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A (260 nm)

A (280 nm)
ACC

Ac-ETFG-ACC

Ac-ETFG-AFC

Ac-GTFG-AFC
Ac-NTFG-AFC

Ac-STFG-AFC

SEZNAM OKRAJSAV

absorbanca merjena pri valovni dolzini 260 nm
absorbanca merjena pri valovni dolzini 280 nm

fluorofor 7-amino-4-karbamoilmetilkumarin
acetil-Glutamin-Triptofan-Fenil-Glicin-amino-4-
karbamoilmetilkumarin
acetil-Glutamin-Triptofan-Fenil-Glicin-amino-4-
trifluorometilkumarin
acetil-Glyicin-Triptofan-Fenil-@in-7-amino-4-trifluorometilkumarin
acetil-Asparagin-Glutamin-Trifam-Fenil-Glicin-7-amino-4-
trifluorometilkumarin
acetil-Serin-Glutamin-Triptofan-Fenik@n-7-amino-4-

trifluorometilkumarin

Ac-SQETFG-ACC acetil-Serin-Glutamin-Glutamin-Trifaa-Fenil-Glicin-7-amino-4-

karbamoilmetilkumarin

Ac-YASQETFG-ACC acetil-Try-Alanin-Serin-Glutamin-Giamin-Triptofan-Fenil-
Glicin-7-amino-4-karbamoilmetilkumarin

AFC flourofor 7-amino-4-trifluorometilkumarin

AIM interakcijski motiv proteinv druzine Atg8

APS amonijev persulfat

Atg avtofagin

ATP adenozin trifosfat

BSA goveji serumski albumin

DMSO dimetilsulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kislina

DTT ditiotreitol

DUB deubikvitiniraj&i encimi

E. coli Escherichia coli

EDTA etilendiaminotetraocetna kislina
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FPLC hitra proteiska tekaiinska kromatografija (anglFast Protein Liquid
Chromatography)

GPI glikozilfosfatidilinozitolna sidra

GST glutation S-transferaza

IPTG izopropilf-D-tiogalaktopiranozid

LB bogato goji&e Luria-Bertani

NaDS natrijev dodecil sulfat

NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforezarig@nosti NaDS

Ni-NTA afinitetna nikelj-kelatna kromatografija

ODss0 opticna gostota kulture pri 550 nm

PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza

PBS fosfatni pufer

PCR verizna reakcija s polimerazo

PE fosfatidiletanolamin

PIP3 fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat

pufrer A vezavni pufer za Ni-NTA kromatografijo tadi lizirni pufer

pufrer B elucijski pufer za Ni-NTA kromatografijo

RNA ribonukleinska kislina

T.cruz Trypanosoma cruz

TAE Tris acetatni pufer

TcAtg4.1l avtofagin 1 iz parazith cruz

TcAtg4.2 avtofagin 2 iz parazifa cruz

Tween-20  polioksietilensorbitan, anionski detergent

WHO svetovna zdravstvena organizacija
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1 uvoD

Avtofagija je evolucijsko ohranjen proces, prisotako pri visjih kot tudi pri enoceinih
evkariontih. Pri avtofagiji se s porjo lizosomov in/ali vakuol razgrajujejo oddr@ in
poSkodovani organeli ter sestavine lastne citoplazilRomembna je pri Stevilnih
fizioloSkih procesih kot so prilagoditve organizmna stres, ohranjanje znotrajcele
homeostaze in diferenciacija celic (Levine, 20@8).visjih evkariontih sta potek in njena
regulacija razmeroma dobro ptema, medtem ko je o avtofagiji v primitivnih eviantih

znanega manj.

EnocelEni bickar Trypanosoma cruzi je povzr@itel] Chagasovega obolenja. Bolezen,
zn&ilna za predel Latinske Amerike, je dosmrtna inljgijsko nevarna (Lima in sod.,
2010). Zivljenjski cikel parazita vkljtuje $tiri razvojne stopnje, ki omotmio prezivetje
parazita ob prehodu iz insektnih v sesalske ggjsti(Pe Souza, 2002). Dokazano je bilo
tudi, da je avtofagija nujno potrebna pri prehodureplikativhe v infektivno razvojno
stopnjo, ki je klj¢na za preZivetje parazita v gostiteljskem organigmivarez in sod.,
2008b).

Cisteinski proteazi avtofagin-1 (TcAtg4.1) in -2c@tg4.2) imata pri procesu nastajanja
avtofagosomov eno izmed kfoih vlog, zato predstavijata atraktivni darza razvoj
inhibitorjev. Z identifikacijo sintetinih inhibitorjev za avtofagina bi lahko prepile
proces avtofagije in diferenciacijo parazita tetausi zivljenjski cikel parazita. Tako bi
prepreili njegovo razmnozevanje in s tem nastanek in epbolezni (Alvarez in sod.,
2008b).
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Stevilne raziskovalne skupine si prizadevajo odknibve terapevtske ¢inkovine za
zdravljenje Chagasove bolezni, saj imajo trenutporabljene terapije prevestranskih
ucinkov in in je zato iskanje novih terapevtskih¢tarujno. Atraktivne tate za razvoj
ucinkovin, ki prepréujejo okuzbo gostiteljev s parazitom. cruz, predstaviljajo z
avtofagijo povezani protein med katere sodita tudi cisteinski proteazi TcAigdn

TcAtg4.2, ki sta kljdni za potek avtofagije v parazitu.

Cilj diplomske naloge je bil biokemijska karaktexizja avtofaginov TcAtg4.1 in TcAtg4.2
iz parazita T. cruz, ki bi omogcila nadaljnje iskanje speathih avtofaginskih
inhibitorjev.

Izolirati smo Zeleli zadostne koéine obeh avtofaginov in njuno aktivnost preveriti s
cepitvijo naravnega substrata TcAtg8.1. Nato smeegitvami flourogenih sintetinih
substratov zeleli doliti substratno specifnost aktivnih avtofaginov in vpliv razinih soli

na aktivnost encimov. Poznavanje biokemijskih lastnavtofaginov bi lahko v nadaljnjih
fazah raziskav omog@do iskanje majhnih molekul, ki bi spedifio inhibirale delovanje
obeh proteaz. Inhibitorje bi nato lahko uporabii mzvoj terapevtskih ¢inkovin za
prepré&evanje infekcije ljudi sT. cruz in zdravljenje Chagasove bolezni pri ze okuzenih
ljudeh. Predvsem za zdravljenje krémh faz je razvoj novih zdravil zaradi

newinkovitosti trenutno obsto§gh, nujno potreben.
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE
V diplomskem delu smo Zeleli preveriti naslednjedtéze:
» S tehnologijo rekombinantne DNA in prenosom genakagpisa za oba avtofagina
v drug ekspresijski vektor lahko izboljSamo obstogstem (glej Alvarez in sod.,

2008a) za izrazanje genov za avtofagin-1 in avinf@gz parazital. cruz.

» lzrazena rekombinantna encima TcAtg4.1 in TcAtgZfita naravne in sintétie

substrate.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 AVTOFAGUA

Avtofagija je evolucijsko ohranjen proces, ki omdgoprezivetje organizma, ko je
izpostavljen raztinim oblikam stresa (stradanje, hormonska signdlezaokuzba s
patogeni, sevanje,...) (Kourtis in Tavernarakis, 2008vine in Kroemer, 2008). Zaradi
klju¢ne vloge pri ohranjanju céhe homeostaze jo najdemo tako pri engéoéii kot tudi
pri veccelicnih evkariontih (Till in Subramani, 2010). Z avtgip celice razgrajujejo in
reciklirajo svoje lastne sestavine, kot so poSkedevin odvéne proteine in proteinske
agregate. Prav tako se odstranjujejo tudicoelikomponente, ki so prevelike za razgradnjo
v proteosomu (odvmi ali poskodovani ceini organeli). Je tudi mehanizem, ki omdégo
pravilno delovanje prirojenega in pridobljenega iskega sistema (pravilen imunski
odziv na mikrobne okuzbe in zaviranje nastanka tiguh Tako je avtofagija s svojim
delovanjem odléilnega pomena za z&#® celic pred raztinimi boleznimi, kot so rak,

nevrodegenerativne bolezni in okuzbe s patogeni.

Avtofagija poteka na nizki, bazalni ravni v vsehieah in vzdrzuje cetino ravnovesje. V
¢asu cekinega stradanja se avtofagija dno povea. Celica si s samorazgradnjo lastnih
komponent zagotovi dovolj energije v obliki ATP (&kez in sod., 2008a, Kourtis in
Tavernarakis, 2009) in ustvarja proste amino- irsdolane kisline, ki se reciklirajo in
uporabijo pri sintezi novih makromolekul, kijoih za prilagoditev na stres (Levine in
Kroemer, 2008, Sugawara in sod., 2005, KourtisameFnarakis, 2009¥.e se razmere ne
izboljSajo, se samorazgradnja nadaljuje in nasampofagni tip ceine smrti (Geng in
Klionsky, 2008, Kourtis in Tavernarakis N., 200®uine in Kroemer, 2008).

Avtofagija je odgovorna tudi za diferenciacijo celn odstranjevanje odueih celinih
komponent med razvojem organizma. Kha je pri preobrazbi Stevilnih parazitov in
insektov v razine razvojne stopnje in je eden izmed faktorjev,vgliva na hitrost
staranja. V veécelicnih organizmih lahko nekateri znotrajaégli patogeni mikrobi
spremenijo proces avtofagije in ga izkoristijo sgbprid. Posledica okuzbe gostitelja s

patogeni je nastanek nepravilnosti v poteku avigdadki se odrazi v obliki bolezni
4
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(Sugawara in sod., 2005, Alvarez in sod., 2008a, itH&lionsky, 2009, Kourtis in
Tavernarakis, 2009).

2.1.1 Potek avtofagije

Fagofor, nastajajo membranski dvosloj, Zae obdajati cetine komponente namenjene za
razgradnjo. Ko fagofor obda tar, nastane avtofagosom, vezikel sestavljen iz dvoje
membran. Zunanja membrana avtofagosoma se zligogomsko membrano in nastane
avtolizosom. Notranja membrana slednjega se skgpapvorom s pomigo Kkislih
lizosomskih hidrolaz razgraqHe in Klionsky, 2009 Alvarez in sod., 2008a, Alvara
sod., 2008h, Geng in Klionsky, 2008, Reggiori imoikkky, 2005).

b e
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Slika 1: Potek avtofagije (povzeto po Xie in Klidys2007)
a - citosolne proteine in organele¢ma obdajati fagofor. b-c — nastanek avtofagosomajégovo zlitie z
lizosomom ter nastanek avtolizosoma — d. e — rgagaassebina avtolizosoma.

Pri indukciji avtofagije, oblikovanju, Siritvi in arenju avtofagosomov sodelujejo z
avtofagijo povezani (Atg) proteini. Pri avtofagigodelujeta dva ubikvitinu podobna
proteina, ki imata pomembno viogo v zgodnjih fazastajanja avtofagosoma. Prvi je
Atgl2, ki je podoben ubikvitinu in se s po&jm proteina Atg7 in Atg10 pripne na protein
Atg5. Nastane konjugat Atgl2-Atgb, ki tvori kompéek proteinom Atgl6. Proteinski
kompleks Atgl2-Atg5-Atgl6 tvori prehodni ptaki omog@a deformiranje fagofora pri

5



Zorko B. Izrazanje in doltitev lastnosti avtofaginov Atg4.1 in Atg4.2 iz paita Trypanosoma cruz.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehri& fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012

procesu nastajanja avtofagosomskih veziklov. KoejuglajSa tudi lipidacijo Atg8 in
usmerja njeno pravilno lokalizacijo v celici (GemgKlionsky, 2008). Drugi ubikvitinu-
podoben protein, ki omoga Siritev fagofora in nastanek avtofagosoma je AR)®teaza
Atg4 cepi protein Atg8 blizu C-konca, ptemer se izpostavi glicinski preostanek. C-
koncni glicin se nato v nizu reakcij kovalentno veze(R&). Tako so prej citosolni proteini
Atg8 tesno povezane z membranami. Se preden siagesom zlije z lizosomom, se vsi
proteinski kompleksi, vkljgno z Atg8, odcepijo z zunanje membrane vezikla én s
sprostijo v citosol, kjer so na voljo za uporabo mastanku novih avtofagosomov. Atg8
vezan na PE je verjetno k§oi protein, ki omog®a Siritev fagoforne membrane, katere
kolicina korelira z velikostjo avtofagosomov (Geng indfksky, 2008, Alvarez in sod.,
2008a).

2.1.2 Vloga avtofagije pri preobrazbi parazitaTrypanosoma cruz

Povzraitelju Chagasove bolezni, parazitdrypanosoma cruzi, proces avtofagije
predstavlja kljgni mehanizem prezivetja epimastigoto¢asu stradanja, ki lahko trajadve
kot 12 mesecev, ko se ti nahajajo v zadnjem dedwesja insektov. Prav tako je nujno
potrebna med procesom diferenciacije parazita Néree razvojne stopnje. Proces zahteva
hitro in obsezno razgradnjo proteinin recikliranje gradnikov za sintezo novih molekul
(Alvarez in sod., 2008a, Alvarez in sod., 2008b).

