuta u 0,5 M Tris-HCI, pH 7,5. Kako bih odvojene odsjecke gDNA prenijela na pozitivno
nabijenu najlonsku membranu luZnatim kapilarnim prijenosom, na most filter papira, ¢iji su
krajevi umoceni u 0,4 M NaOH, slozila sam stog koji je od dna prema vrhu sadrzavao sljedece:
agarozni gel s gDNA, membranu, filter papir i debeli stog papirnatih ru¢nika s utegom na vrhu
da potpomognem prijenos odsjecaka DNA na membranu kapilarnim silama. Nakon
prekonoc¢nog prijenosa, membranu sam neutralizirala inkubirajuci ju tri puta po 5 minuta u 2x
puferu SSC. Zatim sam ju ostavila da se u potpunosti osusi i nakon toga sam fiksirala DNA na
membranu izlazuéi je ultraljubicastom svjetlu valne duljine 254 nm u trajanju od 5 minuta. Za
pripremu hibridizacije, membranu sam inkubirala u staklenom cilindru s prethodno zagrijanim
hibridizacijskim puferom u hibridizacijskoj pe¢nici (OV1, Biometra). Zatim sam na membranu
dodala hibridizacijski pufer s probom obiljezenom digoksigeninom koja hibridizira s
higromicinskom kazetom (proba Hyg) te hibridizirala preko no¢i pri 68 °C. Sljedece jutro
membranu sam isprala tri puta po 20 minuta s prethodno zagrijanim puferom za ispiranje u
hibridizacijskoj peénici pri 65 °C. Membranu sam zatim izvadila iz staklenog cilindra,
inkubirala 5 minuta u puferu 1, nakon toga 1 sat u puferu 2 i 30 minuta u puferu 2 s antitijelom
anti-DIG (1:10 000) uz lagano potresanje. Potom sam membranu isprala pet puta po 10 minuta
u puferu 1 i inkubirala ju dva puta po 5 minuta u puferu 3. Kako bih vizualizirala vrpce DNA
na koje je hibridizirala proba, membranu sam inkubirala s 2 ml pufera 3 s dodanim supstratom
CSPD (1:100) za kemiluminiscencijsku detekciju u mra¢noj sobi. Nakon §to sam s membrane
uklonila pufer sa supstratom, detektirala sam kemiluminiscentne hibridizacijske signale
ekspozicijom membrane pomocu sustava za detekciju kemiluminiscentnih i fluorescentnih
signala (Alliance Q9 mini, Uvitec Cambridge). Membranu sam zatim inkubirala u puferu za
ispiranje dva puta po 15 minuta pri 42 °C i tri puta po 5 minuta u 2x puferu SSC na sobnoj
temperaturi kako bih uklonila probu Hyg. Postupak hibridizacije ponovila sam s probom R koja
hibridizira na odsje¢ak gena iqgC nizvodno od mjesta homologne rekombinacije, pri

temperaturi hibridizacije 60 °C.

49



3.2.5. Fenotipizacija stanica iqgC™ u genetickoj pozadini DdB

3.2.5.1. Ispitivanje rasta stanica soja D. discoideum DdB

Za ispitivanje rasta stanica u tekucoj hranjivoj podlozi, stanice divljeg tipa i iqgC
geneticke pozadine DdB isprala sam dva puta od bakterija resuspendiranjem stanica u puferu
SorMC i centrifugiranjem 5 minuta na 1000 g. Prebacila sam 5 x 10* stanica u triplikatu za
svaki dan u bunari¢e ploc¢ice za uzgoj stanica s 24 bunari¢a u teku¢u hranjivu podlogu HL5 s
18 g/l maltoze i 10 % FBS-a. Rast stanica pratila sam tijekom sedam dana brojeci stanice
pomocu brojaca za stanice CellDrop (DeNovix). Za pracenje rasta na krutoj podlozi s
bakterijama, stanice sam razrijedila i nasadila na krutu hranjivu podlogu SM uz dodatak 500 pl
pripremljene guste suspenzije K. aerogoenes (ODesog=100). Tako nasadene stanice odrzavala
sam u inkubatoru pri 22 °C. Koriste¢i lupu (Discovery.V20, Zeiss) i program ImageJ
(Schindelin i sur., 2012.), nakon tri dana sam izmjerila promjer plakova koji su nastali od
pojedinacnih D. discoideum stanica kako su se hranile bakterijama K. aerogoenes.

3.2.5.2 Mjerenje kinetike unosa tekuc¢ine makropinocitozom

Kako bih usporedila efikasnost makropinocitoze stanica divljeg tipa, iqgC i iqgC s
ekstrakromosomalnom ekspresijom 1qgC u genetickoj pozadini DdB, stanice sam 24 sata prije
izvodenja eksperimenta isprala od bakterija 1 prebacila u tekuc¢u hranjivu podlogu HL5 uz
dodatak 10 % FBS-a i 50 pg/ml ampicilina i 40 pg/ml streptomicina kako bi se stanice
prilagodile na unos hranjivih tvari makropinocitozom. Kinetiku unosa fluorescentno obiljezene
tekucine pratila sam kroz 180 minuta. Za svaku vremensku toc¢ku (0, 15, 30, 60, 120 i 180
minuta) inkubirala sam 2,5 x 10° stanica u 700 pl tekuée hranjive podloge HL5 uz dodatak
10 % FBS-ai 2,5 pug/ml dekstrana fluorescentno obiljezenog fluoroforom Alexa Fluor 647. Za
svaku vremensku to¢ku stanice sam prikupljala centrifugiranjem 2 minute na 1500 g pri 4 °C,
uklonila supernatant i isprala stanice u hladnoj tekuc¢oj hranjivoj podlozi HL5 uz dodatak 0,1 %
azida kako bih sprijecila egzocitozu. Stanice sam drzala na ledu do mjerenja fluorescencije na
proto¢nom citometru (CytoFLEX S, Beckman Coulter), a rezultate sam analizirala koristec¢i
program CytExpert. Od izmjerene vrijednosti fluorescencije za svaku vremensku toc¢ku oduzela
sam vrijednost mjerenja u nultoj tocki te je normalizirala u odnosu na maksimalnu vrijednost

divljeg tipa.

3.2.6. Fiksacija stanica D. discoideum
Stanice iz kulture prebacila sam na pokrovno stakalce promjera 18 mm i pricekala 30

minuta da se stanice pric¢vrste za podlogu. Pokrovnicu sam zatim njezno isprala u fosfatnom
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puferu i stanice fiksirala naglim uranjanjem u ledeni metanol u kojem sam ih inkubirala 5
minuta pri -20 °C. Nakon ispiranja u otopini 10 mM PIPES-a, na stakalce sam dodala 500 ul
PBS-glicina koji sam potom zamijenila 70 %-tnim etanolom u kojem su stanice
permeabilizirane 1 minutu. Nakon toga sam stakalce isprala PBS-glicinom tri puta po 5 minuta
pa zatim puferom PBG tri puta po 5 minuta. Zatim sam na stakalce dodala pufer PBG koji je
sadrzavao 1 pg/ml boje DAPI i stanice inkubirala u mraku 30 minuta. Ponovila sam ispiranja
puferom PBG i ispiranja PBS-glicinom, nakon ¢ega sam stakalce sa stanicama isprala u
destiliranoj vodi te stanice uklopila na predmetno stakalce pomocu tekucine za uklapanje, Stite¢i

ih od svjetla. Tako pripremljene preparate sam ¢uvala pri 4 °C zasti¢ene od svjetla.

3.2.7. Sustav dva hibrida u kvascu

Za testiranje izravnih interakcija izmedu dva potencijalna interaktora sustavom dva
hibrida u kvascu koristila sam soj kvasca AH109 koji sam istovremeno transformirala s
vektorima pGBKT7 i pGADT7 (Tablica 3.3. i poglavlje 3.2.1.4.). Prvo sam kvasce nasadila u
tekucu kompletnu hranjivu podlogu i inkubirala preko no¢i pri 30 °C uz treSnju od 200 rpm.
Sljedec¢e jutro, kada su stanice narasle do opticke gustoce ODego=1 - 1,5, za svaku
transformaciju uzela sam 1 ml kulture, kratko centrifugirala i pazljivo dekantirala supernatant,
ostavljajuéi talog kvasaca u otprilike 100 pul tekuée hranjive podloge. Zatim sam stanicama
dodala 2 ul DNA sperme lososa i resuspendirala ih. Nakon toga sam dodala 1-2 pg plazmidne
DNA za svaki vektor, 500 ul smjese za nasadivanje i 50 ul DTT-a. Priredenu smjesu sam
inkubirala minimalno 6 sati na sobnoj temperaturi, a zatim sam ju izloZila temperaturnom Soku
pri 42 °C u trajanju od 10 minuta. Nakon toga sam s dna epurvete izvukla oko 100 pl stanica te
ih nasadila na selektivnu krutu hranjivu podlogu i inkubirala pri 30 °C dva do tri dana.
Prisutnost oba plazmida u kvascu potvrdila sam rastom transformanata na krutoj hranjivoj
podlozi bez leucina i triptofana. Interakcije izmedu testiranih proteina testirala sam rastom
transformanata na krutoj hranjivoj podlozi bez leucina, triptofana i histidina uz dodatak 0,5 mM
3-AT.

3.2.8. Proteinska biokemija
3.2.8.1. Afinitetno procisc¢avanje rekombinantnih proteina obiljeZenih nastavkom His

Za prociS¢avanje varijanti proteina Rab5SA obiljeZenih nastavkom His iz bakterija E.
coli prvo sam transformirala bakterije soja Rosetta 2 modificiranim vektorima pET28b (Tablica
3.3. 1 poglavlje 3.2.1.5.). Zatim sam pojedinacne transformante inkubirala preko noéi u tekucoj

hranjivoj podlozi LB uz dodatak kloramfenikola i kanamicina pri 37 °C uz treSnju od 220 rpm.
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Sljedece jutro sam kulturu razrijedila 1:100 u 1 | obogaéene tekuce hranjive podloge LB uz
antibiotike i Extran AP-33. Kada su bakterije narasle do opticke gustoc¢e ODs00=0,5 - 0,7, dodala
sam IPTG tako da mu kona¢na koncentracija bude 0,8 mM kako bih inducirala ekspresiju
proteina obiljeZenih nastavkom His. Bakterije sam dalje inkubirala pri 21 °C uz treSnju od 150
rpm te sam ih nakon 3 sata skupila centrifugiranjem. Bakterijske taloge sam lizirala u puferu za
lizu stanica uz dodatak 0,2 mg/ml lizozima i 1x smjese inhibitora proteaza te nakon inkubacije
10 minuta u hladnoj sobi na magnetnoj mjesalici, lizate sam sonicirala dva puta po 3 minute
hlade¢i ih cijelo vrijeme u ledenoj kupelji. Zatim sam proteine obiljezene nastavkom His iz
pripremljenih lizata procistila afinitetnom kromatografijom koriste¢i HisTrap HP kolonu (GE
Healthcare Europe GmbH) i sustav za kromatografiju Akta FPLC (GE Healthcare Europe
GmbH) pratec¢i objavljeni protokol (Smith i Rittinger, 2002). Rab5A(wt) i Rab5A(Q68L)
dodatno sam prodistila gel-filtracijom na koloni HiLoad 16/600 Superdex 200 pg (GE
Healthcare Europe GmbH) koristeéi sustav za kromatografiju Akta pure (Cytiva, Global Life
Sciences Solutions). Frakcije bogate proteinom Rab5A sam spojila, dijalizirala pomocu
glicerola i spremila pri -20 °C. Cistoéu proéi§éenih proteina provjerila sam elektroforezom u
12 %-tnom poliakrilamidnom gelu koji sam nakon elektroforeze obojala bojom Coomassie

briljant plavo.

3.2.8.2. Afinitetno procis¢avanje rekombinantnih proteina obiljezenih nastavkom GST

Za prociS¢avanje proteina obiljeZzenih nastavkom GST iz bakterija E. coli prvo sam
transformirala bakterije soja Rosetta 2 modificiranim vektorima pGEX-6P-1 (Tablica 3.3.).
Zatim sam pojedinacne transformante inkubirala preko no¢i u tekuéoj hranjivoj podlozi LB uz
dodatak kloramfenikola i ampicilina i pripremila kulture za indukciju kao Sto je opisano u
prethodnom poglavlju. Ekspresiju proteina obiljezenih nastavkom GST inducirala sam
dodatkom IPTG-a tako da mu konac¢na koncentracija bude 0,75 mM (u slu¢aju GST-
lqgC_RasGAP, GST-lggC_RGCt i GST-Rab5A) i 0,3 mM (u sluéaju GST-EEA1(:209),
Indukcija se odvijala preko noéi pri 21 °C uz treSnju pri 150 rpm. Sutradan sam bakterije skupila
centrifugiranjem te sam ih lizirala u puferu za procis¢avanje proteina obiljezenih nastavkom
GST uz dodatak 0,2 mg/ml lizozima i 1x smjese inhibitora proteaza. Lizate sam dodatno
sonicirala tri puta po 1 minutu hlade¢i ih cijelo vrijeme u ledenoj kupelji. Nakon toga sam lizate
centrifugirala 1 sat na 16 000 g pri 4 °C i supernatante prenijela na glutation-agarozu prethodno
ispranu puferom za prociS¢avanje. Smjese sam inkubirala 2 sata u hladnoj sobi na rotacijskoj
mijeSalici kako bi se proteini obiljeZzenih nastavkom GST vezali na glutation-agarozu. Za

vezivanje proteina GST-IqgC i GST koji su prethodno proc¢i$éeni u laboratoriju, proteine sam
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dodala na ispranu glutation-agarozu i takoder inkubirala 2 sata na rotacijskoj mijesalici u
hladnoj sobi. Nakon vezivanja, glutation-agarozu s vezanim proteinima sam isprala pet puta u
puferu za pro¢i§éavanje proteina obiljeZzenih nastavkom GST. Cisto¢u i prinos pro¢iséenih

proteina provjerila sam elektroforezom i bojanjem kako je opisano u prethodnom poglavlju.