2.2 TRYPANOSOMA CRUZ|

Trypanosoma cruz je znotrajcelini protozojski parazit z zapletenim zivljenjskimogiom
(shematski prikaz na Sliki 2.8) (Lima in sod., 20D@ Souza, 2002, Kosec in sod., 2006).
Ima Stiri glavne razvojne faze (metactde tripomastigote, amastigote, tripomastigote in

epimastigote) in dva gostitelja (stenibeatoma sp. in sesalce).

Metaciklicni tripomastigoti, ki so zelo gibljivi, vstopijo wesalskega gostitelja skozi
poSkodovano kozo ali sluznico in se naselijo v oadli miSic, Zi¢nega sistema in
retikuloendotelnega sistema. Paraziti se v gomtiietelici sprva nahajajo v parazitoforni

vakuoli, od koder preidejo v citoplazmo. V njej s@omastigoti spremenijo v dele se
6
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amastigote. Ti rastejo in se delijo. Proces repljkapoteka do devet generacij. Po
zakljuwwenem ciklu pomnoZevanja, se amastigoti difererwirggzaj v tripomastigote ter
raztrgajo plazemsko membrano celice. Prosti trigiigati tako lahko okuzijo sosednje
celice in se po krvnem obtoku razsirijo po teleskalonizirajo tudi druge organe (Lima in
sod., 2010, De Souza, 2002, Tanowitz in sod., 20@8ina, 2010, Epting in sod., 2010).

epimastigoti

koza
Metacikli¢ni tripomastigoti v

_\ blatu suzelke

praskanje

Slika 2: Zivljenjski krog parazit@rypanosoma cruz (Lima in sod., 2010)

A - prikaz vnosa metacikinih tripomastigotov v gostitelja s praskanjem. B<dtop parazita v gostiteljsko
celico in spreminjanje tripomastigotov v didese amastigote. Ti v gostiteljskih celicah rastejse delijo. G

- po zakljgenem ciklu pomnoZevanja parazita, se amastigatreliicirajo nazaj v tripomastigote, ki se po
krvnem obtoku razSirijo po telesu.

Stenice (riatoma sp.), ki se prehranjujejo s krvjo sesalcev, zauZzijgjdripomastigoti
okuzeno kri. V srednjem deltrevesja insekta se parazit diferencira v epimasiga se
zatnejo intenzivno podvojevati. V zadnjem deievesa se njihovo podvojevanje ustavi.
Potee diferenciacija v infektivne metacikhe tripomastigote, ki lahko ponovno vstopijo v
sesalskega gostitelja in ga okuZzijo. Diferenciagijmfektivno obliko sprozi pomanjkanje
hranil v zadnjem deldrevesja. Po 3 do 4 tednih se med prehranjevanjamlkais krvjo
novega sesalskega gostitelja, parazitidigbov blatu Zuzelk blizu mesta ugriza (Alvarez in
sod., 2008a, Alvarez in sod., 2008b, De Souza, 2B02ec in sod., 2006, Tanowitz in
sod., 1992). S praskanjem stbga mesta ugriza se parazit prenese do poSkodovane
povrhnjice in tam ponovno vstopi v sesalskega tggtiin zaklj&i svoj krog. V telo jih
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lahko vnesemo tudi preko sluznice z okuzeno hr&wobinjskim priborom ali rokami
(Tanowitz in sod., 1992, Barrett in sod., 2003).

Makrofagi sesalskega gostitelja skuSajo prépreokuzbo gostiteljskega organizma s
fagocitozo parazita, vendar ravno s svojim deloaanparazitu omoggo vstop v celico.

Na Sliki 2.9 so prikazani trije Kni vstopa parazita v gostiteljsko celico. OdGadvisna
eksocitoza lizosomov na plazemsko membrano odegstop po fagocitozni poti. Od
aktina odvisna pot omoga vdor parazita skozi Siritev plazemske membrarsgazit
vstopi v gostiteljsko celico s porjo endocitoze. Okoli njega nastane parazitoforna
vakuola, ki se zlije z lizosomom. Parazit lahkoopstv gostiteljsko celico tudi na delu
membrane, kjer se kapi PIP3. Te molekule povzégo invaginacijo membrane, ki

popolnoma obda. cruzi. Nastane zgodnji endosom (De Souza in sod., 2010).

Zgodnji

endosom

Slika 3: N&ini vstopa parazitd. cruz v sesalske celice (povzeto po De Souza in sod()20

Slika prikazuje tri n&éine vstopa parazita v gostiteljsko celico. Od lgweti desni so prikazani: vstop po
fagocitozni poti, vstop s poni endocitoze in vstop z invaginacijo membranegydpolnoma obda. cruz.

V celici nastane zgodnji endosom ali/nato lizosom.
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2.2.1 Strukture in procesi, ki pomagajo parazitom pi diferenciaciji in invaziji

Na povrsini parazita se nahajajo glikoproteini mskega tipa, za katere se domneva, da
poleg varovanja povrSine parazita omégjo tudi adhezijo na gostiteljske celice in imajo
vlogo pri maskiranju pred imunskim odzivom gosjéel(Rassi in sod., 2007). Z
glikoproteini se pritrdijo na glikozilfosfatidilinmtolna (GPI1) sidra (Tanowitz in sod.,
1992, Rassi in sod., 2007). GPI-sidra naj bi porfaagé iskanju mikrodomen lipidov na
membrani gostiteljske celice ter tako oméitgp okuzbo makrofagov gostitelja (Epting in
sod., 2010, Hong in Kinoshita 2009).

2.3 CHAGASOVA BOLEZEN ALI JUZNOAMERISKA TRIPANOSOMDZA

Leta 1909 je Carlos Chagas odkril paraditgpanosoma cruzi, povzr@itelja Chagasove
bolezni. (Tanowitz in sod., 2009, Coura in Borgesreira, 2010).

Bolezen predstavlja zelo velik zdravstveni problerdrzavah Latinske Amerike. Izmed
vseh parazitskih obolenj ravno zaradi te boleznraumgajv€ bolnikov (Abad-Francha in
sod., 2010, Lima in sod., 2010). Z globalizacijanigracijo latinskoameriskih prebivalcev
je bolezen dosegela svetovne razseznosti. V nenatidid drzavah predstavljajo diaski
delez obolelih ravno migranti. Bolezen je tako @m& tudi na severnoameriSkem
kontinentu, v Evropi (predvsem bolivijski migranty) Avstraliji in na Japonskem (Bern in
sod, 2007, Schmunis in Yadon, 2010). Ocenjujejojedsl. cruzi okuzenih ze med 16 in
18 milijonov ljudi po vsem svetu. Za posledicamotdmja vsako leto umre tudi do 50 000
ljudi (Lima in sod., 2010, WHO, 2008).
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Slika 4: Ocena Stevila ljudi okuzenifTscruz v letu 2009.
Vir: http://lwww.treatchagas.org/cp_chagas_backgdoaspx
Najve: okuzenih je na podifu Latinske Amerike.

V endeménih podra@jih predstavljajo vire okuzbe neposredni stiki fjud okuzeno
(Triatoma sp.), okuzena hrana, transfuzija (prisotna tudi v ndemitnih drzavah),
transplantacija in kongenitalni prenos (Schmunisyadon, 2010, Coura in sod, 2010,
Coura, 2007, Gascon in sod., 2010).

Chagasova bolezen je v ¢éetni, akutni fazi oliiajno ne-simptomatha. Parazit je Se
prisoten v krvi, zato lahko okuzbo dokazemo z nskapskim pregledom sveze krvi
oziroma kateregakoli primernega vzorca barvaneganmiodi Giemsa. Diagnoza v
kroni¢ni fazi temelji na odkrivanju speatfiih protiteles, ki se veZzejo na antigene parazita
T. cruzi. Obicajno je prvi znak, ki se pojavi ob okuzbi, splo&tabo pdutje. Tega lahko
spremljajo tudi vroina, diareja in otekle bezgavke. V hujSih primelahko pride do
poveanja jeter in vranice, miokarditisa in meningoeatigéa. Karakteristina znaka za to
obolenje sta znak Romana in Sagom. Znak Roman&l@n \kot oteklina okoli &esa in
enostranski konjunktivitisCe je vstopno mesto parazita koZa, nastali oteldmaivimo
Sagom. (Miles in sod., 2003, Coura in Borges-Pare2010, Tanowitz in sod, 1992).
Klini ¢ni znaki se zénejo kazati Sest do deset dni po infekciji in fi@jean do dva meseca

(Barrett in sod., 2003, Rassi in sod., 2007). Dgihuzapletov prihaja predvsem zaradi
10
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mocne vnetne reakcije. Proti parazitu, ki je ze rgesirpo telesu, se borijo levkociti,
vklju¢no z eozinofilci in makrofagi, ki sprédjo vnetne mediatorje, kot so citokini in
dusSikov oksid (NO). Vnetna reakcija sprozi¢emje misénih celic in nevronov okuzenih s
T. cruz (Tanowitz in sod. 2009, Tanowitz in s0d.1992). $¢ujoblike bolezni so
najpogostejSe pri otrocih starih med prvim in peletom. Ve&ina akutnih bolnikov se z
zdravili pozdravi v roku 3 do 4 mesecev, a je dmtes terapijo nujno zati Zze v tej fazi.
Ker je bolezen pogosto neizrazita in bre&ztroh simptomov, se z zdravljenjem pogosto
pricne prepozno. Nezdravljeni okuZzeni posamezniki taktopijo v kronéno fazo in
ostanejo okuzeni vse zivljenje (Bern in sod. 20B@scon in sod., 2010). Od 70 do 80 %
kroni¢nih bolnikov nikoli ne razvije simptomov in znak@elezni. Pri 20-30 % bolnikov
pa se v nekaj letih oz. desetletjih pokazejo sprebee ki so vidne v Kligini sliki.
Obicajno prizadenejo srce ali prebavila (Bern in s@0Q7, Coura in Borges-Pereira,
2010). NajhujSi mozni zapleti so motnj€rsega ritma, aritmije ventrikla, tromboembolije,
sKEno popusanje in nenadna smrt. Za spremembe prebavil stélzaamegakolon in
megaezofagus (Gascon in sod., 2010). Patogeneeanibde vedno ni povsem jasna. Na
njen potek najverjetneje vpliva dolgotrajna prisihparazita v telesu, proti kateremu se

neprestano bori tudi imunski sistem (Miles in s@003).

Zdravljenje Chagasove bolezni je zelo probletmati Na voljo imamo le dve zdravili,
nifurtimox (Lampit; Bayer 2502) in benznidazol (Rawil; Roche 7-1051), ki sicer
zmanjSata resnost akutne bolezni, a statinkavita pri zdravljenju krorine okuzbe
(Tanowitz in sod.,1992). Ker ju je potrebno uzivddlj ¢asa, lahko zaradi svoje tokisosti
povzraita tudi hude stranske ¢umke. Zgodnje zdravljenje z benznidazolom ali
nifurtimoxom zagotavlja skoraj 100 % stopnjo ozdina pri dojergkih in priblizno 60-
80% pri otrocih, vendardinkovitost upada s trajanjem okuzbe. Pacienti myoloajnim
obolenjem imajo manj kot 10 % moznost ozdraviteg j& LWwinkovitost zdravil odvisna od

trajanja okuzbe (Tanowitz in sod., 2009).
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24 PROTEAZE

Proteaze (imenovane tudi peptidaze) so proteoleamtimi, ki katalizirajo hidrolizo
peptidne vezi v proteinskem substratu (Atkinsorsad., 2009, Turk, 2006). Ti encimi
predstavljajo priblizno 2 % vseh izrazenih protein(sajid in McKerrow, 2002). S
proteolizo (tj. razgradnjo proteinov) so proteazdjufene v regulacijo caelnega cikla,
proliferacije, cekkne smrti, podvajanja DNA, preoblikovanja tkiv, horstaze, celjenja ran

in imunskega odziva (Turk in sod., 2012).

2.4.1 Delitev proteaz

Proteaze so velike med deset kDa do s® kDa (Sajid in McKerrow, 2002). Sodobna
razdelitev proteaz temelji na evolucijski povezdanas mehanizmu delovanja, zato
peptidaze delimo v skupine glede na ram kriterije: mesto cepitve polipeptidne verige,
optimalni pH delovanja in katalitski mehanizem. @ena mesto cepitve dimno

eksopeptidaze, ki cepijo peptidno verigo na N-Glkonca in endopeptidaze, ki cepijo

peptidno vez znotraj proteinske molekule.

Glede na katalitski mehanizem jih delimo na:
« cisteinske peptidaze (v aktivnem mestu sta cisteimstidin),
e aspartatne peptidaze (v aktivnem mestu sta dveagpaki kislini),
« serinske peptidaze (v aktivnem mestu sta serimstidin),
» treoninske peptidaze (v aktivnem mestu je treonin),
« metalopeptidaze (za delovanje potrebujejo koviriske: CG*, Zr#*, C&*, Mn?")

* peptidaze neznanega katalitskega tipa (Enzyme ndatare, 1984).
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Slika 5: Katalitski mehanizmi proteaz: a) serindkecisteinske, c) aspartatne, d) metalopeptidarez(in
sod., 2009).

2.4.2 Vezavna mesta za substrat

Schecher in Berger sta leta 1967 definirala vezaweata za substrat na papainu kot
modelni endopeptidazi. Aminokislinski ostanki subt vezani v aktivho mesto encima so
Z njegovega N-konca proti C-koncu poimenovani s P, P1, P'l, P2, P'3, itd. Mesto
cepitve polipeptidne verige v substratu se nahagd aminokislinskima ostankoma P1 in
P'l. Vezavna mesta za substrat v encimu pa so povaea S1, S2, S3, S'1, S'2, S'3itd. in
lezijo nasproti pripadajdm aminokislinskim ostankom substrata (Slika 6)rulstiura
substratnega vezavnega mesta na encimuaokateri aminokislinski ostanki substrata se
lahko vezejo na posamezna vezavna mesta v aktiumestu proteaze.

substrat CEPITEV

MHz

ZoooH

encim

Slika 6: Vezavna mesta za substrat v aktivnem mestiima (definicija po Schecher in Berger, 1967)
Aminokislinski ostanki substrata poimenovani s P23, P1, P'l, P'2, P'3. Mesto se nahaja med P1lin P’
Vezavna mesta za substrat na encimu pa so poimea®&HB S2, S3, S'1, S'2, S'3.
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2.4.3 Cisteinske proteaze

Cisteinske proteaze so v naravi vsesplosno ram8irjBlajdemo jih pri evkariontskih in
prokariontskih organizmih ter virusih. V aktivhemestu cisteinskih proteaz se nahaja
kataliticni par cistein in histidin. Zveplo v cisteinu jekdeofil, ki se prvi pribliza peptidni
vezi in Kkatalizira razcep substratne molekule. iHist pa ima vlogo baze, ki sprejme
proton (Sajid in McKerrow, 2002).

Glede na podobnost v aminokislinskem zaporedjeiciske proteaze delimo na 8 klanov.
NajobseznejSa je druzina papainu - podobnih encikiaodi v klan CA in druzino C1. V

druzino papainu podobnih encimov spadajo papauiruige rastlinske endopeptidaze, kot
so aktinidin, bromelain in kimopapain, cruzipain podobne parazitske proteaze ter
lizosomski katepsini (Turk in sod., 2000). Malo n&a a za raziskovalce prav tako
zanimiva, pa je tudi druzina C54, v katero spadajtofagini (cisteinske proteaze Atg4).
Avtofagini igrajo kljwno vlogo v procesu avtofagije, ki je kijua za prezZivetje

enocelénih kot tudi vécelicnih evkariontskih organizmov (Mottram in sod., 2R04

2.4.3.1 Avtofagini

Avtofagini (ali tudi proteaze Atg4) so citosolnipganu-podobni encimi, ki sodijo v klan
CA cisteinskih proteaz. Tako kot vsi ostali enctega klana so sestavljeni iz dveh domen,
med katerima se nahaja aktivho mesto. Leva (L) danje pretezno grajena dzvijacnic,
desno domeno (R) pa gradijo predvsgstrukture (Slika 7, Turk in sod., 2000). ManjSa
domena a-vijacnicami je najverjetneje potrebna pri interakcigugostrati, na «gi pa se
nahaja aktivno mesto, ki je zakrito z regulatoramko (Merops. Family C54. Summary
for family C54).
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Slika 7: Kristalna strukturélovesSkega avtofagina HsAtg4B (Merops. Summary fptjgase C54.003:
autophagin-1)

Avtofagini cepijo substrat Atg8, ki nato sodeluje pblikovanju avtofagosomov. Pri
sesalcih najdemo Stiri homologe cistenske protestgd: Atg4A-D (Till in Subramani,
2010). Proteaze Atg4 cepijo substrat Atg8 blizuddda in ga tako aktivirajo. Aktiviran
Atg8 (LC3-1) ima na C-koncu izpostavljen glicin, &e v nadaljnjih reakcijah poveze s
fosfatidiletanolaminom (PE) v lipidnem dvosloju &dgra (lipidiran LC3-Il). Po nastanku
vezikla Atg4 z zunanje membrane avtofagosoma odstgd, ki se lahko ponovno uporabi
pri nastanku novih avtofagosomov. Tako ima Atg4 epolendopeptidazne tudi
izopeptidazno o0z. deubikvitinirajo aktivnost, podobno deubivitinirajon (DUB)
encimom, ki odcepljajo ubikvitinske molekule s swétv, namenjenih za razgradnjo s
proteosomom. Lipidacija in delipidacija Atg8 stgukhega pomena za nastajanje in
oblikovanje avtofagosomov ter normalen potek agipda(Alvarez in sod., 2008a, Kosec
in sod., 2006, Till in Subramani, 2010, Nakatogamvsaod., 2007, Sugawara in sod., 2005).

Genom Trypanosome cruzi nosi zapis za dva homologa avtofaginov, avtofdgin-
(TcAtg4.1) in avtofagin-2 (TcAtg4.2) (Kosec in spd006). Avtofagini se izraZzajo v vseh
Stirih razvojnih stopnjahT. cruzi: v epimastigotih, matacikinih tripomastigotih,

amastigotih in tripomastigotih (Alvarez in sod.08Q).
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Alvarez in sod. (2008a, 2008b) so dokazali, da &ken koncentracije avtofaginov

TcAtg4.1l oz. TcAtg4.2 zadostne za procesiranje AtgBleg procesiranja pa sta oba
avtofagina sposobna tudi dekonjugacije Atg8 s PEAtd4.1 ima 10000 krat viSjo

proteolitno aktivnost kakor TcAtg4.2, zato TcAtg4.2 v celiwajverjetneje sluzi kot

rezervni sistem¢eprav ne izkljdujejo moznosti, da sodeluje v procesiranju subsirat /

ali dekonjugaciji drugih ubikvitinu podobnih proteiv.

2.5 PROTEINI DRUZINE Atg8

Ubikvitin in njemu podobni proteini (kamor sodijaudi proteini iz druzine Atg8)
sodelujejo pri posttranslacijski modifikaciji pratev. Ti majhni regulatorni proteini
urejajo delovanje svojih ciljnih proteinov, in sidako da:

e ozna&ijo tiste, ki SO namenjeni za razgradnjo v protensp

» skrbijo za interakcije z ostalimi proteini,

« dologajo njihov polozaj v celici (Nakatogawa in sod.0Z).

Pri sesalcih najdemo Sest homologov proteina Atg8pada v dve poddruzini, MAP1LC3
poddruzino (LC3A, LC3B in LC3C) in GABARAP poddrumti (GABARAP, GATE-
16/GABARAPL2 in ATG8L/GABARAPL1) (Li in sod., 2011)v T. cruzi pa dva
homologa TcAtg8.1 in TcAtg8.2TcAtg8.1 je funkcionalen homolog proteinu Atg8 iz
kvasovk in proteinu LC3 pri sesalcih in se upombtot avtofagosomski marker za
spremljanje nivoja avtofagije v parazitu (Nakatogam sod., 2007, Alvarez in sod.,
2008a).

Protein Atg8 ima poleg regije s podobnim vzorcentjakot ubikvitin (Slika 8 A), Se dve
vijacnici, ki se nahajata na N-koncu proteina (Sugawaisod., 2005, Noda in sod. 2010)
(Slika 8 B). Vij&nici sta posebnost proteinov druzine Atg8, po khatgh lo¢imo od
ostalih ubikvitinu podobnih proteinov. Vsi proteidruzine Atg8 imajo izpostavljenp-
strukturo f32), ki je odgovorna za povezovanje z avtofaging@se z avtofaginom poveze

preko interakcijskega motiva proteinov druzine A(g&M).
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Slika 8 A) Kristalna struktura ubikvitinaBolton in sod., 2001).
B) Kristalna struktura Atg8. Aminokislini F77 in Bsta kljini pri interakciji z Atg4 (Amar in sod., 20C

Molekule Atg-8 imajo vblizini B2-strukture dva hidrofobna Zep8lika 9 prikazuje W-
mesto, ki ga sestavljajstransk verige Glul7, lle2l, Pro30, lle32.ys48, Leu50 in
Phel04, L-mesto paestavljaji stranske verige Tyr49, Val51, Prq92eu55, Phe60, in
Val63. Zepa (predvsem W) predstavljeohranjeni del homologilproteirov iz druzine
Atg8, ki je odgovoren zgovezovanje z nekaterimi knimi proteiri, ki sodelujejo v

procesu avtofagij@Noda in sod. 201(

-- =\I L

\L-sitel 55

hZivsalkey:

Slika 9: Atg8s prikazanima hidrofobnima Zzepoma W in L (Nodadd.s2010]
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2.5.1 Konjugacija Atg4 in Atg8

Slika 10 prikazuje cepitev substrata Atg8 (LC3)vioéaginom Atg4. Cepitev pote med
Gly116 in Argl17. Po aktivaciji Atg8 se na C-koniepostavi glicin. Ta tvori tioestersko
vez s Cys-507 na proteinu Atg7, ki om@gkonjugacijo aktivirane Atg8 s proteinom Atg3
(Geng in Klionsky, 2008, Nakatogawa in sod., 20Bdgawara in sod., 2005, Alvarez in
sod. 2008a, Noda in sod. 2010). Atg3 tvori izophpii vez med substratom Atg8 in
fosfatidiletanolaminom (PE) v fosfolipidnem dvoslapastajajéega avtofagosoma. Atg8
vezan na PE je trdno povezan in zasidran v memb(Kosec in sod., 2006, Till in
Subramani, 2010) in omoga hemifuzijo membran in povanje avtofagosomov. Tesna
povezava med molekulami Atg8 in PE na r&ih membranah pribliza dva lipidna
dvosloja, povzrd njuno deformacijo in omogd hemifuzijo dveh lipidnih dvoslojev
(Nakatogawa in sod., 2007).
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Slika 10: Konjugacijski sistem Atg8-PE (Nationaktitute for Basic Biology, 2004)

Po nastanku avtofagosoma se Atg8 sprosti s PEefiiew kompleksa Atg8-PE poskrbi
proteaza Atg4 in s tem omogsproganje Atg8 nazaj v citosol. Ta reakcija je pomembna
za recikliranje proteina Atg8. Konjugacijski cikéltg8, vkljuéno z odcepitvijo Atg8 z
membrane avtofagosoma, igra pomembno viogo pri l@#egu avtofagije (Geng in
Klionsky, 2008, Nakatogawa in sod., 2007).
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Ko je v celici in njenem okolju prisotnih dovoljdmil, se veéina Atg8 nahaja v citosolni,
nekonjugirani obliki povsod v citoplazmi. Pomanjj@rhranil v okolju in celici in
posledéno stradanje pospeSi nastajanje avtofagosomov doepravtofagije (Alvarez in
sod. 2008a, Kourtis in Tavernarakis, 2009). Ob pamem nastajanju avtofagosomov se
vecina Atg8 pretvori v PE-konjugirano obliko in se agnna membrani avtofagosomov
(Geng in Klionsky, 2008).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kemikalije

Kemikalija:
Agaroza NA
Akrilamid
APS
BSA (goveji serumski albumin)
Coomassie brilliant blue R-250
DMSO
DNA ozn&evalca:
GeneRuler 1kb DNA ladder
GeneRuler 100 bp DNA ladder Plus
DTT (ditiotreitol)
E-64

EDTA

Etanol, 96%

Glicerol, 100%

Glukoza

Goveji serumski albumin (BSA)
HCI, 36%

Imidazol

IPTG (izopropil$-D-tiogalaktopiranozid)
Kemikalije za PCR (dNTP, Mgég)l
Kvasni ekstrakt

Metanol

NaCH;COO (natrijev acetat)

20

Proizvajalec in drzava porekla:

Pharmacia, Svedska
Serva, Nendija
Serva, Nendija
New England Biolab#
Pharmacia, Svedska

Merk, Nentija

MBI Fermentas, &itv
MBI Fernasnt.itva
Serva, Nertija
Peptide Research Institute,
Japonska
Serva, Nenija
Carlo Erba, Italija
Carlo Erba, Italija
Carlo Erba, Italija
New England Biolabs
Carlo Erba, Italija
Fluka, Nengija
Sigma, ZDA
MBI Fermentas, Litva
Sigma, ZDA
Carlo Erba, Italija

Kemika, Hrvaska
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NacCl Carlo Erba, Italija

Nag citrat Carlo Erba, Italija
(NH,) citrat Carlo Erba, Italija
NaDS fqatrijev dodecil sulfat) Pierce Chemical, ZDA
NaHPO, X 2H,0 Serva, Nerdija
NaH,PO, X 2H,0O Serva, Newija

NaOH Carlo Erba, Italija
Ocetna kislina (CEHCOOH) Carlo Erba, Italija
PageRuler MBI Fermentas, Litva
Pepton Sigma, ZDA

PBS Fluka, Nengija
Tween-20 Fluka, Nengija
TEMED (tetrametiletilendiamin) Serva, Néja
Tris/HCI Serva, Nendija

Triton X-100 Serva, Nethja

3.1.2 Komercialni kompleti reagentov in drugi reagati
* Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)ZD
» JETquick Miniprep Plasmid Spin Kit (Genommed GmiNéntija)
* 6x Loading dye Solution (MBI Fermentas Life SciencEDA)
* T4DNA-ligazni pufer (New England Biolabs, Velikaigmija)
e Overnight Exress Instant Tb medium (Novagen, Righ
* PageRulerTM Prestained Protein Ladder (MBI fermenhiée Science, ZDA)
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3.1.3 Pufri in raztopine

6x nanasSalni pufer za NaDS-PAGE (za 10 ml)
0,363 g Tris (300 mM)

0,3 g NaDS (100 mM)

0,112 g EDTA (40 mM)

1,83gDTT (1,2 M)

6 ml glicerol (60% (v/v))