3.2.8.3. Metoda pull-down

Za testiranje proteinskih interakcija koristila sam metodu pull-down. Za testiranje
izravne interakcije proteina IggC i Rab5A biokemijskom metodom, koristila sam cjeloviti GST-
IqgC ili skracene varijante te proc¢is¢ene varijante Rab5A obiljezene nastavkom His. Na 50 pl
isprane glutation-agaroze s navezanim proteinom GST-IggC dodala sam 1 ml hladnog pufera
za pull-down s procis¢enim proteinima i oko 3,5 pg proteina Rab5A. Smjesu sam inkubirala u
hladnoj sobi na rotacijskoj mijeSalici 2 sata i zatim sam zrnca agaroze isprala pet puta s hladnim
puferom. Vezane proteine sam potom denaturirala kuhanjem 5 minuta u SDS puferu za
nanosenje uzoraka na gel. Isti postupak napravila sam i s proc¢iséenim proteinom GST, kao
negativnom kontrolom. Vezanje varijanti Rab5A obiljezenih nastavkom His za GST-IqgC,
odnosno GST, analizirala sam metodom Western koriste¢i antitijelo anti-His.

Za usporedbu koli¢ine aktivne GTPaze Rab5A u stanicama s razli¢itom razinom
ekspresije proteina IqgC koristila sam metodu GST-EEA1®2%) pull-down s lizatima AX2
stanica divljeg tipa i iggC™ koje eksprimiraju YFP-Rab5A. Skupila sam po 4 x 107 stanica,
isprala ih u hladnom fosfatnom puferu Sgrensen i lizirala u 1,5 ml pufera za pull-down sa
staniénim lizatima. Nakon kratke inkubacije na ledu, lizate sam centrifugirala 15 minuta na
16 000 g pri 4 °C. Supernatante sam pazljivo prebacila u ¢iste epurvete od 2 ml i dodala im 50
ul glutation-agaroze s navezanim GST-EEA1¢-20% Nakon 2 sata inkubacije na rotacijskoj
mijeSalici u hladnoj sobi, uzorke sam pet puta isprala u hladnom puferu i vezane proteine
denaturirala kuhanjem 5 minuta u SDS puferu za nanoSenje uzoraka u gel. Rezultate sam
analizirala metodom Western koriste¢i antitijelo anti-GFP. Na isti nac¢in sam napravila i GST-
1qgC pull-down za testiranje afiniteta vezanja razli¢itih mutanata Rab5A. Pull-down je raden s
lizatima stanica AX2 koje su eksprimirale mutirane varijante Rab5A obiljezene proteinom

YFP, a vezanje je analizirano pomocu antitijela anti-GFP.

3.2.8.4. Metoda koimunoprecipitacije
Kako bih testirala nalaze li se proteini Rab5A, Rab21, VatC i VatE u stanici u
kompleksu s 1qgC, koristila sam metodu koimunoprecipitacije pomocu antitijela anti-lqgC s

lizatima stanica AX2 koje eksprimiraju Rab5A, Rab21, VatC i VatE obiljeZene proteinom YFP,
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Za svaki uzorak koristila sam 50 pul sefaroze s proteinom A koju sam prethodno isprala puferom
za lizu. Za pripremu lizata uzela sam 1,2 x 108 stanica po uzorku, isprala ih hladnim fosfatnim
puferom Sgrensen i taloge stanica lizirala u hladnom puferu za lizu. Nakon 10 minuta
inkubacije na ledu, lizate sam centrifugirala 10 minuta na 7179 g pri 4 °C i pazljivo odvojila
supernatant. Na pripremljenu sefarozu sam zatim dodala antitijelo anti-1ggC i stani¢ne lizate te
sam ih inkubirala dva sata na rotacijskoj mijeSalici pri 8 °C u hladnoj sobi, nakon ¢ega sam ih
isprala pet puta puferom za lizu. Proteine vezane na antitijelo i sefarozu denaturirala sam
kuhanjem 5 minuta u SDS puferu za nanoSenje uzoraka u gel. Uzorke sam analizirala metodom
Western koriste¢i antitijelo anti-GFP. Kao negativnu kontrolu napravila sam eksperiment bez
antitijela.

3.2.8.5. Tockasto bugacenje lipida

Za testiranje interakcija proteina IqgC s lipidima zastupljenima u stani¢nim
membranama, koristila sam PIP Strip i PIP Array membrane s prethodno naneSenim lipidima
na kruzne povrsine ili ,,to¢ke na membrani. Membrana PIP Strip sadrzi fosfatidilinozitol, svih
sedam fosfoinozitida i jo§ sedam bioloski vaznih lipida, dok membrana PIP Array sadrZi
padajuce koncentracije fosfatidilinozitola i fosfoinozitida (vidi poglavlje 3.1.6.4.). Za pozitivhu
kontrolu imunodetekcije, na dno suhe membrane prvo sam dodala kapljicu procis¢enog
proteina IqgC i pricekala da se osusi. Membranu sam potom inkubirala sat vremena u otopini
za blokiranje membrane uz lagano potresanje. Zatim sam na membranu dodala stani¢ni lizat
kojeg sam pripremila od 1 x 107 stanica za svaki soj, ispranjem stanica u hladnom fosfatnom
puferu Sgrensen i nakon centrifugiranja 3 minute na 700 g pri 4 °C, liziranjem taloga u 600 pl
pufera RIPA uz dodatak inhibitora proteaza. Nakon inkubacije lizata 45 minuta na ledu i
centrifugiranja 20 minuta na 15 900 g pri 4 °C, supernatant sam prebacila u ¢istu epurvetu od
1,5 ml i dodala malo otopine za blokiranje prije prebacivanja uzorka na membranu. Nakon
inkubiranja membrane 1 sat sa stani¢nim lizatom, membranu sam isprala pet puta po 5 minuta
s puferom za ispiranje. Zatim sam membranu inkubirala sat vremena u otopini za blokiranje s
primarnim antitijelom anti-lqgC i nakon ponovnog ispiranja pet puta, membranu sam inkubirala
40 minuta sa sekundarnim antitijelom u otopini za blokiranje. Nakon ispiranja Sest puta s
puferom za ispiranje, na membranu sam nanijela smjesu supstrata Clarity Western ECL
zaSti¢enu od svjetla prema uputama proizvodaca i rezultate dokumentirala pomocu sustava za
detekciju kemiluminiscentnih i fluorescentnih signala (Alliance Q9 mini, Uvitec Cambridge).

U slucaju kada sam koristila proc¢is¢eni protein IqgC za tockasto bugacenje lipida, nakon

blokiranja, na membranu sam dodala 1-2 g proteina u otopini za blokiranje i inkubirala 1 sat.
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Nakon inkubacije s proteinom, membranu sam isprala par puta i daljnji postupak inkubacije s
primarnim i sekundarnim antitijelima razrijedenima u otopini za blokiranje i detekcija signala
bili su isti kao u metodi Western s protokolom za kolorimetrijsku detekciju (vidi poglavlje
3.2.8.6.).

3.2.8.6. Metoda Western

Rezultate koimunoprecipitacije i metode pull-down analizirala sam metodom Western.
Nakon vertikalne elektroforeze u denaturiraju¢em gelu, koristila sam sustav za polumokri
elektroprijenos kako bih proteine s gela prenijela na membranu PVDF. Membranu sam
aktivirala uranjanjem u metanol i zatim sam na donjoj plo¢i sustava za polumokri prijenos
slozila stog od filter-papira, membrane, gela te joS jednog filter-papira, a sve sam prethodno
dobro natopila puferom za prijenos. Nakon 1 sata i 15 minuta elektroprijenosa pod naponom
od 12 V, membranu sam kratko ekvilibrirala u puferu za ispiranje i sat vremena inkubirala u
otopini za blokiranje uz lagano potresanje. Nakon toga inkubirala sam membranu s primarnim
antitijelom, razrijedenim u otopini za blokiranje, jedan sat uz lagano potresanje. Membranu sam
zatim pet puta isprala puferom za ispiranje i inkubirala sa sekundarnim antitijelom, razrijedenim
u puferu za ispiranje, jedan sat uz lagano potresanje. Zatim sam ponovno isprala membranu pet
puta puferom za ispiranje i proteinske vrpce s vezanim antitijelom vizualizirala metodom
kemiluminiscencije. Na membranu sam nanijela smjesu supstrata Clarity Western ECL
zasStienu od svjetla prema uputama proizvodaca i rezultate dokumentirala pomocu sustava za
detekciju kemiluminiscentnih i fluorescentnih signala (Alliance Q9 mini, Uvitec Cambridge).

U nekim slu¢ajevima za imunodetekciju proteina koristila sam kolorimetrijsku metodu.
Nakon elektroforeze u denaturiraju¢em gelu i polumokrog elektroprijenosa proteina pod istim
uvjetima na nitroceluloznu membranu, blokirala sam membranu 2 sata i zatim je inkubirala s
primarnim antitijelom razrijedenom u 1x puferu NCP preko noc¢i uz lagano potresanje. Nakon
ispiranja, membranu sam inkubirala sa sekundarnim antitijelom konjugiranim s alkalnom
fosfatazom razrijedenom u 1x puferu NCP dva sata uz lagano potresanje. Nakon ponovnog
ispiranja membrane, signale sam detektirala dodaju¢i na membranu supstrate za alkalnu
fosfatazu BCIP 1 NBT u puferu za razvijanje prema uputama proizvodaca. Prateci razvijanje

proteinskih vrpci, reakciju sam zaustavila ispiranjem membrane u destiliranoj vodi.

3.2.8.7. Testiranje aktivnosti GAP
Kako bih testirala aktivnost GAP proteina IqggC prema GTPazi Rab5A koristila sam
komplet GTPase-Glo™ Assay kit prema uputama proizvodada. Testiranje aktivnosti GAP se

temelji na prevodenju GTP-a preostalog u GTPaznoj reakciji u ATP pomoc¢u enzima nukleozid-
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difosfatske kinaze uz dodatak ADP-a. Stvoreni ATP, uz dodatak luciferaze i njezinog substrata
luciferina u reagensu za detekciju, pomaze oksidaciju luciferina i pojavu svjetla (Mondal i sur.,
2015.). Sto je GTPazna aktivnost u uzorku veca, ostat ée manje nehidroliziranog GTP-a koji se
moze prevesti u ATP i luminiscencija ¢e biti niza. Drugim rije¢ima, oc¢itana luminiscencija
uzorka je obrnuto proporcionalna hidrolizi GTP-a u uzorku. Potencijalni protein od interesa, u
ovom slucaju IqgC, inkubirala sam s ciljanom GTPazom, konkretno Rab5SA(wt). Prvo sam u
bijele mikrotitarske plo¢ice s 384 bunarica u triplikatu dodala 5 pl reakcijske smjese s 10 uM
GTP-om i proteinom IqgC u padaju¢im koncentracijama (4,3 uM; 2,2 uM; 1,1 uM; 0,54 uM i
0,27 puM) u puferu GTPase/GAP. Zatim sam inicirala GTPaznu reakciju dodavanjem 5 pl
reakcijske smjeses1 mM DTT i 1 uM GTPazom Rab5A(wt) u puferu GTPase/GAP i inkubirala
plocice 2 sata pri 22 °C. Zatim sam svakoj smjesi dodala 10 pl GTP-Glo reagensa s 10 mM
ADP-om i inkubirala 30 minuta na sobnoj temperaturi uz treSnju. Smjesama sam potom dodala
po 20 ul detekcijskog reagensa i nakon 5-10 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi izmjerila
luminiscenciju pomocu ¢itaca mikrotitarskih plocica (Infinite 200, Tecan).

Zatim sam testirala utjecaj Rab5A na aktivnost GAP proteina 1ggC prema GTPazama
Ras, humanoj GTPazi H-Ras i D. discoideum GTPazi RasG. Za testiranje utjecaja Rab5A na
aktivnost GAP proteina 1ggC prema humanoj GTPazi H-Ras koristila sam 1 uM H-Ras i 2,2
uM IqgC kako je opisano ranije (Marinovic¢ i sur., 2019.), sa i u odsutnosti 1 uM procis¢enog
proteina Rab5A(Q68L). Za testiranje utjecaja Rab5A na aktivnost GAP proteina 1ggC prema
D. discoideum GTPazi RasG, afinititetno sam procistila i imobilizirala GST-RasG(Q61L) na
glutation-agarozi i tako pripremljen protein koristila u eksperimentu. U epurvetu od 0,5 ml
dodala sam 50 pl GTPase/GAP puferas 10 uM GTP-om, 0,14 uM IqgC i RabSA(Q68L) (1 uM
ili 2 uM). Zatim sam u smjese dodala 15 pl glutation-agaroze s vezanim RasG(QG61L).
Reakcijske smjese inkubirala sam 2 sata na rotacijskoj mijeSalici pri sobnoj temperaturi i nakon
kratkog centrifugiranja, raspodijelila reakcijske smjese u triplikatu u bijele plocice s 96
bunari¢a. Zatim sam dodala jednaki volumen reagensa GTPase Glo uz dodatak 10 mM ADP-a
I inkubirala reakcijske smjese 30 minuta pri sobnoj temperaturi uz potresanje. Po zavrSetku
inkubacije dodala sam dva volumena detekcijskog reagensa i nakon 5-10 minuta inkubacije

izmjerila luminiscenciju pomocu cCitac¢a mikrotitarskih ploc¢ica (Infinite 200, Tecan).

3.2.9. Konfokalna mikroskopija
Za pracenje prostorno-vremenske raspodjele fluorescentnih proteina u zivim i
fiksiranim stanicama D. discoideum Koristila sam fluorescencijski pretrazni konfokalni

mikroskop Leica TCS SP8 X (Leica Microsystems). Kako bih pripremila stanice za
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mikroskopiranje, u posudicu za stani¢ne kulture promjera 35 mm sa staklenim dnom (MatTek)
dodala sam 2 ml stani¢ne kulture u tekucoj hranjivoj podlozi HL5 i ostavila ih 30 minuta pri
22 °C kako bi stanice adherirale za podlogu. Za vrijeme prac¢enja formiranja makropinosoma,
stanice su se nalazile u teku¢oj hranjivoj podlozi HL5, s ili bez dodanog 2 mg/ml dekstrana
obiljezenog fluorescentnom bojom TRITC (Mr 70 kDa, TdB Labs) koji je sluzio kao
fluorescentni biljeg tekuce faze, dok sam za pracenje fagocitoze u tekucu hranjivu podlogu HL5
dodala kvasce obiljeZzene fluorescentnom bojom TRITC koji su prethodno sonicirani.
Ekscitacijske valne duljine i rasponi detekcija koje sam koristila tijekom mikroskopiranja bili
su: 405 nm i 430-475 nm za DAPI, 488 nm i 498-550 nm za GFP, 511 nm i 520-565 nm za
YFP, 565 nm i 575-650 nm za TRITC, 585 nm i 592-650 nm za mRFP. Za pracenje
kolokalizacije Rab5A s IqgC ili probom za aktivni Ras (mRafl_RBD) na makropinosomima
snimala sam jednu te istu fokalnu ravninu uz brzinu snimanja od 1,72 s po slici. Na svakoj
snimljenoj slici izmjeren je intenzitet signala na nekoliko lokacija duz membrane
makropinosoma koristec¢i program ImageJ (Schindelin i sur., 2012.). Rezultat za svaku sliku
odnosno vremensku toc¢ku, dobila sam iz srednje vrijednosti intenziteta izmjerenih na svim
lokacijama. Vrijeme t0 oznaCava trenutak zatvaranja makropinosoma. Sve dobivene vrijednosti
normalizirane su dijeljenjem s kona¢nim dobivenim intenzitetom u t0 radi usporedbe intenziteta
kroz vremensku seriju.