30 mg bromfenol modro

Pufer PBS

2,5 mM NahBPQO, x 2H,0
7,5 mM NaHPO, x 2H,O
145 mM NacCl

Elektroforezni pufer za NaDS-PAGE
25 mM Tris

192 mM glicin

0,1% NaDS

Lizirni pufer

50 mM Tris/HCI, pH 7,6
150 mM NacCl

0,1% Triton X-100

20 mM VezavnPufer A za Ni-NTA kromatografijo pH 7.4 in tudi lizirni per
20 mM NaHPOy x 2H,O
500 mM NacCl

20 mM imidazol
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500 mM ElucijskiPufer B za Ni-NTA kromatografijo pH 7,4
20 mM NahPQO, x 2H,0

500 mM NacCl

500 mM imidazol

Dializni pufer
50 mM Tris/HCI, pH 7,6

150 mM NacCl

Pufri za cepitve sintetnih substratov:

1. 25 mM Tris/HCI, pH 7,6
5mM EDTA

2. 25 mM Tris/HCI, pH 7,6
5 mM EDTA
0,5 M Ng citrat

3. 25 mM Tris/HCI, pH 7,6
5 mM EDTA
1 M Ng; citrat

4. 25 mM Tris/HCI, pH 7,6
5mM EDTA
0,5 M (NHy), citrat

5. 25 mM Tris/HCI, pH 7,6
5mM EDTA
1M (NH,), citrat

Pufer za barvanje gelov

0,5 % Barvilo Coomassie Blue r-250
50 % metanol

10 % ocetna kislina
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Pufer za razbarvanje gelov

50 % metanol

10 % ocetna kislina

0,8 % agarozni gel

0,48 g agaroze
60 ml Sybr safe

Zbiralni gel

3,075 ml dHO

1,25 ml 1,5 mM Tris/HCI; pH 6,8
625 ul akril/bisakrilamida

0,05 ml NaDS

10ul TEMED

20ul APS

12,5 % I@evalni gel

4,270 ml dHO

2,5ml 0,5 mM Tris/HCI; pH 8,8
3,13 ml akril/bisakrilamida
0,10 ml NaDS

20 ul TEMED

40l APS

15 % Iaevalni gel

3,65 ml dBO

2,5ml 0,5 mM Tris/HCI; pH 8,8
3,75 ml akril/bisakrilamida
0,10 ml NaDS

20 ul TEMED

401l APS
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3.14

3.1.5

Gojia

LB (bogato gojie Luria-Bertani): 10 g kazeinskega hidrolizata,glBaCl in 5 g
kvasnega ekstrakta, do 1 L g pH smo z NaOH umerili na vrednost 7,4.

LBA: LB gojiS¢e s 50ug/ml ampicilina

LBAC: LB gojisce s 50ug/ml ampicilina in 25ug/ml kloramfenikola

LBK: LB gojis¢e s 25ug/ml kanamicina

LBKC: LB gojisce s 25ug/ml kanamicina in 2g/ml kloramfenikola

TB avtoinducirajée goji€e: 60 g TB suhega gofig, | L dHO in 12,6 ml 80%
glicerola. Po kuhanju smo ohlajenemu ghajisddodali Se 25 ml glukoze in po
potrebi ustrezne antibiotike. pH umerimo na 7,0.

TBA gojisce s 50ug/ml ampicilina

TBAC goji&e s 50ug/ml ampicilina in 25ug/ml kloramfenikola

TBK gojisce s 10Qug/ml kanamicina

TBKC goji&e s 10Qug/ml kanamicina in 2ng/ml kloramfenikola

Encimi, plazmidi

BamHI (New England Biolabs, Velika Britanija)

EcoRI (New England Biolabs, Velika Britanija)

Pstl (New England Biolabs, Velika Britanija)

Xmal (New England Biolabs, Velika Britanija)

T4 DNA-ligaza (New England Biolabs, Velika Britasjj

T7 DNA polimeraza (Promega, ZDA)

pET-28a

PGEX-2T

Rekombinantni avtofagim.cruz, pET-28a:TcAtg4.1 (dr. Dejan Cagé)
Rekombinantni avtofagim.cruzi, pET-28a:TcAtg4.2 (dr. Dejan Cagt)
Rekombinantni proteiii.cruz, pET-28a:TcAtg8.1 (dr. Dejan Cagt)
Rekombinantni proteiit.cruz, pET-28a:TcAtg8.2 (dr. Dejan Cagti)
Rekombinantni avtofagim.cruzi, pGEX-2T:TcAtg4.1 (pripravila sama)
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3.1.6 Gostiteljske bakterijske kulture

Escherichia coli sev DH&
Escherichia coli sev BL21[DE3]
Escherichia coli sev BL21[DE3]pLysS

3.1.7 Seznam laboratorijske opreme

0,5 ml mikrocentrifugirke (Costar, ZDA)

1,5 ml mikrocentrifugirke (Costar, ZDA)

15 ml centrifugirke (Bibbly Sterilin, Velika Britaja)

50 ml centrifugirke (Bibbly Sterilin, Velika Britaja)

Aparatura za PCR 2720 Thermal Cycler (Applied Bsbsgn)

Avtomatske pipete 0,1-2,nl, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 ul, 100-100Q (Eppendorf,
Nemgija)

Bralnik mikrotiterskin plo§ TECAN Saphire (Tecan, Svica)

Centrifuga Centrikon H-401 (Kontron, Svedska)

Centrifuga RC 5C plus (Sorvall)

Centrifuge Eppendorf 5402, 5410, 5415R, 5417R (BgpHd, Nentija)

Crna mikrotitrska plo& s 96 luknjicami (Costar, ZDA)

Digitalni fotoaparat C-4040 Zoom (Olympus)

Kadicka za agarozno elektroforezo Easy Cast Electrogief@ystem Model #81A (Owl
Scientific Inc., ZDA)

Kadic¢ka za poliakrilamidno elektroforezo BioRad (BioR@MA)

Magnetna mesala (MM-530) (Tehtnica Zelezniki, Shija)

Nanodrop ND-1000 (Babtech International, Velikat&mija)

Napajalnik za agarozno elektroforezo Power Pac(BRBnetrija, Nentija)

Napajalnik za elektroforezo Lightning VOt Power Supply Model OSP-300) (Owl
Separation System, ZDA)

pH-meter MP 220 (Mettler Toledo, ZDA)

Poliesterske petrijevke premera 10 cm

Sistem FPLC (angl. Fast Protein Liquid Chromatohyap\kta, Amersham)
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Spektrofotometer Lambda 18 (Perkin Elmer, ZDA)
Spektrofotometer Ultraspec 1000E (Pharmacia BigtSgkdska)
Steklene erlenmajerice-mesSalne 100, 250, 500, 2000
Stresalnik Rotamax (Heidolph Instrumenst, Velikédhja)
Ultrafilter Amicon 8200 (Millipore, ZDA)

UV-lu¢ (Cole Palmer 0814, ZDA)

Vodna kopel RM6 (Lauda, Neiija)
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3.2 METODE

3.2.1 Molekulsko kloniranje

3.2.1.1 Izolacija plazmidne DNA iz bakterijskih Bidcelicnih kultur

Iz prekon@nih bakterijskih kultur (glej ttko 3.2.2.1), smo s komercialnim kompletom
reagentov JETquick Miniprep Plasmid Spin Kit (Gemoin Nendija) po navodilih
proizvajalca izolirali plazmidno DNA.

3.2.1.2 Doldanje koncentracije itistosti plazmidne DNA

Na spektrofotometru Nanodrop smo s programom Neacheid dold@ili koncentracijo
izolirane plazmidne DNA.

Za dolaitev cistosti plazmidne DNA smo vzorec 200-krat ¢idz dH,O. Merili smo
absorpcijo pri valovnih dolzinah 260 in 280 nm.izmerjenih absorbanc smo iZwaali
koncentracijo DNA v vzorcu. Za iztan koncentracije DNA smo upoStevali, da

absorbanci 1,0 ustreza koncentracijau§nl dvoverizne DNA v vzorcu.

Cistost izolirane plazmidne DNA smo preverili takda smo izréunali razmerje
absorbance A (260 nm)/ A (280 nnd)e izolirana DNA ne vsebuje #istog, je razmerje

vecje od 1,7.

3.2.1.3 Agarozna gelska elektroforeza

Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabljali zdrikcijsko analizo in detekcijo DNA.
Pripravljali smo 0,8 % gele. Zatehtali smo agarezprahu, ji dodali 1x TAE pufer z
dodanim Sybr Safe barvilom. S segrevanjem v mikma petici smo raztopili agarozo.
Raztopino smo malo ohladili in vlili v katko za agarozno gelsko elektroforezo, vstavili

glavnicek in paakali, da se gel ohladi in polimerizira.
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Vzorcem in DNA standardu (GeneRuler 1kb DNA laddeeneRuler 100 bp DNA ladder
Plus, MBI Fermentas Life Sciences) smo dodali Grkmaanasalni pufer (6x Loading Dye
Solution, MBI Fermentas Life Sciences) in jih ndnesepke na gelu. Elektroforezo smo
izvajali pri konstantni napetosti 100 mV priblizdé minut. Po ko&ani elektroforezi smo
pod UV Iwjo preverili,¢e imamo ustrezne DNA fragmente.

3.21.4 Izolacija DNA iz agaroznega gela

Iz gela, osvetljenega z UV djo, smo izrezali del, ki je vseboval ustrezen DNagment.
DNA smo po navodilih proizvajalcacwstili s kompletom Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega, Technical Bulletin N@&)30

3.2.15 Priprava plazmidne DNA za izrazanje agiofav Atg4.1 vE.coli

Ker z ekspresijskim vektorjem pET-28a::TcAtg4.5mo uspeli dobiti zadostnih kaiin
topnega (aktivnega) avtofagina TcAtg4.1 qwe smo dobili v obliki inkluzijskih teles),
smo gen preklonirali v ekspresijski vektor pGEX-2Tkaterem se izbrani genski produkt
izraza v fuziji s Glutation S-transferazo (GST),pkimaga pri pravilnem zvijanju tarega

proteina.

3.2.15.1 Namnozitev genov TcAtg4.1 s PCR

Reagenti za reakcijsko zmes:

e 5ul (10x) pufra za T7 DNA polimerazo z (NHSO,

* 0,25l smiselnega oligonukleotidnegacesnika:
—5'-GA GGA TCC ATG GAG TGG TTG AAA ATT G-3

* 0,25ul protismiselnega oligonukleotidnegaceiika:
—5-GA GAATTC CTACTC CGC CAC GT-3'

o 1ul4x dNTP (10 mM)

+ 38,2uldH20

* 0,3pul T7 DNA-polimeraze
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e 1 ul plazmidne DNA pET-28a::TcAtg4.1(matrica)
e 4 ul MgCl, (25 mM)
Skupaj: 50ul

Postopek:
V centrifugirki za PCR smo zmesSali vse reagenteeaéicijsko zmes. PCR-reakcijo smo

izvedli pri naslednjih pogoijih:

za&etna denaturacija: 95 °G 2 minuti
5 ciklov: (95 °C— 30 sekund, 43 °G> 1 minuta, 72 °C~ 1,5 minute)
25 ciklov: (95 °C— 30 ssekund, 57 G 1 minuta, 72 °G- 1,5 minute)
koncni korak: 72 °C— 10 minut
4°C—

3.2.1.5.2 Restrikcija TcAtg4.1 in plazmida pGEX-2T

Restrikcija zBamH]I:

29 ul dH0

15ul TcAtg4.1 ali pGEX-2T
5yl pufraBamHI z BSA

1 ul encimaBamH|

Skupaj: 50ul

Restrikcija zECcoRI:

29 ul dH0

15ul TcAtg4.1 ali pGEX-2T
5 ul pufraEcoRlI

1 ul encimaEcoR|
Skupaj: 50ul
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Reakcijsko meSanico smo inkubirali 3 uBainHI) oz. 4 ure EcoRlI) pri 37 °C.Nato smo
DNA ocistili s kompletom Wizard® SV Gel and PCR Clean-Sgstem. S pomgo
agarozne gelske elektroforeze smo preverili, alefrikcija potekla. €s¢en vzorec smo

zaporedno rezali Se z drugim encimdieqR| 0z. BamH]).

3.2.1.5.3 Ligacija TcAtg4.1 in plazmida pGEX-2T

Reakcijska meSanica:
7 ali 10pl pGEX-2TEcoRI/BamH]
4 ali 3pul produkta PCRZcoRI/BamHI
2 ul 10X T4 ligacijskega pufra
0,5ul DNA-ligaze
6,5 ali 4,5ul dH,0O
Skupaj: 20ul

MeSanico smo preko goshranili pri 4 °C in jo nato inkubirali Se 1 upoi 37 °C.

50 pl celic DH%o bakterijeEscherichia coli smo transformirali z 1Ql ligacijske meSanice
po Ze objavljenem postopku (Hanahan, 1983). Katorkj so preko né zrastle na plas
LBA, smo precepili v 5 ml tekiega LBA goji€a in vcepek preko ro stresali pri 37 °C.
Naslednji dan smo z uporabo kompleta Wizard PlusiRdep (Promega) po navodilih
proizvajalca izolirali plazmidno DNA.