Za mjerenje veli¢ine makropinosoma u stanicama geneticke pozadine DdB i pracenje
vremena zadrzavanja proteina IqgC i probe za aktivni Ras na zatvorenim makropinosomima u
stanicama AX2 koristila sam fluorescencijski konfokalni mikroskop s rotiraju¢im diskom
Dragonfly (Andor, Oxford Instruments). Ekscitacijske valne duljine i rasponi detekcija koje
sam koristila tijekom mikroskopiranja bili su: 488 nm i 502-540 nm za GFP, 514 nm i 523-590
nm za YFP. Za mjerenje veli¢ine makropinosoma, Stanice uzgajane u puferu SorMC s
bakterijama sam dan ranije isprala i nasadila u posudicu sa staklenim dnom (MatTek) u tekucoj
hranjivoj podlozi HL5 uz dodatak 10 % FBS-a kako bi se stanice naviknule na tekuc¢u podlogu
kao izvor hrane. Stanice koje eksprimiraju GFP-mRafl_RBD snimala sam tijekom tri dana u
nacinu rada Xyzt s prosje¢nom brzinom od 1,8 s po nizu opti¢kih sekcija (z-stack) s razmakom
od otprilike 0,5 um, dajuc¢i u prosjeku 8 z-sekcija po jednom nizu. Za odredivanje vremena
zadrzavanja 1qgC i probe za aktivni Ras na zatvorenom makropinosomu, stanice koje
eksprimiraju YFP-IqgC ili GFP-mRafl_RBD snimala sam u nacinu rada xyzt pod istim
uvjetima, takoder tijekom tri dana. VeliCinu makropinosoma odredila sam mjere¢i duljinu
najduze osi makropinosoma nakon zatvaranja pomocu programa Imagel (Schindelin i sur.,

2012.). Vrijeme zadrzavanja proteina IqgC i probe za aktivni Ras na makropinosomu definirano
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je od trenutka zatvaranja makropinosoma (t0) do trenutka kada proba viSe nije bila vidljiva na
makropinosomu.

3.2.10. Statisticka obrada rezultata

Za statisticku usporedbu podataka za rast stanica u tekucoj hranjivoj podlozi i
makropinocitozu izmedu stanica divljeg tipa i iqggC™ koristila sam Welchov t-test. Kako bih
usporedila veli¢ine makropinosoma i vremena zadrzavanja IqgC i probe za aktivni Ras koristila
sam Kruskal-Wallisov test. Za statisticku analizu rezultata analize aktivnosti GAP Koristila sam
jednosmjerni test ANOVA uz post-hoc Tukey-Kramerovu analizu. Statisticka znacajnost

definirana je na razini p < 0,05 za sve analize.
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4. Rezultati

4.1. Strategija i konstruiranje stanica deficijentnih za gen iqgC u genetickoj
pozadini soja DdB

IqgC je prisutan na membrani nastaju¢ih makropinosoma te, djeluju¢i kao RasGAP za
malu GTPazu RasG, negativno regulira proces makropinocitoze. Medutim, isklju¢ivanje gena
iggC u aksenitnom soju AX2 rezultiralo je vrlo malim povecanjem efikasnosti
makropinocitoze, bez poboljSanja rasta stanica u tekucoj hranjivoj podlozi (Marinovié i sur.,
2019.). Aksenicni sojevi amebe D. discoideum su bili selektirani prema njihovoj sposobnosti
rasta u tekucoj hranjivoj podlozi bez bakterija Sto ih razlikuje od divljih sojeva koji se u prirodi
primarno hrane bakterijama, tj. procesom fagocitoze, dok im je makropinocitoza u velikoj mjeri
suprimirana i nedostatna za prezivljavanje u tekucoj hranjivoj podlozi (Williams i Kay, 2018.).
Razlog tome je ekspresija proteina NF1 koji snazno inhibira aktivnost GTPaza iz obitelji Ras i
time ograniCava veli¢inu makropinosoma u divljim amebama. U akseni¢nim sojevima je doslo
do delecije ovog gena Sto je uzrok konstitutivno pojacane makropinocitoze (Bloomfield i sur.,
2015.). Zbog toga smo pretpostavili da bi delecija gena iqgC, iako ima minimalne efekte na
unos tekucine u akseni¢nom soju, mogla imati znacajnije posljedice na makropinocitozu u
divljem soju D. discoideum, u kojem makropinocitoza nije ve¢ pojacana zbog delecije gena
NF1. Kako bih testirala ovu hipotezu, iskljuc¢ila sam gen iqgC u geneti¢koj pozadini divljeg
soja DdB. U tu svrhu konstruirala sam vektor za iskljucivanje gena iggC homolognom
rekombinacijom (Slika 3.1.), razgradila ga restrikcijskim enzimima NgoMIV i Spel te
defosforilirala. S tako pripremljenim vektorom transfecirala sam stanice D. discoideum soja
DdB. Strategija isklju¢ivanja gena iqgC prikazana je na Slici 4.1.A. Preliminarni probir klonova
s delecijom gena iqgC (stanice iqgC"), koji su selektirani prema rastu u teku¢oj hranjivoj podlozi
uz dodatak higromicina, provela sam metodom PCR koriste¢i pocetnice komplementarne
higromicinskoj kazeti i fragmentu gena iqgC nizvodno od 3'-regije homologije (Slika 4.1.B).
Klonove s kojih sam uspjeSno umnozila PCR-produkt, dalje sam testirala analizom Southern.
Koristila sam probu koja hibridizira s higromicinskom kazetom (proba Hyg) kako bih provjerila
je li kod tih klonova do$lo do jedinstvenog rekombinacijskog dogadaja (Slika 4.1.C). Potom
sam membranu isprala i rehibridizirala s probom koja hibridizira s odsjeckom gena iqgC
nizvodno od mjesta homologne rekombinacije (proba R) kako bih dodatno potvrdila je li doslo

do rekombinacije na ciljanom mjestu u genomu. Deleciju gena iqgC potvrdila sam i metodom
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Western koristec¢i antitijelo anti-lqgC ¢ime sam pokazala da u stanicama iqggC™ nema ekspresije
proteina IqgC (Slika 4.1.D).

A Hyg NgoMIV-Spel
| I ————————— | fragment vektora
5 RH STOP 3 RH pDM1081_iggC_KO
Pacl ATG Pacl iqgC TAA Pacl
Y gDNA prije
" ¥ rekombinacije
5 RH 3 RH
.PacJ
Pacl Pacl Hya iaaC Pacl
_\_l | S 2 i gDNA nakon
1 i v = rekombinacije
STOP 3 RH TAA
B wi k1 k2 k3 k4
— — —
C D
wt ki k2 k3 k4 wt ki k2 k3 k4
i AR I | S
23— == wt ko rsc wt k1 k2 k3 k4 wDa
1860
9.4 130
5,5~ w— YFP.IqgC3»
nespacilitan bend a5
i lagt=
4338 S e b e 4058 pb (S s
a-lggC
2647 pb - 55
2,3 = 43
- a-aklin
Hyg proba R proba

Slika 4.1. Uspjesno iskljucivanje gena iqgC u soju DdB potvrdeno je metodama PCR, Southern i Western.
A) Strategija iskljucivanja gena iqgC prikazana je shemom homologne rekombinacije na ciljanom mjestu u
genomu. Kazeta koja nosi rezistenciju na higromicin (Hyg) omedena je 5'- (5' RH) i 3- (3' RH) regijama
homologije gena iqgC, a nakon 5'-regije homologije nalaze se STOP-kodoni u sva tri okvira ¢itanja. Homolognom
rekombinacijom dolazi do zamjene dijela gena iqgC izmedu regija homologije s higromicinskom kazetom te
ugradnje STOP-kodona unutar kodiraju¢eg slijeda gena. Klonovi su selektirani uzgojem u tekucéoj hranjivoj
podlozi koja sadrZi higromicin. B) Preliminarni probir stanica napravljen je metodom PCR koriste¢i poCetnice
koje daju PCR-produkt veli¢ine 1071 pb samo s gDNA klonova iqgC™ (k1-k4). C) Pozitivni klonovi dalje su
provjeravani metodom Southern koriste¢i genomsku DNA porezanu restrikcijskim enzimom Pacl. Jedinstveni
rekombinacijski dogadaj u klonovima iqgC potvrden je upotrebom probe koja hibridizira s higromicinskom
kazetom (proba Hyg) te daje 1 vrpcu veli¢ine 4058 pb samo u klonovima u kojima je deletiran gen iqgC (k1-k4).
Homologna rekombinacija na ciljanom mjestu u genomu dodatno je potvrdena probom koja hibridizira s
odsjec¢kom gena iqgC nizvodno od mjesta homologne rekombinacije (proba R) i daje vrpcu veli¢ine 2647 pb s
gDNA stanica divljeg tipa (wt) i vrpcu veli¢ine 4058 pb s gDNA iqgC klonova (k1-k4). D) Metodom Western
koriste¢i antitijelo anti-IqgC potvrden je izostanak ekspresije proteina IqgC u klonovima iqgC. Kao kontrola su
koristene stanice divljeg tipa (wt) sojeva AX2 i DdB te stanice iqgC- (ko) i iqgC™ kojima je ekspresija proteina
IqgC obnovljena s ekstrakromosomalnog vektora u AX2 geneti¢koj pozadini (rsc).
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4.2. Stanice i9ggC u genetickoj pozadini DdB imaju efikasniju

makropinocitozu u odnosu na stanice divljeg tipa

Kako bih pokazala konzistentnost fenotipa izmedu klonova iqgC-, usporedila sam rast
dva neovisna klona u razli¢itim uvjetima. Prvo sam usporedila rast klonova iqgC™ u tekucoj
hranjivoj podlozi tijekom sedam dana pri ¢emu Su stanice oba testirana klona pokazale znacajno
bolji rast u usporedbi sa stanicama divljeg tipa (Slika 4.2.A). Zatim sam usporedila rast klonova
i1ggC™ na krutoj podlozi s bakterijama i opet su oba klona pokazala usporedive brzine rasta, koje
se, medutim pod ovim uvjetima, nisu razlikovale od brzine rasta stanica divljeg tipa (Slika
4.2.B). Stoga sam daljnje analize provodila s jednim klonom koji sam nazvala iqgC-.

S obzirom na hipotezu da IqgC ima znacajan utjecaj na makropinocitozu u DdB
genetickoj pozadini te ¢injenicu da je brzina rasta stanica u tekucoj hranjivoj podlozi odraz
efikasnosti unosa tekucine u stanicu, testirala sam unose li stanice iqgC" vise tekucine u jedinici
vremena, odnosno izvode li makropinocitozu efikasnije. Pracenjem kinetike unosa tekucine
kojoj je bio dodan fluorescentno obiljezeni dekstran potvrdila sam da stanice iqgC" znacajno
bolje makropinocitiraju u odnosu na stanice divljeg tipa (Slika 4.2.C). Kako bih potvrdila da je
ovaj fenotip posljedica nedostatka proteina 1ggC, u stanicama iqgC™ sam eksprimirala
fluorescentno obiljezeni protein 1ggC s ekstrakromosomalnog vektora (Prilog 1.). Egzogena
ekspresija proteina IqgC uspjesno je revertirala fenotip stanica iqgC- na fenotip stanica divljeg
tipa (Slika 4.2.C). Ranije je pokazano da protein IqgC regulira veli¢inu makropinosoma u
akseni¢nom soju AX2 (Marinovi¢ i sur., 2019.). Kako bih provjerila utjece li IqgC na veli¢inu
makropinosoma i u soju DdB, usporedila sam velicine makropinosoma u divljem tipu,
stanicama iqgC i1 iqgC" s eksprimiranim mCherry-1qgC, koriste¢i probu za aktivni Ras koja je
lokalizirana na nascentnom makropinosomu. Zaista, stanice deficijentne za IqgC imale su
znacajno vece makropinosome u odnosu na stanice divljeg tipa, dok je ekstrakromosomalna
ekspresija IqgC uzrokovala smanjenje makropinosoma na veli¢ine statisticki znacajno manje
¢ak i od onih u stanicama divljeg tipa (Slika 4.2.D). 1z ovih rezultata zaklju¢ujemo da protein
IqgC ima znacajnu negativnu ulogu u regulaciji makropinocitoze u stanicama soja DdB jer
ograniCava veli¢inu makropinosoma inhibirajuci aktivnost proteina RasG. U skladu s time, na
membrani stanica iqgC s ekstrakromosomalnom ekspresijom proteina 1qgC primje¢ujemo

brojne male makropinocitotske ¢asice obiljezene probom za aktivni Ras (Slika 4.2.E).
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Slika 4.2. Protein IqgC ima znacajnu ulogu u regulaciji makropinocitoze u DdB geneti¢koj pozadini. A)
iqgC- (iggC ko) klonovi (k2 i k3) bolje rastu u teku¢oj hranjivoj podlozi s dodatkom 10% FBS-a u usporedbi sa
stanicama divljeg tipa (wt). B) iqgC- klonovi ne pokazuju razlike u brzini rasta na krutoj podlozi s bakterijama u
odnosu na stanice divljeg tipa. C) iqgC" stanice uspjesnije makropinocitiraju u usporedbi sa stanicama divljeg tipa
i stanicama iqgC" koje eksprimiraju fluorescentno obiljeZeni protein 1ggC (iqgC rsc). D) Mjerenje najduZe osi
makropinosoma (a) pokazuje da stanice iqgC" stvaraju znacajno ve¢e makropinosome u usporedbi sa stanicama
divljeg tipa i stanicama s ekstrakromosomalnom ekspresijom proteina lggC: a(wt)=1,3 (1,2-1,6) um, n=80; a(iqgC
ko)=1,6 (1,4-1,9) um, n=77; a(iqgC rsc)=1,1 (1,0-1,3) pm, n=81 (medijan, interkvartilni raspon). E)
Reprezentativne slike stanica divljeg tipa, iqgC™ bez i s ekstrakromosomalnom ekspresijom proteina IqgC koje
eksprimiraju probu za aktivni Ras. Razina znacajnosti u A, C i D prikazana je kako slijedi: * p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p < 0,001; **** p < 0,0001. Rezultati su dobiveni iz minimalno tri eksperimenta i prikazani kao srednja
vrijednost £ SD u A i B, ili kao srednja vrijednost £ SEM u C. Veli¢ina mjerila u E iznosi 5 pum.

4.3. Regrutacija 1ggC na makropinocitotske ¢asice je ovisna o RasG

Ranije istrazivanje je pokazalo da, iako su IqgC i proba za aktivni Ras kolokalizirani na
makropinosomu, IggC ostaje na internaliziranoj vezikuli neko vrijeme nakon §to je proba za
aktivni Ras disocirala, odnosno, nakon $to je doSlo do deaktivacije GTPaza Ras (Marinovi¢ i
sur., 2019.). S obzirom na takvu dinamiku pretpostavili smo da je 1ggC ukljucen u funkcije
tijekom ranog sazrijevanja makropinosoma koje su neovisne o RasG. Medutim, do sada nije
istrazeno je li RasG potreban za regrutaciju IqgC na makropinocitotske Casice tijekom stvaranja
makropinosoma. Kako bih to istrazila, u stanicama deficijentnima za RasG eksprimirala sam

fluorescentno obiljezeni 1ggC. Unos fluorescentno obiljezene tekuce hranjive podloge pratila
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sam konfokalnom mikroskopijom i opazila da 1ggC nije lokaliziran na makropinosomima u
odsutnosti proteina RasG (Slika 4.3.A). Zatim sam, sravnivanjem sljedova aminokiselina
domena RasGAP proteina lggC i humanog proteina p120CAP/RASAL, identificirala
amiokiseline u proteinu IggC koje su odgovorne za interakciju s GTPazama iz obitelji Ras
(Prilog 2.) (Scheffzek i sur., 1997.). Mutirala sam triplete baza za spomenute aminokiselinske
ostatke te sam, koriste¢i sustav dva hibrida u kvascu, pokazala da tako mutirane varijante
proteina 1qgC zaista ne stupaju u interakciju s proteinom RasG (Slika 4.2.B). Potom sam
fluorescentno obiljezene mutirane varijante proteina IqgC eksprimirala u stanicama iqgC- te
pratila unos tekucine kako je ranije opisano. Analiza je pokazala da mutirani proteini 1ggC nisu
lokalizirani na nastaju¢im makropinosomima (Slika 4.3.C). Ovi rezultati su pokazali da je RasG
neophodan za regrutaciju proteina IqggC na makropinocitotske ¢asice.

Kako bih razjasnila koje su regije proteina IqgC potrebne za njegovu regrutaciju na
makropinocitotske cCaSice, konstruirala sam fluorescentno obiljezene skra¢ene varijante
proteina IqgC (Slika 4.3.D) i eksprimirala ih u stanicama iqgC". Analiza lokalizacije skra¢enih
varijanti proteina 1ggC (Slika 4.3.E) pokazala je da samo varijanta kojoj nedostaje regija izmedu
domena RasGAP i RGCt (IqgC Acentr) ima istu lokalizaciju kao i protein IqgC pune duzine
(IggC_FL). Zanimljivo je da je varijanta proteina IqgC bez domene RasGAP (IqgC_AGRD)
lokalizirana duz cijele stani¢ne membrane osim na nastaju¢im makropinosomima (Slika 4.3.E
i Prilog 3.). Domena RasGAP odgovorna je za interakciju s RasG Sto sam takoder pokazala
sustavom dva hibrida u kvascu (Slika 4.3.F). Ovi rezultati sugeriraju da su motivi odgovorni za
vezanje IqgC na stani¢nu membranu rasporedeni duz cijelog polipeptidnog lanca 1qgC, pri
¢emu je domena RasGAP klju¢na za usmjeravanje 1ggC na membranu makropinosoma.

S obzirom na to da je poznato da je IqgC lokaliziran i na fagosomima (Marinovic i sur.,
2019.), ispitala sam je li interakcija s RasG nuZna i za regrutaciju IggC na membranu fagosoma.
Prvo sam analizirala lokalizaciju RasG tijekom fagocitoze. Pokazalo se da je fluorescentno
obiljezeni RasG lokaliziran na membrani nastaju¢eg fagosoma i nestaje ubrzo nakon njegova
zatvaranja, ali i da je jednoliko rasporeden duz cijele stanicne membrane (Prilog 4.A). Zatim
sam istrazila lokalizaciju fluorescentno obiljezenog proteina IggC u stanicama deficijentnima
za RasG tijekom fagocitoze fluorescentno obiljeZenih kvasaca. Analiza je pokazala da, sli¢no
kao i s makropinosomima, IqgC nije lokaliziran na fagosomima u odsutnosti RasG, odnosno,

da je RasG neophodan za lokalizaciju IqgC i na fagocitotske casice (Prilog 4.B).
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Slika 4.3. RasG je neophodan za lokalizaciju 1qgC na makropinosome. A) Usporedba lokalizacije proteina
YFP-1qgC u stanicama divljeg tipa (wt, gornji panel) i stanicama deficijentnim za RasG (rasG-, donji panel)
pokazuje da IqgC nije lokaliziran na membrani makropinosoma u odsutnosti RasG. U slu¢aju stanica rasG- pratila
sam unos tekuce hranjive podloge s dodanim dekstranom obiljeZzenim fluorescentnom bojom TRITC. B) Mutirane
varijante proteina IqggC (R205A, L352G-R353A, N392A) ne vezu RasG u sustavu dva hibrida u kvascu. Sekvence
IggC mutanata fuzionirane su s Gal4 aktivacijskom domenom (AD), dok je konstitutivno aktivni mutant
RasG(Q61L) fuzioniran s Gal4 domenom koja veZze DNA (BD). Uspjedna transfekcija stanica kvasca s oba vektora
potvrdena je rastom na selektivnoj podlozi bez leucina i triptofana (-LW). Interakcije su analizirane na podlozi bez
leucina, triptofana i histidina u prisutnosti 0,5 mM 3-amino-1,2,4-triazola (-LWH + 3-AT). IqgC divljeg tipa
koristila sam kao pozitivnu kontrolu za interakciju s RasG, a ,,BD (prazan)“ predstavlja test interakcije s praznim
vektorom pGBKT7 kao negativna kontrola. C) Mutanti cjelovitog proteina IqgC (R205A, L352G-R353A, N392A)
obiljezeni fluorescentnim proteinom YFP nisu lokalizirani na membrani makropinosoma u stanicama iqgC-. D)
Shema cjelovitog proteina IqgC (IqggC_FL) i njegovih skracenih varijanti obiljezenih proteinom YFP: N-
terminalna regija s domenom RasGAP/GRD (lggC_N-GRD), domena RasGAP proteina 1qgC (IggC_GRD),
domena RGCt (RasGAP_C-terminus) s C-terminalnom regijom (IggC_RGCt-C), domena RGCt proteina 1qgC
(IqggC_RGCt), protein IqgC bez regije izmedu domena RasGAP i RGCt (1ggC_Acentr), protein 1qgC bez domene
RasGAP (lggC_AGRD), protein 1ggC bez domene RGCt (IqgC_ARGCt). Brojevi oznacavaju pozicije
aminokiselina u proteinu. E) Lokalizacije skracenih varijanti proteina IqgC obiljezenih proteinom YFP tijekom
makropinocitoze fluorescentno obiljezene tekuce hranjive podloge. F) 1ggC veze RasG preko domene RasGAP
(1ggC_GRD) u sustavu dva hibrida u kvascu. Cjeloviti protein 1ggC (IggC_FL) sluZi kao pozitivha kontrola za
interakciju s RasG. Interkacije su testirane kako je navedeno u B. Veli¢ina mjerilau A, C i E iznosi 5 um, a vrijeme
je dano u sekundama.
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4.4. Vezanje IqgC na fosfoinozitide stanicne membrane je ovisno 0 RasG

Kao §to je ve¢ opisano, usporedba prostorno-vremenske raspodjele proteina IqgC i
probe za aktivne GTPaze Ras navela nas je da pretpostavimo da je za zadrzavanje proteina 1ggC
na internaliziranom makropinosomu odgovoran neki drugi interaktor koji ga veze na vezikuli
nakon disocijacije probe za aktivni Ras, odnosno, nakon deaktivacije GTPaze RasG. Osim
proteina, moguéi interaktori proteina 1qgC su i fosfoinozitidi u membrani makropinosoma za
koje se zna da sudjeluju u fuzijama i fisijama internalizirane vezikule s komponentama
endocitotskog puta (Levin i sur., 2015.). Tockastim bugacenjem lipida testirala sam interakcije
membranskih fosfolipida s proteinom IqgC iz stani¢nog lizata. Fluorescentno obiljezeni protein
IqgC pune duZine iz lizata stanica iqgC™ vezao je sve fosfoinozitide s najveé¢im afinitetom za
P1(4,5)P2 (Slika 4.4.A). Pokazalo se da se cjeloviti protein IggC prociscen iz bakterija veze
malo drugalije tj. da pokazuje najveci afinitet prema Pl-bisfosfatima (PI(3,4)P2, P1(3,5)P2,
P1(4,5)P2)) i prema PI(3)P (Prilog 5.A i B).

Kako bih odredila domene proteina IqgC vazne za vezanje fosfoinozitida, toc¢kastim
bugacenjem lipida sam testirala skracene varijante proteina IqgC eksprimirane u stanicama
iqgC". Pokazalo se da samo domena RasGAP uz prisutnost N-terminalne regije 1ggC (IggC_N-
GRD) veze sve fosfoinozitide sli¢nim afinitetima kao i cjeloviti 1ggC (Slika 4.4.B). Konacno,
zanimalo nas je i je li prisutnost RasG u stanicama vazna za interakciju IqgC s fosfoinozitidima.
Prvo sam testirala mutirane varijante proteina IqgC koje ne veZzu RasG (R205A, L352G-
R353A, N392A) i pokazala da ni jedna od njih ne veze fosfoinozitide (Slika 4.4.C). Potom sam
testirala i cjeloviti protein divljeg tipa 1qgC ekspirmiran u stanicama deficijentnima za RasG.
Ni u ovom slucaju nije doslo do vezanja IggC na fosfoinozitide (Slika 4.4.D). Ovi rezultati
pokazuju da je oc¢uvana interakcija IqgC s RasG potrebna za vezanje 1ggC na fosfoinozitide,

pri ¢emu je, uz domenu RasGAP nuzna i N-terminalna regija proteina lqgC.
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Slika 4.4. RasG je potreban za interakciju 1qgC s fosfoinozitidima membrane. A) Cjeloviti YFP-IqgC
eksprimiran u stanicama iqgC- veze sve fosfoinozitide s najve¢im afinitetom prema PI(4,5)P.. B) Od skraéenih
varijantni proteina IqgC eksprimiranih u stanicama iqgC-, samo konstrukt koji obuhvaé¢a domenu RasGAP i 129
N-terminalnih aminokiselina (IggC_N-GRD) pokazuje isti uzorak vezanja fosfoinozitida kao i cjeloviti protein.
C) Od mutiranih varijanti cjelovitog proteina IqgC koji ne vezu RasG, eksprimiranih u stanicama iqgC™ samo
1ggC(R205A) pokazuje slabo vezanje na fosfoinozitide. D) Cjeloviti IqgC eksprimiran u stanicama rasG™ne veze
membranske fosfolipide. Kratice: LPA — lizofosfatidi¢na kiselina, LPC — lizofosfokolin, Pl — fosfatidilinozitol,
P1(3)P - fosfatidilinozitol 3-fosfat, PI(4)P — fosfatidilinozitol 4-fosfat, PI(5)P — fosfatidilinozitol 5-fosfat, PE —
fosfatidiletanolamin, PC - fosfatidilkolin, S1P — sfingozin 1-fosfat, PI(3,4)P, — fosfatidilinozitol 3,4-bisfosfat,
PI(3,5)P, — fosfatidilinozitol 3,5-bisfosfat, PI(4,5)P, - fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat, PI(3,4,5)P; -
fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfat, PA — fosfatidi¢na kiselina, PS — fosfatidilserin, prazno — negativna kontrola.
Tocka na dnu membrana u B, C i D je cjeloviti 1ggC Kkoji sluzi kao pozitivna kontrola za antitijelo anti-1qgC.

4.5. 1ggC izravno veze malu GTPazu Rab5A tijekom makropinocitoze

S ciljem otkrivanja potencijalnih proteinskih interaktora proteina IqgC s kojima IqgC
stupa u interakciju nakon deaktivacije GTPaze RasG na zatvorenom makropinosomu, ponovno
smo pregledali prethodno objavljeni interaktom proteina 1ggC (Marinovi¢ i sur., 2019.). Paznju
su nam privukla Cetiri proteina za koje se zna da su ukljuceni u rano sazrijevanje endosoma u
stanicama sisavaca te da su lokalizirani na makropinosomima tijekom njihova sazrijevanja duz
endocitotskog puta, konkretno dvije GTPaze iz obitelji Rab, Rab5A i Rab2l, te dvije
podjedinice V-ATPaze, VatC i VatE (Buckley i King, 2017.). Metodom koimunoprecipitacije

pokazala sam da se proteini VatC, Rab5A i Rab21 obiljezeni fluorescentnim proteinom YFP
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eksprimirani u stanicama divljeg tipa AX2 nalaze u kompleksu s endogenim proteinom IqgC
(Slika 4.5.A). Od ta tri testirana proteina, odlucili smo najprije istraziti interakciju s malom
GTPazom Rab5A s obzirom na to da je poznato da je Rab5 glavni regulator sazrijevanja ranih
endosoma u stanicama sisavaca (Borchers i sur., 2021.). Osim toga, Rab5A se regrutira na
internalizirani endosom prije Rab21 i V-ATPaze (Buckley i King, 2017.). Za testiranje izravne
interakcije Rab5A i 1qgC, koristila sam sustav dva hibrida u kvascu u kojem sam testirala
vezanje IqgC za divlji tip (wt), konstitutivno aktivnu (Q68L) i konstitutivno neaktivnu (S23N)
varijantu Rab5A (Prilog 6.A). 1z dobivenih rezultata nije se moglo zakljuciti veze li 1qgC
Rab5A. Stoga sam izravnu interakciju 1ggC i Rab5A pokuSala dokazati koriStenjem
biokemijske metode GST-Rab5A pull-down (Prilog 6.B). 1ggC prociscen iz bakterija vezao se
na GST-Rab5A. Medutim, s obzirom da se IqgC vezao i na sam GST, iako slabije nego na
GST-Rab5A, interakciju smo odlucili testirati i na obrnuti nac¢in. Konkretno, iz bakterija sam
procistila varijante proteina Rab5A (wt, Q68L, S23N) obiljezene nastavkom His i testirala
njihovo vezanje na GST-lggC metodom pull-down. Rezultati su pokazali da divlji tip i
konstitutivno aktivna varijanta Rab5A(Q68L) izravno vezu lqgC, ali ne i konstitutivno
neaktivna varijanta Rab5A(S23N) (Slika 4.5.B).