3.2.1.54 Kontrola ligacije z restrikcijsko analizo

Kontrolo ligacije smo izvedli z restrikcijsko anadi. Reakcijska meSanica:
14,5ul dH,0
7 ul pGEX-2T::TcAtg4.1
2,5ul pufra 3 (NEB)
1 ul encimaPsti
Skupaj: 25ul
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Restrikcija je potekala 3 ure pri 37 °C. Po &ami restrikciji smo meSanico nanesli na
agarozno gelsko elektroforezo.

Encim Pstl reZze enkrat na plazmidu in enkrat na insertu. udpesni ligaciji smo na
agroznem gelu dobili 2 fragmenta, pri klonih, kpepriSlo do vstavitve inserta v plazmid,
pa en fragment. Pozitivne vzorce smo nato postatiassanalizo nukleotidnega zaporedja.

3.2.2 Delo z bakterijami

3.2.2.1 Transformacija kompetentnih celic E. @50, BL21(DE3) in
BL21(DE3)pLysS

Transformacijo kompetentnih celic smo izvedli polnde prilagojenem Hanahovem
postopku (1983).

Ze predhodno pripravljene kompetentne bakterijsiedice E. coli so shranjene v
zamrzovalniku na -80 °C. 501 na ledu odtaljene cehe suspenzije smo prenesli v 4
sterilne 1,5 ml mikrocentrifugirke. V tri mikroceifugirke smo dodali plazmidno DNA
(1ul), v cetrto, ki je sluzila kot kontrolni vzorec, pa plamime DNA nismo dodali. Celice
smo na ledu inkubirali Se priblizno 30 minut in @ot izvedli toplotni Sok z inkubacijo
vzorcev 30 sekund v vodni kopeli s temperaturo @2Po Soku smo celice inkubirali Se 2
minuti na ledu. Tako pripravljenim celicam smo do@80 pl sterilnega LB goji&a brez
antibiotikov in jih 1 uro stresali pri 180 obr./muto in 37 °C. Po inkubaciji smo c&to
suspenzijo nacepili na plés LB z ustreznim antibiotikom (glej Preglednico Oznaene

plo&e preko neéi inkubirali pri 37 °C.
Naslednji dan smo eno kolonijo iz vsake g$recepili v ozn&ne sterilne epruvete s 5

ml tekatega LB gojiga z ustreznim antibiotikom (glej Preglednico 1kuiture preko néi

inkubirali v stresalniku pri 37 °C.
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Preglednica 1: Izbira antibiotikov za selektivno L. TB goji€e glede na razlne kombinacije

kompetentnih celic in plazmidov, ter njihove Kol koncentracije v gogsl.

KOMPETENTNE CELICE
PLAZMID DH5a. BL21(DES3) BL21(DE3)pLysS

Kanamicin Kanamicin Kanamicin (30ug/ml),
pPET-28a::TcAtg8.1 .

(30 ug/ml) (30 ug/ml) Kloramfenikol (25ug/ml)

Kanamicin Kanamicin Kanamicin (30ug/ml),
pPET-28a::TcAtg8.2 _

(30 ug/ml) (30 ug/ml) Kloramfenikol (25ug/ml)

Kanamicin Kanamicin Kanamicin (30ug/ml),
pPET-28a::TcAtg4.1 .

(30 ug/ml) (30 ug/ml) Kloramfenikol (25ug/ml)

Kanamicin Kanamicin Kanamicin (30ug/ml),
PET-28a::TcAtg4.2 _

(30 ug/ml) (30 ug/ml) Kloramfenikol (25ug/ml)

Ampicilin Ampicilin Ampicilin (100 pg/ml),
pPGEX-2T::TcAtg4.1 b b P (. hg/mb)

(200ug/ml) (100ug/ml) | Kloramfenikol (25ug/ml)

Ampicilin Ampicilin Ampicilin (100 pg/ml),
PGEX-2T::TcAtg4.2 P P P (. hg/m)

(100ug/ml) | (100ug/ml) | Kloramfenikol (25ug/ml)

3.2.2.2

(optimizacija pogojev)

Poskusno izrazanje avtofaginov 4.1 invdakteriji Escherichia coli

Pri poskusnem izrazanju smo uporabili naslednja sekterijeE. coli:

« BL21(DE3) in BL21(DE3)pLysS
in ekspresijske vektorje:

* pET-28ain pGEX-2T.
V tekace LB o0z. TB gojige z ustreznimi antibiotiki smo nacepili prekéno kulturo
bakterij E.coli, transformiranih s plazmidi, ki so nosili zapis aatofagin TcAtg4.1
oziroma TcAtg4.2. Razmerje med inokulumom in g@gid je bilo 1:50. Po priblizno 2-3
urah inkubacije pri 220 obr./minuto in 37 °C, jdi¢pa gostota kulture pri 550 nm (G4
dosegla vrednost med 0,5-1,0. Ko so vzorci dosesfiiezne opthe gostote, smo jih
ohladili. Izrazanje rekombinantnih proteinov smdunirali z dodatkom 0,5 mM o0z. 1 mM

izopropil$-D-1-tiogalaktopiranozida (IPTG). Nadaljnja inkuackultur je potekala pri
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razlicnin temperaturah (10, 12, 15, 18, 20 in 25 °C).e@imn kulturam smo v razinih
casovnih intervalih (3, 4, 5, 6, 8 in &@r) odvzeli del vzorca in ga pripravili za NaDS-
PAGE (glej téko 3.2.3.1). Vmesne vzorce smo do analize shrahjena-20 °C. Po
opravljeni analizi (glej téke od 3.2.3.1 do 3.2.3.3) smo d&lb optimalne pogoje za
izrazanje topnih (aktivnih) avtofaginov vdem obsegu.

3.2.2.2.1 PET vektor za ekspresijo

V pET-sistem spada set razlih pET vektorjev, ki so namenjeni kloniranju irrdZzanju
rekombinantnih proteinov v bakteriit.coli. 1zrazanje tamih genov v pET plazmidih je
pod kontrolo bakteriofagnega T7 promotorja in sdugira ob prisotnosti T7 RNA-
polimeraze v bakterijski celici. Aktivnost le-te @ popolni indukciji tako velika, da se
vecina celenih virov preusmeri v sintezo tarega proteina. Indukcija izrazanja
rekombinantnih proteinov v bakterijski celici se@p z dodatkom IPTG. IPTG inaktivira
lac-represor, kar omogovezavo RNA-polimeraz&. coli na lac-promotor in prepis T7

RNA-polimeraze (Slikall).

INDUKCIIA S IPTG

E.coli RNA * T7 RNA
polimeraza

polimeraza

| taréni gen
T7 RNA polimeraza |
|
—> gl > | \///| ‘

T7 promotor

——

kromosomska DNA E.coli

Slika 11: Shematni prikaz mehanizma indukcije izrazanja rekombinagg proteina \E. coli z IPTG
(izopropil3-D-tiogalaktopiranozid). IPTG inaktivira lac-repoes kar omogéi vezavo RNA-polimerazé&.
coli na lac-promotor in prepis T7 RNA-polimeraze. Sjadsmoga@a prepis tanega proteina na plazmidu
PET, ki je pod kontrolo T7-promotorjdlovagen, 2006]. Vektor nosi rezistenco na kanamici
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3.2.2.2.2 PGEX-2T - vektor za ekspresijo proteizd@ST repom

Tudi pri ekspresijskih vektorjin pGEX-2T sprozimudukcijo rekombinantnih proteinov z
dodatkom IPTG. Vektor nosi zapis za glutation $ifarazo (GST). GST vezan nactar

protein lahko z nevtralizacijo elektrofilnih mestrpaga pri pravilnem zvitju proteina, kar
povea delez le-te, hkrati pa olajSa tudi njefi&@enje (Walker in sod., 2001). Vektor nosi

rezistenco na ampicilin.
3.2.3 Izolacija in analiza proteinov

3.2.3.1 Priprava vzorcev za poliakrilamidno gelskektroforezo v prisotnosti NaDS
(NaDS-PAGE)

+ Za analizo cetinih lizatov smo uporabili 1x Fcelic. Vzorec smo centrifugiralis
minut pri 20.000 g. Supernatant smo odpipetiralikimsedlini dodali 20ul 1x

NaDS nanaSalnega pufra.

« Za analizo topnih proteinov smo uporabili 5%&@lic. Vzorec smo centrifugirali 5
minut pri 20.000 g. Supernatant smo odpipetiralikisedimentu dodali 40Ql
lizirnega pufra, celice smo razbili z ultrazvokodomogenat smo centrifugirali 10
minut pri maksimalnih obratih v centrifugi Eppentio5417R (Eppendorf,
Nemtija). Vzorec za NaDS-PAGE smo pripravili tako, asacszmesSali Qul vzorca

dodali 4ul 6x NaDS nanaSalnega pufra in di2H,0.
Vzorce z dodanim pufrom za NaDS-PAGE smo kuhali@utpri 100 °C.
3.2.3.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza wpmmosti NaDS (NaDS-PAGE)

NaDS-PAGE je elektroforezna tehnika, ki se upoealdpl@anje molekulske mase ter

locevanje proteinov na osnovi njihove velikosti (do&ipolipeptidne verige). NaDS je
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anionski detergent, ki se veze na protein in gaatigima. Proteini postanejo negativno
nabiti in v elektrénem polju potujejo proti pozitivnemu polu. Skozine&zen poliakrilni
gel potujejo manjSi proteini hitreje kakor ¢jiein se zato posledno med seboj kjo.
Molsko maso proteina dalomo glede na mobilnost proteinskih standardov znizna

molskimi masami.

Najprej smo med dve stekleni péad, ki sta bili vpeti v stojalo, vlili 12,5 % oznma 15%
locevalni poliakrilamidni gel (do priblizno 1,5-2 cnog zgornjim robom). Na vrh gela
smo nanesli butanol, tako da se je zgornji rob gelavnal. Ko je gel polimeriziral, smo
butanol odlili, preostanek pa popivnali s papirndiosao. Nato smo prostor med
plo&icama do vrha zapolnili Se z zbiralnim gelom (zgm@mvo obeh gelov glej tko
3.1.3) in vstavili glavriek. Ko je gel doko&no polimeriziral, smo ga skupaj s stekelci
prenesli v elektoforezno katko, ga vpeli, nalili elektoforezni pufer in odstian
glavnicek. Za kontrolo velikosti smo v enega od Zepkovesénproteinske standarde
PageRuler (MBI Fermentas, Litva), v ostale pa poedio pripravljene proteinske vzorce
(glej tacko 3.2.3.1). Elektroforeza je potekala pri stalnteku 30 mA/gel, tolikotasa, da
je spodnja fronta (barvilo v nanasalnem pufru) giapala do spodnjega roba stekelc in ga
preSla. Gel smo prenesli v raztopino za barvange.oBarvanje proteinov v gelu smo
uporabljali 0,5 % raztopino Coomassie Brilliant 8lUPo barvanju je sledilo razbarvanije z

razbarvalnimi pufri (glej téko 3.1.3).

3.2.3.3 Izolacija z Ni-NTA kromatografijo

Zaradi teZavnegdiScenja endogenih kot tudi neozeaih rekombinantnih proteinov iz
kompleksnih proteinskih vzorcev lahko pri klonirangenskih zapisov v razhe
ekspresijske sisteme omagmo prepisovanje tanih proteinov v fuziji z razlinimi
priveski na N- ali C- koncu, ki omogajo hitro in enostavn@is¢enje rekombinantnih
proteinov. Oba avtofagina (TcAtg4.1 in TcAtg4.2atérih zapis se nahaja v ekspresijskem
vektorju pET28A, pri prepisu genskega zapisa v enottvorita fuzijo s histidinskim
priveskom (Sest zaporednih histidinov) na N- kormalipeptidne verige. Histidinski
privesek omogéa ¢iscenje rekombinantnih proteinov na afinitetni nikiegkatni (Ni-NTA)

kromatografiji, kjer Sest histidinov tvori koordiciko spojino z Ni* ioni. Tako se
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rekombinantni proteini, oziani s histidinskim priveskom vezejo na nosilec,abst
proteini pa se sperejo. Ob péamju koncentracije imidazola, le-ta izpodrine liste in

prekine vezi med histidini in K ioni. Rekombinantni protein se eluirajo z nosilca.

Za izolacijo avtofaginov Atg4.1 in Atg4.2 smo upbitaPufer A za nanaSanje vzorca (20

mM imidazol) in Pufer B za elucijo vzorca (500 mMidazol).

Celicno biomaso smo s centrifugiranjem 20 minut pri 490@ 4 °C I@ili od goji&a in
supernatant odstranili. Na gram mokre biomase swdald 3 ml pufra A in celice
resuspendirali. Suspenzijo smo na ledu ohladilijon nato razbili z ultrazvokom.
Soniciranje je potekalo 10 minut z intervali 30 we#t soniciranja in 30 sekund pavze pri
40-odstotni mai. Lizate smo nato 50 minut centrifugirali pri 4 9%&€ 5000 g. Supernatant
smo prenesli v 1,5 ml mikrocentrifugirke in ga adaogirali Se 10 minut pri 25.000 g in 4
°C. Kromatografijo smo opravili s porjo sistema FPLC (anglFast Protein Liquid
Chromatography, Akta, Amersham, Svedska). Supernatant smo s ponperistalténe
¢rpalke nanesli na kolono HisTrap FF (GE Healthgake)e vsebovala 5 ml nosilca z
vezanim Nf*. Nevezane proteine smo sprali s pufrom A, vezanagiprej s 5 % pufrom

B. Sledila je Se elucija iskanih proteinov s 50 &rpm B.

Vzorce smo nato centrifugirali v koncentratorjintidfilter Amicon 8200 (Millipore, ZDA)
z velikostjo por 10.000 Da, pri 6000 g in 4 °C. @&plkoncentriranja, smo vzorce tudi
dializirali. Vzorce smo do merjenja encimske aktishzamrznili na -20 °C.