Nakon §to sam pokazala da IqgC izravno veze Rab5A, fluorescentno obiljezene proteine
YFP-1ggC i mRFP-Rab5A koeksprimirala sam u stanicama divljeg tipa. Analiza konfokalnom
mikroskopijom pokazala je da su IqgC i Rab5A kolokalizirani na makropinosomu, ali i da ti
proteini imaju obrnutu prostorno-vremensku raspodjelu (Slika 4.5.C). Naime, 1ggC se snazno
eksprimira na stani¢noj membrani tijekom formiranja makropinocitotske ¢asice 1 signal mu
pocinje opadati tek nakon zatvaranja makropinosoma. S druge strane, signal Rab5A je slabo
vidljiv na stani¢noj membrani i tijekom formiranja ¢aSice te se pocinje pojacavati tek nakon
internalizacije makropinosoma (Slika 4.5.D). S obzirom da su 1ggC i Rab5A kolokalizirani na
makropinosomu, nije iznenadujuce da je YFP-Rab5A takoder kolokaliziran i s probom za
aktivni Ras obiljezenom s fluorescentnim proteinom mRFP (Slika 4.5.E) te da takoder pokazuju
obrnutu prostorno-vremensku raspodjelu kao i Rab5A u odnosu na 1qgC (Slika 4.5.F).

Osim lokalizacije na stani¢nu membranu i makropinosome, Rab5A je prisutan i na
perinuklearnim strukturama (Prilog 7.A). Kako bih odredila o kojim je strukturama rijec,
fluorescentno obiljezeni protein Rab5A koeksprimirala sam s probom specificnom za Golgijev
aparat (Weber i sur., 2018.). Analizom fiksiranih stanica pokazala sam da je Rab5A snazno

lokaliziran na strukture Golgijevog aparata (Prilog 7.B).
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Slika 4.5. 1ggC i Rab5A se izravno vezu i kolokalizirani su na makropinocitotskim ¢aSicama. A) Rezultati
analize Western s antitijelom anti-GFP pokazuju da proteini VatC, Rab5A i Rab21 obiljeZeni fluorescentnim
proteinom YFP iz stani¢nih lizata tvore kompleks s endogenim proteinom IqgC (+ anti-lqgC, lijevo). Kao
negativnu kontrolu koristila sam test bez antitijela (- anti-lqgC, desno). B) Rezultati analize Western s antitijelom
anti-Hiss pokazuju da Rab5A divljeg tipa (wt) i konstitutivno aktivna varijanta (Q68L) obiljeZeni nastavkom His
izravno interagiraju s 1ggC u metodi GST-1qgC pull-down. Kao negativnu kontrolu koristila sam GST pull-down.
AB oznaCava membranu pobojanu bojom amido crno. C) IqgC i Rab5A su kolokalizirani tijekom
makropinocitoze, ali pokazuju obrnute dinamike regrutacije na makropinosom. D) Kvantifikacija normaliziranog
intenziteta signala YFP-1qgC i mRFP-Rab5A kroz vrijeme za reprezentativnu stanicu prikazanu pod C. Vrijeme 0
s odnosi se na trenutak zatvaranja makropinosoma. E) Proba za aktivni Ras, mRFP-RBD, i Rab5A su
kolokalizirani na makropinosomu i imaju sliénu prostorno-vremensku dinamiku kao lgqgC i Rab5A. F)
Kvantifikacija normaliziranog intenziteta signala mRFP-RBD i YFP-Rab5A kroz vrijeme za reprezentativnu
stanicu prikazanu pod E. Vrijeme 0 s odnosi se na trenutak zatvaranja makropinosoma. Veli¢ina mjerilau CiE je
5 um, a vrijeme je dano u sekundama.

4.6. Rab5A utjeCe na RasGAP aktivnost proteina IqgC prema GTPazi RasG

S obzirom da sam potvrdila izravnu interakciju 1ggC s malom GTPazom Rab5A i
pokazala da su ti proteini kolokalizirani na makropinosomu, odlucila sam istraziti ima li 1qgC
utjecaja na GTPaznu aktivnost Rab5A. Naime, protein p120°AP/RASAL prisutan u stanicama
sisavaca veZe H-Ras i Rab5 i djeluje kao GAP za obje GTPaze (Liu i Li, 1998.). Mjerenjem

aktivnosti hidrolize GTP-a procis¢enog proteina RabSA(wt), bez i u prisutnosti proteina 1qgC,
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pokazala sam da IqgC ne potice aktivnost hidrolize GTP-a Rab5A odnosno da ne djeluje kao
njezin GAP (Slika 4.6.A). Stovise, poveéana luminiscencija u prisutnosti 1qgC ukazuje na
smanjenje intrinziéne GTPazne aktivnosti Rab5A u prisutnosti IqgC. Medutim, ovaj rezultat
treba uzeti s oprezom s obzirom na to da je povecana luminiscencija u prisutnosti 1qgC
vjerojatno, barem djelomi¢no, odraz luminiscencije uzorka samog proteina 1qgC (Slika 4.6.A,
usporedi pufer i 1ggC, 2,2 uM).

Potom nas je zanimalo utjece li Rab5A na aktivnost GAP proteina 1ggC prema GTPazi
Ras. Najprije sam testirala utjecaj na humanu GTPazu H-Ras, za koju je ranije pokazano da je
supstrat za RasGAP IqgC in vitro (Marinovi¢ i sur., 2019.), i utvrdila da konstitutivno aktivna
varijanta Rab5A(Q68L) ne inhibira aktivnost GAP proteina IqgC prema ovoj GTPazi (Slika
4.6.A). Prisutnost ekvimolarne koli¢ine Rab5SA(Q68L) ¢ak je smanjila razinu luminiscencije
Sto bi upucivalo na to da Rab5A potice aktivnost GAP proteina IqggC prema H-Ras. No,
vjerojatnije je da konstitutivno aktivna varijanta Rab5A(Q68L) koja, iako ,,zaklju¢ana“ u obliku
koji je vezan na GTP, ipak posjeduje slabu intrinziénu GTPaznu aktivnost, uzrokuje dodatno
smanjenje luminiscencije. Nakon toga sam testirala utjecaj Rab5A na GAP aktivnost 1ggC
prema njegovom endogenom interaktoru, GTPazi RasG iz D. discoideum. GST-obiljeZeni
RasG sam afinitetno procistila preko glutation-agaroze i tako imobiliziranu GTPazu koristila
sam za testiranje aktivnosti GAP. Aktivnost GAP proteina IggC prema RasG testirala sam bez
i u prisutnosti Rab5A(Q68L). Rezultati su pokazali da Rab5A, ovisno o koncentraciji, inhibira
aktivnost GAP proteina IqgC prema GTPazi RasG (Slika 4.6.B). Ovaj rezultat upucuje na to da
Rab5A utjece na vezanje RasG na lqgC.

Zatim sam istrazila vezu li se Rab5A i RasG na istu domenu proteina 1ggC koristenjem
metode pull-down s afinitetno pro¢is¢enim domenama GST-RasGAP i GST-RGCt proteina
IqgC s varijantama Rab5A obiljeZzenim s nastavkom His. Divlji tip (wt) i konstitutivno aktivna
varijanta (Q68L) Rab5A vezu samo domenu RasGAP proteina IqgC (Slika 4.6.C). Prethodno
sam pokazala da RasG, takoder, veze samo RasGAP domenu IqgC (Slika 4.3.F). Ovi rezultati
sugeriraju kompeticiju izmedu Rab5A i RasG za vezanje na domenu RasGAP proteina 1qgC.

Takoder, vezanje IqgC na aktivni oblik Rab5A upucuje na to da je 1qgC efektor GTPaze Rab5A.
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Slika 4.6. 1qgC nije GAP za Rab5A, a njegova aktivnost RasGAP se smanjuje u prisutnosti Rab5A. A-B)
Rezultati testiranja aktivnosti GAP prikazani su kao histogrami u kojima je razina luminiscencije obrnuto
proporcionalna hidrolizi GTP-a u uzorku. A) Jednoli¢no pobojani stupi¢i odnose se na testiranje aktivnosti GAP
s pro¢is¢enim proteinima IqgC i Rab5A(wt). Usporedba luminiscencije uzorka 1 uM GTPaze Rab5A i Rab5A uz
razli¢ite koncentracije proteina IqgC pokazuje da IqgC ne stimulira intrinziénu GTPaznu aktivnost Rab5A.
Tockasto pobojani stupi¢i odnose se na testiranje aktivnosti GAP s proé¢i§¢enim proteinima IqgC i H-Ras.
Usporedba luminiscencije uzorka 1 uM GTPaze RasG i 2,2 UM proteina 1qgC, bez i u prisutnosti 1 uM
Rab5A(Q68L) pokazuje da Rab5A ne inhibira aktivnost GAP proteina 1ggC prema humanom proteinu H-Ras.
Tamno plavi stupi¢ pokazuje da Rab5A(Q68L) posjeduje blagu intrinziénu GTPaznu aktivnost. B) Testiranje
aktivnosti GAP s GST-RasG iz D. discoideum, imobiliziranim na glutation-agarozu, i fiksnom koncentracijom
IqgC. Usporedba luminiscencije uzorka RasG s 0,14 uM lqgC, bez i u prisutnosti 1 pM i 2 uM Rab5A(Q68L)
pokazuje da Rab5A inhibira aktivnost RasGAP proteina IqgC prema RasG. Plavi stupi¢i prikazuju intrinzi¢nu
GTPaznu aktivnost imobiliziranog GST-RasG (tamno plava predstavlja 1 volumen, a svijetlo plava pola
volumena zrnaca glutation-agaroze s imobiliziranim GST-RasG). C) Rezultati analize Western s antitijelom anti-
Hiss pokazuju da aktivni oblik Rab5A stupa u interakciju s RasGAP/GRD, a ne domenom RGCt proteina IqgC u
metodi pull-down s domenama RasGAP i RGCt proteina IqgC obiljeZzenim s nastavkom GST. AB oznacava
membranu pobojanu bojom amido crno. Razina znaéajnosti u A prikazana je kao * p < 0,05. Rezultati prikazani
u A i B su dobiveni iz minimalno tri eksperimenta i prikazani kao srednja vrijednost + SD.

4.7. Prekomjerna ekspresija Rab5A korelira s preuranjenom disocijacijom

IqgC sa zatvorenog makropinosoma

Prethodno istrazivanje je pokazalo da proba za aktivni Ras disocira s makropinosoma
prije 1ggC (Marinovi¢ i sur., 2019.). Medutim, prilikom analize vremena zadrzavanja
fluorescentno obiljezenog proteina 1ggC i probe za aktivni Ras na makropinosomu nakon
njegova zatvaranja u divljem tipu stanica (wt), utvrdili smo blago produzeno zadrzavanje 1qgC
u usporedbi s probom za aktivni Ras koje nije statisti¢ki znacajno: t(1ggC/wt)=13,0 (10,9-15,5)
s, n=34, naspram t(Ras/wt)=12,0 (9,2-15,9) s, n=37 (medijan, interkvartilni raspon) (Slika 4.7.A

i E, wt vrijednosti). Zanimljivo, kada sam u stanicama koeksprimirala IqgC i Rab5A, opazila
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sam da je 1ggC disocirao s vezikule znacajno brze nego u stanicama s endogenom razinom
Rab5A (Slika 4.7.A). Ovo je upucivalo na to da koncentracija Rab5A na zatvorenom
makropinosomu utjece na disocijaciju IqgC. Kako bih ispitala ovu hipotezu, analizirala sam i
vrijeme zadrzavanja IqgC u stanicama deficijentnim za Rab5A. Suprotno oc¢ekivanjima,
vrijeme zadrzavanja 1qgC na zatvorenom makropinosomu u stanicama rab5A nije se statisticki
znacajno razlikovalo u usporedbi s divljim tipom stanica (Slika 4.7.A).

Kako bih dodatno ispitala utjecaj Rab5A na disocijaciju lqgC sa zatvorenog
makropinosoma, osmislili smo drugadiji pristup. Odlucili smo testirati vrijeme zadrZavanja
IqgC u stanicama koje eksprimiraju mutirani Rab5A koji slabije veze 1ggC. S tim ciljem sam
kreirala mutirane varijante GTPaze Rab5A mutirajuci triplete baza aminokiselina koje
odgovaraju aminokiselinama Rab5 iz stanica sisavaca, a za koje je pokazano da su uklju¢ene u
vezanje razli¢itih efektorskih proteina (Prilog 8.) (Mishra i sur., 2010.; Whitecross i Anderson,
2017.; Zhu i sur., 2004.). Cilj je bio prona¢i mutant Rab5A koji je lokaliziran na
makropinosomima (Slika 4.7.B), ali ima slabiji afinitet za vezanje 1qgC. Od nekoliko mutiranih
proteina Rab5A, odabrali smo Rab5A(Y71A) zbog zadovoljavajuce razine ekspresije u stanici
I znac¢ajno smanjenog vezanja na lqgC u usporedbi s divljim tipom Rab5A (Slika 4.7.C i D).
Nakon koekspresije 1ggC i Rab5A(Y71A) u stanicama divljeg tipa, vrijeme zadrzavanja IqgC
na makropinosomu produljilo se prema vrijednostima izmjerenim u divljem tipu stanica i
znacajno se razlikovalo od vremena zadrZavanja u stanicama koje eksprimiraju divlji tip
Rab5A(wt) (Slika 4.7.A).

Prekomjerna ekspresija Rab5A(wt) nije utjecala na zadrzavanje probe za aktivni Ras na
makropinosomu, no zanimljivo je primjetiti da se u stanicama deficijentnima za Rab5A proba
za aktivni Ras znacajno dulje zadrzavala na vezikuli nakon zatvaranja makropinosoma (Slika
4.7.E).