3.2.34 Merjenje encimske aktivnosti na naravnabssatu (TcAtg8.1)

Pri izrazanju rekombinantnih proteinov v eksprésijsistemih se proteini izrazajo v dveh
oblikah, pravilno zviti (aktivni) ter nepravilno #v (neaktivni). Aktivhost @iS¢enih
rekombinantnih avtofaginov TcAtg4.1 in TcAtg4.2 sipieverili z razgradnjo naravnega
substrata TcAtg8.1. Pripravili smo reakcijsko médanki je vsebovala ul naravnega
substrata, 251l dializnega pufra, DTT s ka&mo koncentracijo 1 mM in 1@l encima
Atg4.2 oziroma Atg4.1l. Vzorce smo premesSali inifikubirali pri 37 °C. Reakcijo smo

zaustavili v razkinih casovnih presledkih: vzorec s TcAtg4.1: 0 minuth3@ut, 60 minut,
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120 minut in vzorec s TcAtg4.2: O ur, 4 ure, 9 ard2 ur). Cepitev smo ustavili z
dodatkom 6x NaDS nanaSalnega pufra in kuhanjemcezob minut na 100 °C. Tako

pripravljene vzorce smo nanesli na NaDS-PAGE, &jeo uporabili 15 % kevalni gel.

3.2.3.5 Merjenje encimske aktivnosti na fluorogpesinteténih substratih

RazpoloZljive metode spremljanja encimske aktivinest v preteklosti temeljile na
detekciji cepitev naravnih substratov z metodo N&?6sE. Ta metoda jéasovno zelo
potratna in le delno kvantitativna. Zaradi ngeg&ih zahtev po &inkovitejsih, hitrejSih in
obcutljivejSih metodah detekcije encimske aktivnogti lsle razvite Stevilne tehnike, ki
omogaajo spremljanje encimske aktivnhosti rekombinaniniludi endogenih proteinov s
pomajo fluorogenih substratov. Aktivnost encimov seadal z merjenjem sprememb v
fluorescenci, ki je posledica razgradnje spégifi fluorogenih substratov (Harris in sod.,
2000). Avtofagin cepi izkljtino substrate, ki imajo na mestu P1 aminokislinoigl{G) in
na P2 fenilalanin (F), na P3-P8 pa dajausirsi spekter aminokislinskih preostankov. Za
dolocanje encimske aktivnosti smo pri eksperimentih apibr sinteténe tetra, heksa in
oktapeptide, ki imajo enako aminokislinsko zapogekipt sesalski homolog LC3. Na C-
koncu sintetinih peptidov sta pripeta fluorofora AFC oz. ACCi Rrerjenju encimske
aktivnosti avtofagina TcAtg4.2 smo v reakcijski eufdodali Hofmeistrove soli.
Hofmeistrove soli so definirane kot soli, ki lahkovzraijo preureditev prvega ovoja
vodnih molekul okoli encima in/ali substrata in emt inducirajo konformacijske
spremembe, ki vplivajo na pateno encimsko aktivnost (Drag in sod., 2008)

Merili smo encimsko aktivnost proteina TcAtg4.2stedee fluorogene substrate:

* Ac-ETFG-AFC
(acetil-Glu-Thr-Phe-Gly-7-amino-4-trifluorometilk amin),

* Ac-GTFG-AFC
(acetil-Gly-Thr-Phe-Gly-7-amino-4-trifluorometilkuanin),

* Ac-NTFG-AFC
(acetil-Asn-Thr-Phe-Gly-7-amino-4-trifluorometilkarin),

e Ac-STFG-AFC
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(acetil-Ser-Thr-Phe-Gly-7-amino-4-trifluorometilkamn),

* Ac-ETFG-ACC
(acetil-Glu-Thr-Phe-Gly-7-amino-4-karbamoilmetilkanm),

* Ac-SQETFG-ACC
(acetil-Ser-GIn-Glu-Thr-Phe-Gly-7-amino-4-karbamuadgtilkumarin),

* Ac-YASQETFG-ACC
(acetil-Try-Ala-Ser-GIn-Glu-Thr-Phe-Gly-7-amino-&#bamoilmetilkumarin).

V ¢rnih mikrotiterskih plo&ah s 96 luknjicami (Greiner) smo pripravili reak&p
mesSanico, ki je vsebovala: 128 25 mM Tris/HCI pufra (pH 7,6) z 1 mM DTT in
kozmotropnimi solmi (0,5 M in 1 M Na citrat ter ON§ in 1 M (NH,), citrat) ter 10ul
encima TcAtg4.2. Po dodatku encima k reakcijskenufrup smo zmes premesali in
inkubirali 5 minut pri sobni temperaturi. K realsi{j meSanici smo po kdéani inkubaciji
dodali Se 15ul 200 uM substrata in zgeli meriti encimsko aktivnost v fluorimetru za

mikrotiterske plo&e Safire, Tecan (Svica).

Spremljali smo spreminjanje fluorescence gasu pri konstantni temperaturi in
koncentraciji encima: (dF/dt). Merjenje fluorescence (fluorimeter za mikrotitexs

plo&e Safire, Tecan, Svica) je potekalo pri 37 °C m@d@ 30 minut.

Necepljeni sintetini substrati, ki vsebujejo AFC (7-amino-4-trifluonetilkumarin)
fluorofor pri valovni dolzini vzbujanja 350 nm emn#jo svetlobo pri valovni dolzini z
emisijskim maksimumom pri valovni dolzini 450 nmo Rdcepu AFC fluorofora s
sintetécnega peptida pride do sprememb v vzbujevalnih imsiggkih maksimumih AFC
flourofora na valovne dolzine 400 nm in 505 nm.t&tidini substrat, ki vsebuje ACC (7-
amino-4-karbamoilmetilkumarin) fluorofor pa po depipri vzbujanju pri 355 nm emitira
fluoresceni signal pri 460 nm. Naragjoc¢ fluorescetni signal pri spremenjenih
valovnih dolzinah je sorazmeren s Kolo ceplijenega substrata in se uporablja za

prewevanje encimske aktivnosti.
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4 REZULTATI
4.1 KLONIRANJE TcAtg4.1 V PLAZMID pGEX-2T

4.1.1 Priprava avtofagina TcAtg4.1 z verizno reak¢d s polimerazo in njegova
restrikcija in restrikcija plazmida pGEX-2T

Z metodo verizne reakcije s polimerazo smo uspg&monozili fragment, ki nosi genski
zapis za TcAtg 4.1 Iz prekotwwih kultur bakterijskih celic smo uspesno izolirplazmid
PGEX-2T. PCR produkt in plazmid pGEX-2T smo rezalirestrikcijskima encimoma
EcoRI in BamHI. UspeSnost PCR in restrikcije smevprili z nanosom vzorcev na
agarozno gelsko elektroforezo.

-
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Slika 12: Agarozna gelska elektroforeza (0,8 % getanih produktov PCR in rezanega plazmida pGEX-2T
Na gel smo nanesli (od leve proti desni): M — stadd1kb lestvica), Zepek 1 — nerezan pGEX-2T, ek
—rezan pGEX-2T, Zepek 5 — rezan TcAtg4.2, Zepka/o— rezan TcAtg4.1, M — standard (100bp lesivica
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4.1.2 Kloniranje PCR produktov TcAtg4.1 v plazmi@pX-2T

Rezan PCR produkt smo s pafjioDNA-ligaze vstavili v plazmid pGEX-2T in ligasko
meSanico transformirali v kompetentne celiEeoli DH50. UspeSnost smo preverili z
uporabo encimaPstl, ki razreze plazmidno DNA s pravilno vstavljenipapisom za
TcAtg4.1 na dva fragmenta (4250 in 1681 bp). Amaliestrikcij na agarozni gelski
elektroforezi je pokazala, da vseh 10 vektorjev B&H nosi pravilno vstavljen zapis za
TcAtg4.1. Izbrane vzorce smo poslali Se na anafimkleotidnega zaporedja. Klone s
pravilnim zapisom za TcAtg4.1 smo uporabili za zaaje v ekspresijskih sevihcoli.
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Slika 13: Agarozna gelska elektroforeza (0,8 % gda)stl-rezanih plazmidov pGEX-2T z vstavljenim
zapisom za TcAtg4.1l. Ozéene so teorathe veikosti fragmentov po restrikcijiRstl. Na gel smo nanesli

(od leve proti desni): M - standard (1kb lestvicagpki 1-10 - 10 raalnih klonov rezanega pGEX-

2T::TcAtg4.1., zepek 11 - nerezan pGEX-2T. Sklepdatiko, da je bila ligacija plazmida pGEX-2T s
TcAtg4.1 uspesSna.
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4.2 IZRAZANJE TcAtg4.1 IN TcAtg4.2 V BAKTERIJI Esefichia coli

Vektor pET-28a::TcAtg4.1 smo transformirali v kong@ne celicee. coli BL21(DE3). Z
NaDS-PAGE smo analizirali vzorce aglih lizatov pred indukcijo in v razinih ¢asovnih
intervalih po dodatku induktorja IPTG in stresamju 18 °C. Ze po 1 uri gojenja
bakterijske kulture v prisotnosti IPTG smo opaaidiebelitev lise pri molski masi okoli 37
kDa. Le ta ustreza masi rekombinantnega TcAtg4i%a lje prisotna tako v totalnih
celicnih lizatih, v katerih so prisotne netopne in ttolpne oblike proteinov, kot tudi v
topni frakciji celenih lizatov, v kateri so prisotni le proteini v tapobliki. Koli¢ina
izraZzenega TcAtg4.1&som nara& in je najvéja po 8 urah gojenja pri 18 °C.
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Slika 14: Poliakrilamidna gelska elektroforeza pimo& TcAtg4.lv prisotnosti NaDS (12,5 % gel)
bakterijskih lizatov pripravljenih po postopku inglavja 3.2.3.1. Nanosi na gel: M-standard (molsieese v
kDa), Oh — cetini lizat pred indukcijo, 1h, 2h, 3h, 46, 8h — totalni cefini lizati (prisotni proteini v topni
in netopni obliki), 2k, 3hop 4hobhop 8hop — topne frakcije cetnih lizatov. S pudico je ozndena
teorettna molska masa proteina TcAtg43¥ kDa.
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Protein TcAtg4.2 smo izrazili v bakterijskem sekucoli BL21(DE3)plyS. Tudi tokrat

smo optimizirali pogoje izrazanja TcAtg4.2 in vzerceltnih lizatov analizirali z NaDS-

PAGE. Bakterijsko kulturo smo gojili do QB = 1, jo ohladili in ohlajeni dodali IPTG
(konéna koncentracija IPTG je 5 mM). Gojenje kulture snaalaljevali pri 25 °C. 6 ur po
indukciji z IPTG je v topni frakciji lisa z molskanaso okoli 39 kDa najizrazitejSa in
pripada rekombinantnemu TcAtg4. 2
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Slika 15: Poliakrilamidna gelska elektroforeza pimoa TcAtg4.2v prisotnosti NaDS (12,5 % gel)
bakterijskih lizatov pripravljenih po postopku inglavja 3.2.3.1. Nanosi na gel: Oh — &aililizat pred
indukcijo, M-standard (velikosti v kDa), 1h, 2h,,3th,6h, 8h — totalni celni lizati (prisotne proteini v topni
in netopni obliki), 3k, 4heBhop 8hop— topne frakcije cethih lizatov. S pudico je oznéena teoretina
molska masa proteina TcAtg4.329kDa.
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Avtofagin TcAtg4.1 smo preklonirali tudi v vektorGEX-2T, saj je bila ekspresija v
vecjem obsegu v vektorju pET-28a nezadostna za ngdal@io. Vzorec smo inducirali pri
OD-~1 in spremljali rast celic Se nadaljnjih 8 ur p8 °C. Ekspresija pGEX-2T::TcAtg4.1
je bila najizrazitejSa v celicah BL21(DE3)plysS, sicer 8 ur po indukciji z IPTG.
Teorettna molska masa proteina z GST TcAtg4.156 kBp, kar ustreza lisi, ki je

postajala vse mimejSa.
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Slika 16: Poliakrilamidna gelska elektroforeza GSTcAtg4.1v prisotnosti NaDS (12,5 % gel) bakterijskih
lizatov pripravljenih po postopku iz poglavja 3.23Nanosi na gel: Oh — cétii lizat pred indukcijo, M-
standard (velikosti v kDa), 1h, 2h, 3h, 8h, 8h — totalni cetni lizati (prisotni proteini v topni in netopni
obliki), 3hgp, 4hegBhop Bhop— topne frakcije cetnih lizatov. S pudico je ozndena teoretina molska masa
fuzijskega proteina GST — TcAtg4.39 kDa.
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4.3 1ZOLACIJA IN CISCENJE VZORCEV

Na kolono z vezanim Ki smo nanesli vzorce, ki smo jih pripravili po podtopki je
opisan v poglavju 3.2.3.3. V vzorcih, ki smo jihrap z 250 mM imidazolom, sta se
eluirala avtofagina TcAtg4.1l inTcAtg4.2. Z uporaNeéNTA kromatografije smo dobili

oc¢iS¢ene in skoncentrirane vzorce Zeljenih proteino\srko jih nato uporabili za nadaljnje
delo.