S obzirom da 1qgC veZe aktivni oblik Rab5A, zanimalo nas je utjece li IqgC na GTPazni
ciklus Rab5SA. Koriste¢i metodu pull-down s GST-EEA1¢-2%) poznatim efektorom Rab5 u
stanicama sisavaca (Christoforidis i sur., 1999a.), usporedila sam razine aktivhog Rab5A u
stanicama divljeg tipa i stanicama deficijentnima za IqgC (Prilog 9.A). Denzitometrijskom
analizom sam utvrdila da nema razlike u razini ukupnog aktivnog Rab5A izmedu stanica divljeg

tipa i stanica iqgC" (Prilog 9.B).
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Slika 4.7. U uvjetima prekomjerne ekspresije Rab5A, 1qgC disocira s makropinosoma ranije nego u
stanicama divljeg tipa. A) Vrijeme zadrzavanja IqgC na makropinosomu nakon zatvaranja odredeno je za stanice
divljeg tipa (wt), stanice s egzogenom ekspresijom Rab5A divljeg tipa (Rab5A(wt) oe), stanice s egzogenom
ekspresijom Rab5A(Y71A) (Rab5A(Y71A) oe) i stanice rab5A™ (rab5A ko): t(IggC/wt)=13,0 (10,9-15,5) s, n=34;
t(lggC/Rab5A(wt) 0e)=6,8 (5,8-8,3) s, n=33; t(IqgC/Rab5A(Y71A) oe)=11,4 (9,1-13,8) s, n=36; t(lqgC/rab5A
ko)=11,7 (8,9-14,1) s, n=67 (medijan, interkvartilni raspon). B) Lokalizacija mutanata Rab5A obiljezenim
fluorescentnim proteinom YFP eksprimiranih u divljem tipu stanica. Mutanti (F46A, W63A, R70E, Y71A i M77S)
su lokalizirani na makropinosomima kao i divlji tip Rab5A, dok mutanti (S23N i R80E) pokazuju samo citosolnu
lokalizaciju. C) Rezultati primjera analize Western s antitijelom anti-GFP pokazuju vezanje Rab5A(wt) i
Rab5A(Y71A) na GST-1ggC u metodi pull-down (lijevo). Analizu Western s lizatima stanica AX2 koje
eksprimiraju Rab5A(wt) i Rab5A(Y71A) obiljeZene proteinom YFP Koristila sam za denzitometriju (desno). D)
Denzitometrijska analiza relativnog vezanja Rab5A(wt) i Rab5A(Y71A) na GST-1qgC pokazuje da Rab5A(Y71A)
slabije veZze 1qgC u usporedbi s divljim tipom Rab5A. E) Vrijeme zadrZavanja probe za aktivni Ras na
makropinosomu nakon zatvaranja odredeno je za stanice divljeg tipa (wt), stanice s egzogenom ekspresijom
Rab5A divljeg tipa (Rab5A(wt) oe) i stanice rab5A" (rab5A ko): t(Ras/wt)=12,0 (9,2-15,9) s, n=37;
t(Ras/Rab5A(wt) oe)= 12,4 (9,7-18,3) s, n=60; t(Ras/rab5A ko)=17,7 (12,3-24,0) s, n=40 (medijan, interkvartilni
raspon). Razina znacajnosti u A i E prikazana je kako slijedi: * p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001; n.s. nije
znacajno. Rezultati u D dobiveni su iz Cetiri neovisna eksperimenta i prikazani kao srednja vrijednost + SEM.
Veli¢ina mjerila u E iznosi 5 um, a vrijeme je dano u sekundama.
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5. Rasprava

5.1. Protein 1qgC ima znacajnu ulogu u regulaciji makropinocitoze u

prisutnosti proteina NF1

Mala GTPaza RasG vazan je pozitivni regulator makropinocitoze u amebi D.
discoideum (Williams i sur., 2019.). 1ggC kao njezin RasGAP ju deaktivira na
makropinosomima i fagosomima te time negativno regulira procese endocitoze na velikoj skali
(Marinovi¢ i sur., 2019.). S obzirom na vaznu ulogu proteina RasG u makropinocitozi, bilo je
donekle iznenadujuée da delecija gena iqgC izaziva vrlo malo poveéanje unosa tekucine koje
stanicama iqgC™ ne pruza selektivnu prednost za rast u hranjivoj suspenziji u usporedbi sa
stanicama divljeg tipa (Marinovi¢ i sur., 2019.). Medutim, ovi eksperimenti Su napravljeni sa
stanicama akseni¢nog soja AX2 koji ve¢ ima znatno pojacanu makropinocitozu zbog odsutnosti
proteina NF1 koji je takoder RasGAP. S obzirom na to, pretpostavili smo da delecija jo$ jednog
proteina RasGAP, iako je negativni regulator GTPaze RasG, ne moze imati snazan efekt na
proces koji je ve¢ geneticki pojaan u akseni¢nim sojevima i vjerojatno se odvija s gotovo
maksimalnom efikasno$¢u. Stoga smo efekt delecije gena iqgC odlucili istraziti u divljem soju
DdB, iz kojeg je proistekao akseni¢ni soj AX2 (Bloomfield i sur., 2008.). Nakon uspjeSne
delecije gena iggC u DdB genetickoj pozadini (Slika 4.1.), ustanovili smo znacajno poboljSanje
rasta u tekucoj hranjivoj podlozi za stanice iqgC" kao rezultat poviSene razine makropinocitoze
(Slika 4.2.A i C). Pokazali smo da je bolji unos tekucine izravno povezan s povecanjem
makropinosoma (Slika 4.2.D). Ovi rezultati pokazuju da je 1ggC vazan negativni regulator
makropinocitoze u stanicama u kojima je prisutan i RasGAP NF1.

lako i 1qgC i NF1 negativno reguliraju makropinocitozu suprimiranjem aktivnosti
GTPaza Ras, njihove uloge ipak nisu potpuno jednake S§to se vidi iz usporedbe veliine
makropinosoma stanica iqgC" i axeB". Dok i jedni i drugi mutanti u DdB pozadini stvaraju vece
makropinosome u usporedbi sa stanicama divljeg tipa, 50 % makropinosoma u stanicama axeB’
ima promjer veci od 2 um (Bloomfield i sur., 2015.), dok prosje¢ni promjer makropinosoma u
stanicama iqgC iznosi 1,6 um (Slika 4.2.D). Analiza efikasnosti unosa krutih Cestica takoder
ukazuje narazliku u ulogama proteina IqgC i NF1 u tom procesu. Stanice iggC™ nesto uspjesnije
unose Cestice promjera 1 1 2 um u usporedbi sa stanicama divljeg tipa, dok ni iggC- ni divlji tip
stanica ne mogu unositi ¢estice promjera 3 pum (Putar i sur., 2024.). S druge strane, stanice
axeB” mogu unositi i Cestice promjera 4 um (Bloomfield i sur., 2015.). Najvjerojatniji razlog

ovih razlika u funkcijama proteina IqgC i NF1 je njihov razliciti afinitet prema GTPazama Ras.
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Dok IqgC djeluje specifi¢no na RasG, NF1 vjerojatno regulira viSe proteina iz obitelji Ras koji
sudjeluju u procesu makropinocitoze, ukljucujuci i RasG (Buckley i sur., 2020.). Takoder, IqgC
nema domenu za vezanje lipida stanicne membrane i njegova regrutacija na makropinosome i
fagosome ovisi isklju¢ivo 0 RasG (vidi poglavlje 4.3.). Kao $to je ve¢ spomenuto, u Stanicama
D. discoideum postoje joS dva proteina RasGAP koji su ukljueni u regulaciju
makroendocitoze: RasGAP2/C2GAP2 i RGBARG (Buckley i sur., 2020.; Li i sur., 2018b.; Xu
i sur., 2022.). RasGAP2/C2GAP2, kodiran genom c2gapB, lokaliziran je na membrani
nascentnih makropinosoma i fagosoma (Li i sur., 2018b.; Xu i sur., 2022.). Medutim,
istrazivanja delecije ovog gena pokazuju opre¢ne rezultate. Li i sur., 2018. su pokazali da
stanice c2gapB™ imaju veliki dio stanicne membrane obogaéen aktivnim proteinima Ras, no
pokazuju smanjenu efikasnost makropinocitoze. S druge strane, Xu i sur., 2022. su objavili da
stanice c2gapB™ pojacano makropinocitiraju i fagocitiraju $to definira C2GAP2 kao negativni
regulator endocitoze na velikoj skali. RGBARG je dvojaki GAP jer potice hidrolizu GTP-a i na
Ras i na Rap GTPazama, a lokaliziran je na protruzivnom rubu makropinocitotskih i
fagocitotskih ¢asica (Buckley i sur., 2020.). Stanice RGBARG" imaju povecane regije stani¢ne
membrane aktivirane za makropinocitozu obogacene aktivnim proteinima Ras i PI(3,4,5)Ps u
usporedbi sa stanicama divljeg tipa, ali stvaraju manje makropinosome i imaju znacajno
smanjen unos teku¢ine u AX2 genetickoj pozadini. To je vjerojatno rezultat kombinacije
povecane aktivnosti proteina Ras i smanjene aktivnosti proteina Rac, S obzirom na to da
RGBARG sadrzi i domenu RhoGEF za aktivaciju GTPaza Rac. Proteini Rac su vazni za
formiranje fagocitotskih i makropinocitotskih ¢asica, a ovdje se najvjerojatnije radi o RacG za
kojeg je ranije pokazano da sudjeluje u regulaciji fagocitoze (Buckley i sur., 2020.; Somesh i
sur., 2006.).

5.2. RasG regrutira IqgC na nastaju¢e makropinosome

IqgC je prolazno lokaliziran na stani¢noj membrani kada se stanice izloze globalnoj
stimulaciji folnom kiselinom (Marinovi¢ i sur., 2019.), sli¢no kao i probe za aktivni Ras, PI3-
kinaze klase 1 i PI(3,4,5)P3 (Srinivasan i sur., 2013.). Kod stanica D. discoideum
makropinocitotske ¢aSice nastaju iz dijelova staniéne membrane Kkoje se aktiviraju za
makropinocitozu i obogacene su aktivnim GTPazama iz obitelji Ras i1 fosfoinozitidom
P1(3,4,5)P3 koji nastaje aktivacijom PI3-kinaze klase I (Veltman i sur., 2016.). Lokalizacija
IqgC se u potpunosti poklapa s lokalizacijom probe za aktivni Ras tijekom formiranja
makropinocitotske ¢asice (Marinovi¢ i sur., 2019.). Stoga sam najprije istrazila je li RasG,

izravan interaktor proteina IqgC potreban za regrutaciju IqgC na dijelove stani¢ne membrane
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iz kojih nastaju makropinosomi. Analizom lokalizacije proteina IggC u stanicama rasG
tijekom unosa fluorescentno obiljezene tekuce hranjive podloge (Slika 4.3.A), kao i mutanata
IqgC koji ne vezu RasG (Slika 4.3.B i C), pokazala sam da 1qgC nije lokaliziran na nastaju¢im
makropinosomima kada je dokinuta njegova interakcija s RasG. Isto sam pokazala i za
regrutaciju IqgC na nastajuce fagocitotske casice (Prilog 4.B). Zatim sam analizirala koje
domene proteina IggC posreduju njegovu lokalizaciju na makropinosome. S obzirom da je
veéina skracenih varijanti proteina IqgC bila smjeStena u citosolu, zakljuc¢ili smo da IqgC nema
specificnu domenu koja je odgovorna za vezanje na membranu ve¢ je njegova lokalizacija
posredovana motivima koji su rasporedeni cijelom duljinom proteina. Ipak, skra¢ena varijanta
1qgC kojoj nedostaje domena RasGAP (IqgC_AGRD), odgovorna za vezanje RasG, bila je
lokalizirana na cijeloj stani¢noj membrani osim na nastaju¢im makropinosomima (Slika 4.3.E
i Prilog 3.). Ovaj rezultat dodatno potvrduje da RasG regrutira IqgC upravo na membranu
makropinosoma.

Zanimljivo je da su nasi rezultati pokazali da mutacija argininskog prsta u domeni
RasGAP proteina IqgC (R205A) onemogucuje interakciju s RasG (Slika 4.3.B) i regrutaciju
IggC na makropinocitotsku ¢aSicu (Slika 4.3.C). To je suprotno prihvaéenom misljenju da
mutacija kataliticki aktivnog argininskog ostatka znacajno smanjuje aktivnost GAP proteina
RasGAP, ali ne utjeCe na njihovo vezanje za Ras (Ahmadian i sur., 1997.; Scheffzek i
Ahmadian, 2005.). S druge strane, u nekim istrazivanjima je opaZzena i znatno slabija interakcija
s proteinom Ras nakon mutacije argininskog prsta (Miao i sur., 1996.). Kod proteina RasGAP
iz amebe D. discoideum, kataliticki neaktivni mutanti argininskog prsta proteina C2GAP2 i
C2GAP1 vezu Ras, a C2GAP1(R616A) se premjeSta na membranu u odgovoru na stimulaciju
CAMP-om sli¢no kao i divlji tip proteina (Xu i sur., 2021., 2022.). Takoder, proteini NF1 i
RGBARG iz D. discoideum s mutiranim argininskim prstom su lokalizirani na
makropinocitotskim ¢asicama kao i odgovarajuci divlji tip proteina iako ne mogu revertirati
fenotip mutiranih (knock-out) stanica ovisan o njihovim aktivnostima RasGAP (Bloomfield i
sur., 2015.; Buckley i sur., 2020.). Proteini RasGAP su modularni proteini koji, uz domenu
RasGAP pomocu koje interagiraju s proteinima Ras, sadrze druge domene odgovorne za
vezanje fosfolipida i proteina koje posreduju njihovu translokaciju na membranu (Scheffzek i
Shivalingaiah, 2019.). No, za razliku od proteina RasGAP iz stanica sisavaca i NF1, RGBARG,
C2GAP1 i C2GAP2 iz D. discoideum, 1ggC ne sadrzi tipicnu domenu za vezanje membranskih
fosfolipida. Analiza vezanja skrac¢enih i mutiranih varijanti proteina IqgC pomocu tockastog
bugacenja lipida pokazala je da IqgC neselektivno veze sve fosfoinozitide, a najveci afinitet

ima prema PI1(4,5)P2 (Slika 4.4.A). lako nisam odredila minimalni motiv potreban za vezanje,
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pokazala sam da su N-terminalni kraj od 129 aminokiselina i funkcionalna domena RasGAP
potrebni za interakciju proteina IggC s fosfoinozitidima (Slika 4.4.B i C). Uz to, IqgC
eksprimiran u stanicama deficijentnima za RasG nije vezao ni jedan fosfoinozitid (Slika 4.4.D).

Na temelju ovih rezultata zakljucujemo da je RasG esencijalan za regrutaciju IqgC na
nastaju¢e makropinosome, dok interakcija IqgC s fosfoinozitidima membrane vjerojatno

doprinosi stabilizaciji interakcije 1ggC s RasG na membrani makropinosoma.