M TcAtg4.2 TcAtg 4.1 TcAtgd.l
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Slika 17: NaDS-PAGE (12,5 % gel) vzorcev po Ni-Nkdomatografiji

Nanosi na gel: M-standard (velikosti v kDa), TcAt® (250 mM)~39kDa, TcAtg4.1 (40 mM} 37kDa,
TcAtg4.1 (250 mM)37kDa

15
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4.4  AKTIVNOST AVTOFAGINOV NA NARAVEN SUBSTRAT

4.4.1 Cepitev substrata TcAtg8.1 z avtofaginom TcAd.1

Ze majhne koncentracije proteaze TcAtg4.l (od Odtb 75 ng) so zadostne za
procesiranje substrata TcAtg8.1 (Alvarez in so@Q8b). Necepljen TcAtg8.1 ima molsko
maso 16 kDa, ki se ob cepitvi zmanjSa na priblizdokDa. Po NaDS-PAGE se cepitev

substrata vidi kot dodatna lisa, ki se pojavi pabdssratom (16 kDa) in ima molsko maso

priblizno 14 kDa.

kDa M 1 2 3 4 5
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Slika 18: NaDS — PAGE (15 % gel) cepitve TcAtg8Tcatgs.1
Nanosi na gel: M - standard (velikosti v kDa),
1 - vzrorec TcAtg4.1+TcAtg8.1 po O miiah inkubacije
2 - vzorec TcAtg4.1 +TcAtg8.1 po lihatah inkubacije
3 - vzorec TcAtg4.1 +TcAtg8.1 po 3thatah inkubacije
4 - vzorec TcAtg4.1 +TcAtg8.1 po 6thatah inkubacije
5 - vzorec TcAtg4.1 +TcAtg8.1 po Idthutah inkubacije
S pusgico je ozng&en substat pred in po cepitvi.
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4.4.2 Cepitev substrata TcAtg8.1 z avtofaginom TcA#.2

Aktivnost TcAtg4.2 je v primerjavi z encimsko akiostjo TcAtg4.1 manjSa. Za cepitev
substrata smo zato potrebovali avtofagin v visphdentracijah. Alvarez in sod., 2008b so
pokazali, da je za cepitev potrebnih od 0,1 dpgl TcAtg4.2. PodaljSali smo tudas
inkubacije. Tudi pri tej cepitvi na NaDS-PAGE opani dodatno liso velikosti 14 kDa, ki
ustreza cepljenemu naravnemu substratu. 1z dohljegrultatov lahko sklepamo, da je

izoliran encim aktiven.
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Slika 19: NaDS-PAGE(15 % gel) cepitev TcAtg8.1 f\igt.2
Nanosi na gel: M - standard (velikosti v kDa),
1 - vzorec TcAtg4.2 +TcAtg8.1 po O mtimh inkubacije
2 - vzorec TcAtg4.2 +TcAtg8.1 po 4liinkubacije
3 - vzorec TcAtg4.2 +TcAtg8.1 po @iinkubacije
4 - vzorec TcAtg4.2 +TcAtg8.1 po 22luinkubacije

S pusico je ozné&en substat pred in po cepitvi.
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45  AKTIVNOST AVTOFAGINA TcAtg4.2 NA FLOUROGENE SINETICNE
SUBSTRATE
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Slika 20: Razgradnja substrata Ac-EFTG-AFC s TcAgdri dveh raztinih koncentracijah natrijevega in
amonijevega citrata. Koncentracija TcAtg4.2 je Bijalug/ul.

Iz Slike 20 je razvidno, da ima TcAtg4.2 najjekataliticno aktivnost v prisotnosti 1.0 M
natrijevega citrata oz. 1.0 M amonijevega citrataeakcijski mesSanici, kjer soli ni bilo, je

kataliticna aktivnost encima ostala nespremenjena.
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Slika 21: Razgradnja substrata Ac-GFTG-AFC s TcAg#i dveh razknih koncentracijah natrijevega in
amonijevega citrata. Koncentracija TcAtg4.2 je Bijalug/ul.

Tudi pri razgradnji substrata Ac-GTFG-AFC (Slika)2fe imel TcAtg4.2 najvgo

kataliticno aktivnost v prisotnosti 1.0 M natrijevega ciéraz. 1.0 M amonijevega citrata.
48



Zorko B. Izrazanje in doltitev lastnosti avtofaginov Atg4.1 in Atg4.2 iz paita Trypanosoma cruz.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehri& fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012

20000 -

e prez soli
15000 - e 0.5 M Na citrat

1.0 M Na citrat
e 0.5 M (NH4)2 citrat

intenziteta fluorescence
(RFU)

10000 - s 1.0 M (NH4)2 citrat
5000 -
O T T T T 1
0 500 1000 1500 2000

cas (s)

Slika 22: Razgradnja substrata Ac-NFTG-AFC s TcA2gdri dveh razknih koncentracijah natrijevega in
amonijevega citrata. Koncentracija TcAtg4.2 je Bijalug/ul.

Pri razgradnji substrata Ac-NTFG-AFC (Slika 22pjeavtofagin prav tako najaktivnesi v

prisotnosti 1.0 M natrijevega citrata oz. 1.0 M amjgvega citrata.
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Slika 23: Razgradnja substrata Ac-STFG-AFC s TcAg#ri dveh raztinih koncentracijah natrijevega in
amonijevega citrata. Koncentracija TcAtg4.2 je Bijalug/ul.

Kot ze pri prejsSnjih treh cepitvah je tudi pri cepisubstrata Ac-STFG-AFC (Slika 23) ob
prisotnosti 1.0 M natrijevega citrata oz. 1.0 M amj@vega citrata imel avtofagin TcAtg4.2
najvisjo katalitsko aktivnost.
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Slika 24: Razgradnja substratov Ac-ETFG-AFC, Ac-GFRFC, Ac-NTFG-AFC, Ac-STFG-AFC s
TcAtg4.2koncentracije 0,4dg/ul, pri 1 M amonijevim citratu.

Iz Slike 24 je razvidno, da se je pri 1M amonijevititratu, kjer je bila cepitev
najmanejsa, kot najboljSi substrat izkazal Ac-STFG-AFC.
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Slika 25: Razgradnja tetrapetida Ac-EFTG-ACC priellvrazlénih koncentracijah natrijevega in

amonijevega citrata in polainii koli¢ini avtofagina TcAtg4.2.

Prepolovljena kotiina TcAtg4.2 v reakcijski meSanici je bila prenizkia bi lahko zaznali
cepitev sintetinega substrata Ac-ETFG-ACC. Ob dodatku 1 M nateijez. amonijeve

soli se je aktivhost encima pasaa minimalno.
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Slika 26: Razgradnja heksapeptida Ac-SQEFTG-ACC dueh razkénih koncentracijah natrijevega in
amonijevega citrata in polaini koli¢ini avtofagina TcAtg4.2

Ob podaljsanju tetrapeptidnega substrata ETFG zadibdatna aminokislinska ostanka
(SQETFG) smo klub zmanjSani k&ihi encima TcAtg4.2 v prisotnosti 1M soli lahko
izmerili cepitev sintetinega heksapeptida (Slika 26).
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Slika 27: Razgradnja oktapeptida Ac-YASQEFTG-ACG gweh razlénih koncentracijah natrijevega in
amonijevega citrata in polaini koli¢ini avtofagina TcAtg4.2.

Aktivnost encima na oktapeptid YASQETFG se je s@imosti 1M Hofmeistrovih soli Se

poveala v primerjavi s cepitvijo substrata brez soliK&27).
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Slika 28: Razgradnja tetra-, heksa- in oktapeptidad M amonijevim citratu in polo¥ni koli¢ini avtofagina
TcAtg4.2.

Na Sliki 28 je razvidno da se z dolzino peptidneiges ve&€a tudi encimska aktivnost
Prikazana je cepitev ETFG, SQETFG IN YASQETFG pk NH4 citratu.
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

Avtofagija je proces, ki omoga prezivetje celic, ko nastopijo ragie oblike stresa. Je
eden od faktorjev, ki vplivajo na vzdrZzevanje hostaae v telesu. Omoga tudi
diferenciacijo ter preobrazbo Stevilnih organizmblepravilnosti v delovanju se kazejo v
razvoju Stevilnih bolezni, kot so nastanek rakajrogegenerativnih bolezni in okuzbe s
patogeni. Pri parazitdrypanosoma cruz, ki povzra@ta Chagasovo obolenjgredstavija
klju¢ni mehanizem preZivetja epimastigotov ¢asu stradanja, sodeluje pa tudi pri
diferenciaciji parazita v vse Stiri razvojne staanPri avtofagiji sodelujejo z avtofagijo
povezani proteini, med katere sodijo tudi avtofaghvtofagini so cisteinske proteaze, ki
omogaajo pravilen potek avtofagije. Namen naSega delaljeolirati zadostne kotine
proteinov Atg4.1 in Atg4.2 in preveriti njuno aktiost na naravnem substratu Atg8.1 ter
fluorogenih sintetinih substratih. Dobljeni rezultati bi tako lahkopvihodnosti olajSali
dolocanje kineténih lastnosti avtofaginov in razvoj selektivnih ibitorjev zanje.

5.1 IZRAZANJE AVTOFAGINOV

Vektor pET-28a se uporablja za izrazanje proteinoekspresijskin sevih bakterije
Escherichia coli (seva BL21(DE3) in BL21(DE3)pLysS). V proteinskeprofilu
bakterijskega lizata smo po indukciji z IPTG dobiticcno izrazanje obeh avtofaginov
(Slika 14 in 15). V¢&ji delez avtofagina TcAtg4.1 v ekspresijskin bal#dr seva
BL21(DE3) se je nepravilno zvil. Poslédd so se tvorili agregati v obliki inkluzijskih
telesc, kar je razvidno iz Slike 14, kjer je lisaikosti 37 kDa pri vzorcu totalnega lizata
veliko mainejSa od tiste, kjer je bila naneSena topna frakbgkterijskega lizata. Za
zmanjSanje deleza netopnih proteinov, smo celicgli gari razli¢cnih temperaturah
(Schendel, 1998) (10, 12, 15, 18, 20 in 25 °C)azanje rekombinantnih avtofaginov
inducirali pri razleénih opticnih  gostotah (OB od 0,5 do 1,5), z razhimi
koncentracijami IPTG-ja, ter razhih ¢asovnih dolzinah izrazanja. Tako kot Alvarez s
sodelavci leta 2008a, smo tudi mi prisli do podbbogotovitev. NajboljSi pogoj za
izrazanje avtofagina TcAtg4.1 so indukcija izrazargkombinantnih proteinov z 0,5 mM
IPTG in 8-urno gojenje ekspresijskih celic pri 18.°
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S temi pogoji smo pridobili le manjSe k&he topnega TcAtg4.1 (Slika 17). S pofjm
rekombinantne tehnologije smo zato genski zapis TzAtg4.1 preklonirali v nov
ekspresijski vektor pGEX-2T (Slika 12 in 13). Let888 sta Smith in Johnson uvedla
PGEX vektorje za ekspresijo proteinov v fuziji of@inom glutation S-transferazo (GST).
Ta vektor je zaradi visoke stopnje izrazanja rekioiattnih proteinov, povanja deleza
pravilno zvitih proteinov in olajSaneg&iséenja le-teh s ponijo GST-afinitetne
kromatografije, postal Siroko uporabljan sistenekapresijo proteinov (Frangioni in Neel,
1993, Aatsinki in Rajaniemi, 2005, Strugnell in sd®97). S pomgo pGEX-2T vektorja
smo uspeli izboljSati izrazanje proteina TcAtg4.kktivni topni obliki (glej sliko 16).
Ekspresija je potekala v sevu BL21(DE3)pLysS bajeteE. coli, kjer je nadzor nad
izrazanjem vstavljenega zaporedj&jvkakor v BL21(DE3) celicah. Vzorec, ki smo ga do
ODsso ~ 1 gojili pri 37 °C, smo ohladili in z 0,5 mM ITP@®ducirali izrazanje fuzijskega
proteina GST-TcAtg4.1 ter celice gojili 8 ur pri 218 (Slika 16). Med GST proteinom in
TcAtg4.1 proteinom se nahaja prepoznavno mesto roéegrzo trombin, s pondm
katerega lahko odcepimo GST molekulo in tako iantiocisti rekombinantni protein (Sun
in Budde, 1995). Zaradi pomanjkanja ustreznih kaarkromatografijo z izolacijo naSega

avtofagina nismo nadaljevali.

Majhno kolino topnega TcAtg4.1, ki smo jih pridobili s potjm pET-sistema, smo

uporabili za preverjanje aktivnosti avtofagina maavni substrat TcAtg8.1.

Kakor pri TcAtg4.1 smo tudi pri ekspresiji TcAtg4rasli optimalne pogoje izrazanja.
Najved topnega avtofagina smo pridobili v sekicoli BL21(DE3). Bakterijsko kulturo
smo gojili na 37 °C do Oy ~ 1, kulturo ohladili in inducirali izrazanje TcAtgdz 0,5
mM IPTG.

Na sliki 16 se lisa pri molski masi39 kDa po indukciji z IPTG zame poveéevati.
Omenjena lisa ustreza velikosti avtofagina TcAtg&Rspresija Zelenega proteina v topni
obliki je najizrazitejSa po 6 urah gojenja pri 26.°Po ekspresiji je sledil¢iScenje in
izolacija proteina s pond@ Ni-NTA kromatografije (Slika 17). N&stoce v vzorcu,
cistenem s pomflo Ni-NTA kromatografije smo odstranili z gelsko kigi¢itveno

kromatografijo, ki l@uje proteine na osnovi razlik v velikosti in oblikiolekul. Na sliki 17
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vidimo zelo m@no liso, ki predstavlja rekombinantni protein TcAt®. Na podlagi
rezultatov smo lahko sklepali, da smo naSli optimreapogoje za ekspresijo tiscenje
zadostnih koliin TcAtg4.2, s katerim smo lahko prmyali aktivhost avtofagina TcAtg4.2

na naravni substrat Atg8 in sintate substrate.

5.2  AKTIVNOST AVTOFAGINOV NA NARAVNI SUBSTRAT TcAtd.1

Protein TcAtg8.1 v parazitli.cruz je naravni substrat za oba avtofagina Atg4 (Alzare
sod., 2008b). Avtofagini proteokno cepijo substrat Atg8 na mestu med Glyl16 in
Argl17. Arginin se skupaj s C-koncem sprosti, nkoG@eu proteina Atg8 pa se izpostavi
glicin. Gly116 proteina Atg8 tvori z amino skupifasfatidiletanolamina (PE) kovalentno
izopeptidno vez in pomaga pri hemifuziji liposomdar omogda rast avtofagosomov
(Nakatogawa in sod., 2007). Tako so avtofagini pmotein druzine Atg8 Kljtni za
pravilen potek avtofagije in tako vplivajo na pre#tie parazita med stradanjem in njegovo

diferenciacijo.

Zaradi 10000 krat manjSe protedlite aktivnosti proteina TcAtg4.2 Alvarez in sod.
predvidevajo, da ima TcAtg4.1 pri cepitvi TcAtg@lhvno viogo. TcAtg4.2 lahko njegovo
vlogo prevzame v primeru, ko je TcAtg4.1 v celidisoten ali nefunkcionalen (Alvarez in
sod., 2008b).

Encimska aktivnost proteaze TcAtg4.1 je zelo visddaa so dokazali ze Alvarez in sod.,
(2008b). Za procesiranje naravnega substrata ranaostujejo Ze majhne koncentracije
encima. Na sliki 18 je razvidno, da je katia TcAtg4.1 ¢ 37kDa) na NaDS geku komaj
zaznavna, a je kljub temu zadostovala za cepitbgtgata ze v 2 urah. Cepitev zaznamo
kot dodatno liso velikosti priblizno 14 kDa, ki pejavi pod necepljeno obliko substrata pri
16 kDa. Iz rezultatov sklepamo, da smo izoliralinako obliko avtofagina. TcAtg4.1, ki

lahko cepi naravni substrat TcAtg8.1.

Za cepitev naravnega substrata TcAtg8.1 smo zamshjSe proteolitine aktivnosti
proteira TcAtg4.2 potrebovali wge kolicine encima (Slika 19; glej liso pri velikosti

39kDa ), podaljSali pa smo tudas inkubacije. 1z Slike 19 je razvidno, da se jgjiveel
55



Zorko B. Izrazanje in doltitev lastnosti avtofaginov Atg4.1 in Atg4.2 iz paita Trypanosoma cruz.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehri& fakulteta, Oddelek za biologijo, 2012

substrata cepil ze po 4 urah inkubacije s TcAtg#a.22 urah inkubacije pa je bila

cepljena tudi preostala koiha substrata.

Dokazali smo, da sta izolirana avtofagina aktiviaanaravni substrat in da je encimska
aktivnost TcAtg4.2 nizja od encimske aktivnosti Aty Ker nam avtofagina 4.1 ni uspelo
izolirati v vegjih koli¢inah, smo za nadaljnje delo in preverjanje aktitinna sinteténih

substratih uporabili le TcAtg4.2.

5.3 AKTIVNOST AVTOFAGINA TcAtg4.2 NA FLOUROGENE SINETICNE
SUBSTRATE

Preverjanje aktivnosti na fluorogenih sintath substratih nam omoga biokemijsko
karakterizacijo, s katero lahko déwmo substratno specifiost proteaz (Drag in sod.,
2008). Aktivnost encima dotamo z merjenjem sprememb v intenziteti fluorescektce
nastane pri razgradnji spec¢ifiega fluorogenega substrata z znano kemijsko skt
Dolocanje encimske speaifiosti s sintetinimi substrati zaradi velike ¢btljivosti metode
omogaa, hitro zaznavanje sprememb, ki nastanejo zaratkliticni aktivnosti encimov.
Spremembe v emisijskih maksimumih cepljenih subsirdaako omog&ajo spremljanje
aktivnosti encima v realneasu. Z majhno kalino encima lahko tako v kratketiasu s
pomaijo substratne knjiznice dalono zanj najbolj idealne substrate. Z identifikacij
optimalnih substratov je pot za iskanje potenchalnhibitorjev lazja (Harris in sod. 2000).
Selektivni inhibitorji za avtofagine, razviti narasvi optimalnih sintetinih substratov, bi
lahko v nadaljnjih fazah raziskav predstavljali dje pa prepréevanje okuzb ljudi s
parazitomT. cruz in s tem tudi nastanka Chagasove bolezni ter iaviienje Ze okuzenih

ljudi.

Avtofagin cepi substrate, ki imajo na mestu PLligli©b cepitvi sintetinih substratov se
sprosti fluorofor, ki emitira svetlobo pri spremenih valovnih dolzinah. Intenziteta
signala se powelje premosorazmerno z aktivnostjo encima. Za pewanje encimske
aktivnosti (Drag in sod., 2008) smo v reakcijskosar@co dodali Hofmeistrove soli, ki naj
bi spremenile konformacijo encima oziroma substiratako vplivale na hitrost proteolize.

Efekt Hofmeisterjevih ionov je izrazitejSi pri vilj koncentracijah soli (Yang in sod.,
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2010). Tudi z naSimi poskusi (glej Slike 20 - 22 - 27) smo pokazali, da Hofmeistrove
soli vplivajo na povéanje encimske aktivnosti. Pri viSji koncentraciilisv reakcijski
mesSanici je priSlo do izrazitega poviSanja intezteitsignala, zridnega za odcepljen
fluorofor. Tako je aktivnost avtofagina pri cepitxseh sintetinih substratov najvisja ravno
pri 1 M natrijevem citratu in 1 M amonijevem citnatVpliv Hofmeistrovih ionov na
encimsko aktivnost encima smo potrdili z merjenjentimske aktivnosti v odsotnosti
Hofmeistrovih soli, pri kateri smo zaznali le Sibkwoteolitcno aktivnost ali pa do
spremembe fluorescéme intenzitete sploh ni prislo (glej Slike 20 — 2&zen 24).
Predvidevamo, da imajo protein reakcijskin meSanicah z dodanimi solmi bolj argj
strukturo in je avtofagin v teh pogojih zato boktigen. Proteolittna aktivhost pada z
zaporedjem kozmotropnih anionov v vrtnem reditrat 37 >SQ, >5,05 > HPGQ'™ > (OH,
F) >Ac >CI >Br >NOs >CIO4 >I" ter kozmotropnih kationov v vrstnem redu: N@#H
>NH," >Cs >Rb" >K* >Na* >H" >Li* >C&* >Mg** >AI** >Gud (Collins, 2004 in
Baldwin, 1996). Winki posameznih ionov v raztopini so aditivni. Takali, ki so nastale s
kombiniranjem kozmotropnih kationov in anionov,lré&zo izrazajo Hofmeisterov efekt na

aktivnost encimov (Collins 2004).

Aktivnost avtofagina TcAtg4.2 smo testirali na pdpih substratih, ki so imeli
aminokislinsko zaporedje na mestih P1, P2 in P8titigo aminokislinskemu zaporedju
naravnih substratov (P1-glicin, P2-fenilalanin iB-Rreonin). Aminokislinski ostanki na
cetrti poziciji pa so se spreminjali. Tako smo teditistiri sintettne substrate (Ac-GTFG-
AFC, Ac-STFG-AFC, Ac-NTFG-AFC in Ac-ETFG-AFC), kios se razlikovali v
aminokislinskem ostanku na mestu P4 (Slike 20 - Zé&japeptidni substrat, ki je na P4
imel serin (Ac-STFG-AFC), se je izkazal kot najbalptimalen substrat za protein
TcAtg4.2 (Slika 24). Substrata Ac-ETFG-AFC in Ac-NG-AFC je TcAtg4.2 cepil malo
Sibkeje, substrat Ac-GTFG-AFC pa je bil cepljensit#4eje. Fluorescena intenziteta, ki
je odraz aktivnosti encima, se je v prisotnosti aijevega citrata glede na aktivnost
avtofagina TcAtg4.2 v odsotnosti Hofmeistrovih ienpovetala za priblizno 8 krat. Na
podlagi tega lahko sklepamo, da je avtofagin najakliven ravno na sintéi substrat
Ac-STFG-AFC, ki ima aminokislinsko zaporedje podobraravhemu substratu TcAtg8.2
(SAFG).
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Z daljSanjem peptidne verige sintelih substratov smo opazovali vpliv dolzine
polipeptidne verige na hitrost razgradnje substiataeksperimentih smo uporabili tetra-,
heksa-, in oktapeptide. Aminokislinsko zaporedjdgidanih sintetinih substratov je bilo
identicno aminokislinskemu zaporedju &oveSskem homologu naravnega substrata Atg8
Izkazalo se je, da se z daljSanjem aminokislinskegaoredja poveije tudi afiniteta
avtofagina do substrata. Fluorestiem intenziteta je bila najviSja ravno pri substratg
aminokislinskimi ostanki. Tako lahko zakijmo, da se z daljSanjem polipeptidne veriga

substrata povlje tudi proteolitska aktivnost proteiff cAtg4.2.

Na podlagi nasSih eksperimentov lahko trdimo, daoj&cena rekombinantna proteaza
TcAtg4.2 aktivna in cepi naravni substrat TcAtg8Rrav tako cepi tudi sintéhe
substrate. Pri iskanju optimalnega sirietiga substrata smo dokazali, da avtofagin
TcAtg4.2 najbolje cepi tetrapeptidni substrat ACF&FAFC, ki ima na mestu P4
aminokislino serin, ki se ujema z aminokislino nastu P4 v naravhem substratu
TcAtg8.2. Prav tako smo dokazali, da se z dalj$arpelipeptidne verige povaje tudi

encimska aktivnost avtofagina.
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5.4  SKLEPI

Uspeli smo izboljSati ekspresijo obeh proteinovdgl@a prejSnje objave

Dokazali smo, da sta izolirana avtofagina aktivmala cepita naravni substrat TcAtg8.1.
Encimska aktivnost TcAtg4.2 je nekoliko nizja kalkemcimska aktivnost Atg4.1.

* Proteaza TcAtg4.2 cepi sinté&te substrate. Kot najbolj optimalen substrat se je
izkazal Ac-STFG-AFC.

* Proteaza TcAtg4.2 ima nagje aktivnost ravno pri sintethem substratu katerega
zaporedje aminokislin je idetitio zaporedju aminokislin naravnega TcAtg8.2
substrata.

e Z daljSanjem polipeptidne verige sintgiih substratov, se povgje tudi aktivnost

avtofagina TcAtg4.2.

« Hofmeistrove soli izboljSajo encimsko aktivnost.
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6 POVZETEK

Cisteinski proteazi TcAtg4.1 in TcAtg4.2, ki sodeba pri oblikovanje avtofagosomov ter
skrbita za normalen potek avtofagije, sta dobiiitza n&rtovanje inhibitorjev. Avtofagija
je kljucna pri diferenciaciji parazitd. cruzi v razlicne infektivne oblike. Z razvojem
inhibitorjev za avtofagine bi tako lahko prefitiediferenciacijo in razmnozevanje parazita
ter posledino nastanek in razvoj Chagasovega obolenja.

Namen diplomske naloge je bil s tehnologijo rekamabine DNA in prenosom genskega
zapisa za oba avtofagina v drug ekspresijski velktowljSati obstoj& sistem za izrazanje
genov za TcAtg4.l in TcAtg4.2. Z biokemijsko kaexktacijo proteaz TcAtg4.l in
TcAtg4.2 s pomgo flourogenih sintetinin substratov smo Zeleli dd@iti substratno
specifinost proteaz in raziskati vpliv ragtih soli na aktivhost encimov. Poznavanje

lastnosti proteaz bo olajSalo iskanje spénifi inhibitorjev zanje.

Ekspresijo obeh proteta smo uspeli izboljSati. Dokazali smo, da sta izslirproteazi
aktivni na naraven substrat TcAtg8.1. Ponovno seKazalo, da je encimska aktivnost
Atg4.2 je nekoliko nizja kakor encimska aktivhosgAl pri cepitvi naravnega substrata
TcAtg8.1. S TcAtg4.2 smo preverili tudi aktivhostofeina na sintettne substate. Med
testiranimi se je kot najbolj optimalen izkazal swat Ac-STFG-AFC. Pokazali smo tudi,
da se z daljSanjem polipeptidne verige sitteti substratov, poveje tudi encimska
aktivnost TcAtg4.2. Dodatek Hofmeistrovih soli zviéncimsko aktivnost, kar zasledimo

kot izrazito poviSanja intenzitete signala.
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