5.3. 1qgC izravno veze Rab5A, jos jednu malu GTPazu iz superobitelji Ras

koja je prisutna na makropinosomu

S ciljem karakterizacije drugih signalnih puteva koji ukljucuju IqgC, uz njegovu ulogu
u regulaciji aktivnosti RasG, identificirala sam Rab5A kao novi izravni interaktor proteina IqgC
(Slika 4.5B, Prilog 6.B). Uloga Rab5A iz protista D. discoideum za sada nije sistemati¢no
istrazena, no Rab5 u stanicama sisavaca dobro je proucen biljeg ranih endosoma koji ima vaznu
ulogu u njihovu sazrijevanju (Rink i sur., 2005.). Regrutaciju Rab5 na membranu endosoma
osiguravaju proteini GEF koji specificno aktiviraju Rab5 (Goody i sur., 2017.). Tako je za
usmjeravanje Rab5a na rane endosome nuzna interakcija s Rab5 GEF-om Rabex-5, koji se i
sam nalazi na membrani ranih endosoma (Blimer i sur., 2013.). Nedavno je otkriveno da je za
aktivaciju i regrutaciju Rab5a na makropinosome potreban protein ALDS2, joS jedan GEF za
Rab5 (Morishita i sur., 2019.). Rab5 preko brojnih efektora utjece na razli¢ite funkcije na
membrani ranih endosoma. Njegov rani efektor Rabaptin-5 veZze Rabex-5, oslobada ga
autoinhibicije i sudjeluje u pozitivnoj povratnoj sprezi putem koje Rab5 regulira vlastitu
aktivnost (Lippé i sur., 2001.; Zhang i sur., 2014.). Aktivacijom kinaze Vps34 i vezanjem
molekula koje povezuju poput EEA1, Rab5 promovira fuziju primarnih endocitotskih vezikula,
ukljuc¢uju¢i makropinosome, s ranim endosomima i homotipsku fuziju ranih endosoma
(Barbieri i sur., 1994.; Christoforidis i sur., 1999b., 1999a.; Roberts i sur., 2000.; Stenmark i
sur., 1994.). Rab5 takoder kontrolira sazrijevanje Rab5-pozitivnih ranih endosoma u Rab7-
pozitivne kasne endosome potic¢uci vlastitu deaktivaciju (Borchers i sur., 2021.) tako Sto veze
Rab7 GEF, kompleks Monl-Cczl, koji aktivira Rab7 i istiskuje Rabex-5 s membrane
(Langemeyer i sur., 2020.; Poteryaev i sur., 2010.). D. discoideum Rab5A je identificiran kao
dio vezikule LCV (engl. Legionella-containing vacuole), posebnog tipa fagocitotske vezikule
koji se formira tijekom infekcije bakterijom Legionella pneumophila (Hoffmann i sur., 2014.).
Za sada u D. discoideum nisu pronadeni ortolozi proteina GEF ili efektora Rab5 iz stanica
sisavaca. Nedavno je opisan Rab5 GAP ThcrA koji, u kompleksu s PripA, deaktivira Rab5 i
promovira ,,Rab5-u-Rab7* sazrijevanje makropinosoma (Tu i sur., 2022.).
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Nakon Sto sam utvrdila da IqgC izravno veze Rab5A, konfokalnom mikroskopijom
zivih stanica pokazala sam da 1qgC kolokalizira s Rab5A tijekom makropinocitoze, iako ta dva
proteina imaju obrnutu dinamiku regrutacije (Slika 4.5.C i D). To¢nije, IqgC signal, koji je
snazan na makropinocitotskoj ¢asici i do zatvaranja makropinosoma, slabi pocetkom pojacane
akumulacije Rab5A na nascentnom makropinosomu i ubrzo potpuno nestaje sa zatvorene
vezikule. S obzirom na to da 1qgC veze aktivni oblik Rab5A, zanimalo nas je utjece li IqgC na
GTPaznu aktivnost Rab5A i je li GAP za Rab5A. Testiraju¢i aktivnost GAP s pro¢is¢enim
proteinima, utvrdila sam da IqgC ne poti¢e GTPaznu aktivnost Rab5A (Slika 4.6.A). Stovise,
¢ini se da IqgC, ovisno o koncentraciji, inhibira intrinzicnu GTPaznu aktivnost Rab5A.
Medutim, kao Sto je ve¢ spomenuto, pretpostavljamo da je barem za dio porasta luminiscencije
u prisutnosti 1ggC odgovoran sam uzorak proteina IqgC (Slika 4.6.A, usporedi uzorak 1qgC,
2,2 UM s puferom). S druge strane, moguce je da IqgC inhibira GTPaznu aktivnost Rab5A
sterickim ometanjem hidrolize GTP-a. Humani protein p120°“P/RASA1 je RasGAP koji
interagira s aktivnim oblicima GTPaza H-Ras, Rapl i Rab5 (Frech i sur., 1990.; Liu i Li, 1998.;
Trahey i Mccormick, 1987.). Aktivni oblik Rap1 s velikim afinitetom veze p120°AP/RASAL i,
lako ta interakcija ne stimulira GTPaznu aktivnost Rapl, kompetititvno inhibira
p120°AP/RASA1-stimuliranu GTPaznu aktivnost proteina Ras (Frech i sur., 1990.). Zanimljivo
je da IqgC takoder veze RapA iz D. discoideum i ne stimulira njegovu GTPaznu aktivnost
(Mijanovié i sur., u pripremi). RasGAP domena proteina p120®AP/RASAL1 s visokim afinitetom
veZe i aktivni Rabb te je takoder opaZzena kompeticija izmedu proteina Rab i Ras. No, za razliku
od interakcije s Rapl, ta interakcija stimulira hidrolizu GTP-a vezanog na Rab5 (Liu i Li,
1998.). lako u nasim eksperimentima do zna¢ajnog smanjenja aktivnosti RasGAP proteina IqgC
prema RasG dolazi tek u prisutnosti velike koncentracije Rab5A in vitro, ti rezultati ipak
sugeriraju mogucu kompeticiju izmedu RasG i Rab5A za vezanje na IqgC (Slika 4.6.B). Uz to,
RasG i Rab5A se vezu na istu domenu proteina IqgC (Slike 4.3.F i 4.6.C).

Osim sto je glavni regulator ranih endocitotskih puteva, Rab5 u stanicama sisavaca ima
kljuénu ulogu i tijekom formiranja makropinosoma (Barbieri i sur., 1998.; Maxson i sur.,
2021.). Sukladno tome, osim lokalizacije na ranim endosomima, uklju¢ujuc¢i makropinosome,
fagosome i vezikule oblozZene klatrinom, Rab5 je lokaliziran i na stani¢noj membrani, to¢nije
na otvorenim makropinocitotskim c¢asicama te njegova akumulacija prethodi nestanku
P1(4,5)P2 (Bucci i sur., 1992.; Chavrier i sur., 1990.; Maxson i sur., 2021.; Porat-Shliom i sur.,
2008.; Roberts i sur., 2000.; Schnatwinkel i sur., 2004.; Welliver i Swanson, 2012.; Yoshida i
sur., 2009.). Lanzetti i sur., 2004. predlazu da je Rab5 uklju¢en u signalni put nizvodno od

aktivacije RTK koji vodi do reorganizacije aktina i formiranja kruznih nabora stani¢ne
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membrane. S druge strane, nedavno istrazivanje je pokazalo da Rab5 nije vazan za nabiranje
membrane, nego ima klju¢nu ulogu nizvodno od stvaranja membranskih nabora jer potice
defosforilaciju PI(4,5,)P, i zatvaranje makropinosoma (Maxson i sur., 2021.). Rab5A u
stanicama D. discoideum takoder je prisutan na stani¢énoj membrani prije zatvaranja
makropinocitotske ¢aSice, na nascentnim makropinosomima i fagosomima te perinuklearno na
Golgijevom aparatu (Slika 4.5.C; Prilog 7.A'i B; Tu i sur., 2022.).

Prethodno istrazivanje je pokazalo da 1ggC ostaje na zatvorenom makropinosomu nakon
disocijacije probe za aktivni Ras, odnosno deaktivacije RasG (Marinovi¢ i sur., 2019.). Zbog
toga smo prvotno pretpostavili da bi novootkriveni interaktor Rab5A, koji je prisutan na ranim
endosomima u stanicama sisavaca, mogao biti vezuju¢i partner IqgC koji ga zadrzava na
zatvorenom makropinosomu nakon deaktivacije RasG. Medutim, analiza vremena zadrZavanja
proteina 1ggC i probe za aktivni Ras na internaliziranom makropinosomu nakon njegova
zatvaranja nije pokazala zna¢ajnu razliku (Slika 4.7.A i E). Stovie, u stanicama s egzogenom
ekspresijom Rab5A(wt) opazeno je skraceno zadrzavanje IqgC u odnosu na stanice divljeg tipa
Sto je sugeriralo da Rab5A potic¢e disocijaciju IqgC sa zatvorenog makropinosoma (Slika
4.7.A), a ne njegovo zadrZavanje na makropinosomu nakon deaktivacije proteina RasG. Kako
bismo detaljnije ispitali hipotezu o ulozi Rab5A u disocijaciji IqgC s makropinosoma, vrijeme
zadrzavanja 1ggC na zatvorenom makropinosomu izmjerila sam u stanicama deficijentnim za
Rab5A. Suprotno ocekivanju, vrijeme zadrzavanja IqgC nije bilo produljeno u odsutnosti
Rab5A ve¢ je bilo slicno vremenu u stanicama divljeg tipa (Slika 4.7.A). Medutim, kada sam
vrijeme zadrzavanja I1qgC izmjerila u stanicama s egzogenom ekspresijom mutiranog
Rab5A(Y71A), koji je lokaliziran na makropinosomima, ali slabije veze 1qgC (Slika 4.7.B i D),
vrijeme zadrzavanja priblizilo se vrijednosti izmjerenoj u divljem tipu stanica i bilo je statisticki
znacajno razli¢ito od vremena u stanicama s ekspresijom Rab5SA(wt) (Slika 4.7.A). S obzirom
na nekonzistentnost ovih rezultata, trenutno je nemoguée zakljuéiti je li opazeni efekt zaista
posljedica interakcije IqgC i1 Rab5A ili se radi o poremecaju u endocitotskom sustavu
uzrokovanom egzogenom ekspresijom proteina Rab5A. Takoder, ako Rab5SA zaista potice
disocijaciju 1ggC, tada tu ulogu vjerojatno dijeli ili se ona kompenzira djelovanjem nekog
drugog interaktora proteina 1qgC, s obzirom da u odsutnosti Rab5A, 1qgC disocira s vezikule
sli¢no kao 1 u stanicama divljeg tipa (Slika 4.7.A).

Pretpostavili smo da ¢e prerana disocijacija IqgC, u uvjetima prekomjerne ekspresije
Rab5A(wt), biti pracena duzim vremenom zadrZavanja probe za aktivni Ras zbog nepotpune
deaktivacije RasG. No, upravo suprotno, vrijeme zadrzavanja probe za aktivni Ras bilo je

znacajno produljeno na makropinosomima u odsutnosti Rab5A (Slika 4.7.E). U stanicama
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sisavaca aktivni Ras regrutira Rab5 na makropinosome i tamo ga aktivira stupajuci u interakciju
s RIN1 koji je protein GEF za Rab5 (Porat-Shliom i sur., 2008.; Roberts i sur., 2000.; Tall i
sur., 2001.). Aktivacija proteina Ras doseZze maksimum gotovo istovremeno s maksimalnom
lokalizacijom Rab5 te Ras disocira s Rab5-pozitivnih vezikula, vjerojatno rutom brzog
recikliranja, prije fuzije s drugim endocitotskim vezikulama (Porat-Shliom i sur., 2008.;
Welliver i Swanson, 2012.). Analogno tome, u stanicama D. discoideum deficijentnima za
Rab5A, i homotipske i heterotipske fuzije makropinosoma s drugim vezikulama i/ili ranim
endosomima mogle bi biti narusene, vodec¢i produljenom vremenu zadrzavanja proteina Ras na
makropinosomu kod kojeg je usporeno sazrijevanje.

Zaklju¢no, u ovom radu smo pokazali da je interakcija 1qgC s RasG neophodna za
regrutaciju proteina 1ggC na makropinocitotsku ¢asicu. Drugi identificirani izravni interaktor
proteina IggC, mala GTPaza Rab5A, slabo je vidljiva na formiraju¢oj makropinocitotskoj ¢asici
i pocinje se znacajnije akumulirati na membrani makropinosoma tek nakon njegova zatvaranja,
paralelno s postepenom disocijacijom 1qgC i probe za aktivne GTPaze Ras. S obzirom na to da
obje GTPaze veZzu domenu RasGAP proteina IggC te da Rab5A, kada je prisutan u suvisku,
inhibira aktivnost GAP proteina 1ggC prema RasG in vitro, vjerojatno je da RasG i Rab5A
kompetiraju za vezanje na IqgC. Osim toga, prekomjerna ekspresija Rab5A u stanici vodi
preuranjenom otpustanju IqgC s makropinosoma, iako u stanicama deficijentnima za Rab5A
nije opazen suprotan efekt. Stoga, na temelju ovih rezultata moZzemo samo pretpostaviti da
akumulacija Rab5A na zatvorenom makropinosomu stvara dostatne koli¢ine Rab5A koji
kompetira s RasG za vezanje na IqgC. Posljedi¢no, disocijacija IggC s RasG izaziva disocijaciju
IggC s makropinosoma. Ovaj model ipak zahtjeva dodatna istrazivanja koja bi razjasnila
fizioloski znacaj interakcije 1ggC i Rab5A.
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6. Zakljucak

Cilj ovog rada bio je razjasniti ulogu proteina IqgC u procesu makropinocitoze u amebi
Dictyostelium discoideum. S obzirom na to da stanice iqgC~ kreirane u genetic¢koj pozadini DB
znacajno bolje rastu u tekucoj hranjivoj podlozi, imaju efikasniju makropinocitozu i stvaraju
vece makropinosome u odnosu na stanice divljeg tipa, zakljucujemo da IqgC igra vaznu ulogu
u negativnoj regulaciji makropinocitoze u prisutnosti RasGAP proteina NF1.

1z lokalizacijskih studija proteina 1qgC u odsutnosti GTPaze RasG te mutiranih varijanti
proteina 1ggC, koje ne vezu RasG, zakljuujemo da je interakcija IqgC s RasG neophodna za
regrutaciju IqgC na formiraju¢i makropinosom. Pritom smo takoder pokazali da skoro sve
skracene varijante proteina IqgC gube unutarstani¢nu lokalizaciju iz ¢ega zakljuujemo da su
motivi vazni za ciljanu lokalizaciju IqgC na membranu formirajuéeg makropinosoma
rasporedeni duZz polipeptidnog lanca IqgC. Ipak, IqgC s delecijom funkcionalne domene
RasGAP, koja je potrebna za interakciju s RasG, smjesta se po cijeloj stani¢noj membrani
izuzev makropinocitotske Casice $to nam ukazuje na vaznost ove domene u navodenju IqgC
specificno na regije membrane aktivirane za makropinocitozu.

Biokemijskim metodama smo identificirali malu GTPazu Rab5A kao novi interaktor
proteina 1qgC. Pokazali smo da IqgC izravno veZze Rab5A u aktivnom obliku preko svoje
domene RasGAP, ali da 1ggC nije GAP za Rab5A sto sugerira da bi mogao biti njezin efektor.
Uz to, Rab5A prisutan u suvisku inhibira aktivnost GAP proteina IqgC prema RasG in vitro, a
prekomjerna ekspresija Rab5A in vivo korelira s preuranjenom disocijacijom IqgC sa
zatvorenog makropinosoma prije deaktivacije GTPaza Ras. Ipak, ovi rezultati nisu dovoljni da
zaklju¢imo da Rab5A potice i odgovoran je za pravovremenu disocijaciju 1qgC sa zatvorenog
makropinosoma s obzirom na to da u stanicama deficijentnim za Rab5A nismo opazili

produljeno zadrzavanje 1ggC na makropinosomu.
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8. Prilozi
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Prilog 1. Rezultati analize Western s antitijelom anti-lqgC na lizatima stanica divljeg tipa koje imaju endogeni
1ggC (wt, 92 kDa), stanica iqgC (ko) i stanica iqgC koje eksprimiraju fluorescentno obiljeZeni protein 1qgC (rsc,
119 kDa) u DdB genetickoj pozadini. Kratica AB oznaCava bojanje membrane bojom amido crno radi
vizualizacije ukupnih proteina u uzorcima.

CLUSTAL 0O(1l.2.4) sravnjivanje aminokiselinskih sekvenci
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Prilog 2. Prikaz sravnjivanja aminokiselinskih slijedova domena RasGAP humanog proteina p***GAP/RASAL i
D. discoideum proteina IggC programom Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). U proteinu
IqgC mutirala sam triplete baza oznacenih aminokiselina odgovornih za interakciju s GTPazama Ras. Magenta
bojom oznaden je arginin na 205. mjestu mutiran u alanin (R205A), Zutom bojom oznadeni su leucin i arginin na
352. 1 353. mjestu mutirani u glicin i alanin (L352G, R353A), a zelenom bojom oznacen je asparagin na 392.
mjestu mutiran u alanin (N392A).

YFP-lggC
AGRD

TRITC-
dekstran

Prilog 3. Odvojeni kanali pokazuju lokalizaciju skra¢ene varijante proteina 1ggC bez domene RasGAP obiljezene
fluorescentnim proteinom YFP (YFP-IqgC AGRD) tijekom makropinocitoze tekuce hranjive podloge s dodanim
dekstranom obiljezenim fluorescentnom bojom TRITC. YFP-IqgC AGRD je lokaliziran duz cijele staniéne
membrane, osim na nastaju¢em makropinosomu. Snazan unutarstaniéni signal vidljiv u YFP kanalu vjerojatno je
posljedica prekomjerne ekspresije ovog krnjeg proteina. Veli¢ina mjerila iznosi 5 pm, a vrijeme je dano u
sekundama.
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Prilog 4. A) YFP-RasG (zeleno) je lokaliziran na stani¢noj membrani i nascentnim fagocitotskim ¢aSicama
tijekom unosa kvasaca obiljezenih fluorescentnom bojom TRITC (magenta). B) YFP-IqgC nije lokaliziran na
fagocitotskim CaSicama u stanicama rasG- tijekom unosa kvasaca obiljeZenih fluorescentnom bojom TRITC.
Veli¢ina mjerila iznosi 5 um. U panelu A vrijeme je prikazano u sekundama, a u B u formatu minute:sekunde.

prekloplieno
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shema ~ lggC IggC
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Prilog 5. Tockasto bugacenje lipida s bakterijski eksprimiranim i pro¢is¢enim proteinom IqgC. A) Cjeloviti 1ggC
proc¢is¢en iz bakterijskih stanica neselektivno veze fosfoinozitide s najve¢im afinitetom prema PI(3)P. B)
Membrana PIP array s istim proteinom IqgC i padaju¢im koncentracijama fosfatidilinozitola i svih fosfoinozitida
pokazuje snazno vezanje prema PI(3)P i Pl-bisfosfatima. Kratice: LPA — lizofosfatidi¢na kiselina, LPC —
lizofosfokolin, Pl — fosfatidilinozitol, PI(3)P — fosfatidilinozitol 3-fosfat, P1(4)P — fosfatidilinozitol 4-fosfat,
PI(5)P - fosfatidilinozitol 5-fosfat, PE — fosfatidiletanolamin, PC — fosfatidilkolin, S1P - sfingozin 1-fosfat,
P1(3,4)P, — fosfatidilinozitol 3,4-bisfosfat, P1(3,5)P, — fosfatidilinozitol 3,5-bisfosfat, P1(4,5)P, — fosfatidilinozitol
4,5-bisfosfat, PI(3,4,5)P; — fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfat, PA — fosfatidi¢na kiselina, PS — fosfatidilserin,
prazno — negativna kontrola.
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Prilog 6. GTPaza Rab5A je interaktor proteina 1qgC. A) Sustavom dva hibrida u kvascu testirala sam izravnu
interakciju 1ggC s divljim tipom (wt), konstitutivno aktivnom (Q68L) i konstitutivho neaktivnom (S23N)
varijantom GTPaze Rab5A. 1z rezultata se ne moze potvrditi interakcija Rab5A i 1qgC. Interakciju 1qgC i
konstitutivno aktivne GTPaze RasG(Q61L) koristila sam kao pozitivnu kontrolu. B) Rezultati testa GST-Rab5A
pull-down s pro¢i§¢enim proteinom IqgC pokazuju da IqgC izravno veZe Rab5A. Analiza Western napravljena je
s antitijelom anti-1qgC (gornji panel). GST pull-down koristila sam kao negativnu kontrolu. SDS-PA gel pobojan
bojom Coomassie briljant plavo (CBB) pokazuje koli¢inu proteina vezanih na glutation-agarozu u oba pull-down-

a (donji panel).

>

YFP-Rab5A

B

Golvesin DAPI preklopljeno
(A76-118)

Prilog 7. Lokalizacija Rab5A u stanici. A) YFP-Rab5A u Zivim stanicama je lokaliziran na stani¢noj membrani,
membrani makropinosoma i preinuklearnime strukturama. Intenzitet signala na makropinosomu postepeno se
povecava nakon zatvaranja makropinosoma. B) mRFP-Rab5A je kolokaliziran s GFP-golvesinom(A76-118),

probom za Golgijev aparat, u fiksiranim stanicama. Veli¢ina mjerila je 5 pm, a vrijeme je dano u sekundama.
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CLUSTAL 0(1.2.4.) sravnjivanje aminokiselinskih sekvenci

Dd_RabSA --------ce--- MNNNNKIFQFKLVLLGEAAVGKSSLVLRFVRGHFLDYQESTIGAAFLA 48
Hs_Rab5B -MTSRSTARPNGQPQASKICQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKGQFHEYQESTIGAAFLT 59
Hs_Rab5C MAGRGGAARPNGPAAGNKICQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKGQFHEYQESTIGAAFLT 60
Hs_Rab5A -MASRGATRPNGPNTGNKICQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKGQFHEFQESTIGAAFLT 59
Cf_Rab5A -MANRGATRPNGPNTGNKICQFKLVLLGESAVGKSSLVLRFVKGQFHEFQESTIGAAFLT 59
JEE REKRR KRR KRR KRR K K KRR KRR R
Dd_Rab5A QTVCLNDTTVKFEIWDTAGQE TLAPMYYRGAQAAIVVYDIRSEDSFERAIKWVKELQ 108
Hs_Rab5B QSVCLDDTTVKFEIWDTAGQE SLAPMYYRGAQAAIVVYDITNQETFARAKTWVKELQ 119
Hs_Rab5C QTVCLDDTTVKFEIWDTAGQE SLAPMYYRGAQAAIVVYDITNTDTFARAKNWVKELQ 12e
Hs_Rab5A QTVCLDDTTVKFEIWDTAGQE SLAPMYYRGAQAAIVVYDITNEESFARAKNWVKELQ 119
Cf_RabSA QTVCLDDTTVKFEIWDTAGQE SLAPMYYRGAQAAIVVYDITNEESFARAKNWVKELQ 119
HREE L ERRERORRORORORR R R R RO R R R RRR R o K KR RRRERK
Dd_Rab5A RQGSPNIVIALAGNKLDLAAKRKVETAEAQQYAEENGLLFMETSAKTSQNVNELFVEIAK 168
Hs_Rab5B RQASPSIVIALAGNKADLANKRMVEYEEAQAYADDNSLLFMETSAKTAMNVNDLFLAIAK 179
Hs_RabsC RQASPNIVIALAGNKADLASKRAVEFQEAQAYADDNSLLFMETSAKTAMNVNEIFMAIAK 18@
Hs_Rab5A RQASPNIVIALSGNKADLANKRAVDFQEAQSYADDNSLLFMETSAKTSMNVNEIFMATAK 179
Cf_Rab5A RQASPNIVIALSGNKADLANKRAVDFQEAQSYADDNSLLFMETSAKTSMNVNEIFMAIAK 179
**‘**.**!ﬂ**:*** XX XX !'C: L 23 **::*.**!ﬁ*******: ***::*: x¥¥
Dd_Rab5A KLPKTPTTRPGSGR--VAIAPIDNGNTGKKNKCCN- 2e1
Hs_Rab5B KLPKSEPQNLGGAAGRSRGVDLHEQSQQNKSQCCSN 215
Hs_Rab5sC KLPKNEPQNATGAPGRNRGVDLQENNPASRSQCCSN 216
Hs_Rab5A KLPKNEPQNPGANSARGRGVDLTEPTQPTRNQCCSN 215
Cf_Rab5A KLPKNEPQNPGANSARGRGVDLTEPTQPTRSQCCSN 215
.. e+

*kkk

Prilog 8. Prikaz sravnjivanja aminokiselinskih slijedova D. discoideum proteina Rab5A (Dd_Rab5A), humanih
proteina Rab5A, Rab5B i Rab5C (Hs_Rab5A, Hs_Rab5B, Hs_Rab5C) te Canis familiaris proteina Rab5A
(Cf_Rab5A9) programom Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Oznacene aminokiseline
ukljucene su u vezanje razliitih efektorskih proteina u stanicama sisavaca te sam mutirala njihove triplete baza
u D. discoideum proteinu Rab5A. Zutom bojom oznaden je serin na 23. mjestu mutiran u asparagin (S23N),
narancastom fenilalanin na 46. mjestu mutiran u alanin (F46A), zelenom triptofan na 63. mjestu mutiran u alanin
(W63A), tamno plavom arginin na 70. mjestu mutiran u alanin (R70A), rozom tirozin na 71. mjestu mutiran u
alanin (Y71A), crvenom metionin na 77. mjestu u serin i svijetlo plavom arginin na 80. mjestu mutiran u alanin
(R80A).

Aktivni Rab5A
YFP-Rab5A YFP-Rab5A o 2
wt  iqgC ko wt  iggC ko E
i ¢ 1,0
E, — — — —_ 0O k[ g
=} C
GST-EEA1!1-208) lizati 2 05 Lwt
L. i
z CiggC ko
0,0

Prilog 9. IqgC ne utjeCe na ukupnu aktivnost Rab5SA u stanicama. A) Rezultati primjera analize Western s
antitijelom anti-GFP pokazuju vezanje aktivnog Rab5A na GST-EEA112%9 y metodi pull-down (lijevo). Analizu
Western s lizatima stanica divljeg tipa (wt) i iqgC™ (iqgC ko) koje eksprimiraju YFP-Rab5A koristila sam za
denzitometriju (desno). B) Denzitometrijska analiza relativnog vezanja aktivnog YFP-Rab5A na GST-EEA1®-
209 y stanicama divljeg tipa i iggC™ pokazuje da medu njima nema znacajne razlike. Prikazani podaci su iz 6
neovisnih eksperimenata, a prikazani su kao srednja vrijednost + SD.
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9. Popis kratica

3-AT
AD
ATP
BD
BCIP
BSA
cAMP
CHD
DTT
EDTA
EEAL
EGF
EGTA
FBS
GAP
GDP
GEF
GFP
GRD
GST
GTP
GTPaza
IPTG
mRFP
NF1
PCR
PI3K
Pl
PI(3)P
PI(4)P
PI(5)P

3-amino-1,2,4-triazol

engl. activation domain
adenozin-trifosfat

engl. binding domain
5-brom-4-klor-3-indolifosfat p-toluidin
albumin govedeg seruma

cikli¢cki adenozin monofosfat

engl. calponin homology domain
ditiotreitol

etilendiamintetraoctena kiselina

engl. early endosome antigen 1

engl. epidermal growth factor

etilen glikol-bis(p-aminoetil eter)-tetraoctena kiselina
fetalni govedi serum

engl. GTPase activating proteins
gvanozin-difosfat

engl. guanine nucleotide exchange factors
engl. green fluorescent protein

engl. GAP-related domain
glutation-S-transferaza
gvanozin-trifosfat

engl. guanosine triphosphatase
izopropil-B-D-tiogalaktozid
monomeric red fluorescent protein
neurofibromin 1

engl. polymerase chain reaction
fosfoinozitid 3-kinaza
fosfatidilinozitol

fosfatidilinozitol 3-fosfat
fosfatidilinozitol 4-fosfat

fosfatidilinozitol 5-fosfat
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P1(3,4)P2
PI(3,5)P2
PI1(4,5)P;
PI1(3,4,5)P3
PIP

PMSF
RBD
RGCt
RTK

SDS
TRITC
V-ATPaza
Y2H

YFP

fosfatidilinozitol 3,4-bisfosfat
fosfatidilinozitol 3,5-bisfosfat
fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat
fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfat
fosfoinozitidi
fenilmetan-sulfonil-florid

engl. Ras-binding domain

engl. Ras-GAP C-terminus
receptori tirozin-kinaze

natrijev dodecil-sulfat
tetrametilrodamin-izotiocijanat-klorid
vakuolarna H" ATPaza

engl. yeast two-hybrid

engl. yellow fluorescent protein
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