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SAZETAK

Autofagija je unutarstanicni proces uklju¢en u razgradnju nezeljenih
citoplazmatskih komponenti poput proteina, lipida, nukleotida i sl., ali i
stani¢nih organela s ciljem ponovnog koristenja degradiranog sadrzaja u
biosintetskim procesima ili za stvaranje energije. Upravo zbog toga
autofagija se smatra jednim od glavnih mehanizama adaptacije stanice na
nepovoljne unutarstani¢ne uvjete kao Sto su deprivacija hranjivih tvari,
hipoksija, signali urodene imunosti i brojni drugi. Osim fizioloskih signala,
proces autofagije moze biti ometen koristenjem razlic¢itih farmakoloskih
agensa koji poticu njenu aktivnost, ili pak inhibiciju. Poznate su njene
brojne fizioloSke uloge, a jedna od najvaznijih je ona u razvoju i
diferencijaciji. Buduci da izmedu ostalog ima utjecaj i na megakariopoezu i
trombopoezu, u ovom radu Western blot analizom i koriStenjem protutijela
na LC3-II specificni marker autofagije, pratili smo njenu razinu u razli¢itim
razvojnim stadijima primarnih misjih megakariocita i trombocita, te u
ljudskoj megakariocitnoj stani¢noj liniji DAMI. Nadalje, razinu autofagije
analizirali smo i u megakariocitima iz koStane srzi tretiranim induktorom ili
inhibitorima autofagije. U konacnici, LC3 protein u DAMI stanicama pratili
smo njihovom transfekcijom mRFP-GFP-LC3 plazmidom s ciljem analize
autofagijskog fluksa. Prisutstvo LC3 proteina vidljivo je u obliku
fluorescentno obojenih vezikula koje koreliraju s autofagijskim
strukturama unutar stanice. Na temelju dobivenih rezultata, utvrdili smo
da razina LC3-II raste s diferencijacijom megakariocita, te da je

autofagijski fluks veci u nezrelijim stanicama.

Klju¢ne rijeci: autofagija, LC3, megakariociti, DAMI stanice, autofagijski
fluks



SUMMARY

Autophagy is an intracellular process involved in degradation of both
unwanted cytoplasmic components such as proteins, lipids or nucleotides,
and different cellular organelles. Its goal is to reuse degraded content in
biosynthetic processes or to generate energy. Because of that, autophagy
is considered to be one of the main mechanisms for cell adaptation to
unfavorable intracellular conditions such as nutrient starvation, hypoxia,
innate immune signals etc. In addition to physiological signals, the
autophagy process can be disrupted by the use of various pharmacological
agents that stimulate its activity or inhibition. There are plenty of
autophagy physiological roles, but one of the most important is in the
development and differentiation. Because it also affects megakaryopoiesis
and thrombopoiesis, in this study, using Western blot analysis and
antibody against LC3-II autophagy marker, we examined its levels in
different developmental stages of primary mouse megakaryocytes and
platelets, and also in the human cell line DAMI. Furthermore, we analyzed
the level of autophagy in the bone marrow derived megakaryocytes that
were treated with inducer or inhibitors of autophagy. Finally, LC3 was also
monitored by transfecting DAMI cells with mRFP-GFP-LC3 plasmid, in
order to assess autophagic flux. The presence of LC3 was visualised in the
form of punctate structures that correlate with autophagy structures
within the cells. Based on the results obtained, we determined that LC3-II
levels increase with differentiation of megakaryocytes and that autophagy

flux is higher in less mature cells.

Key words: autophagy, LC3, megakaryocytes, DAMI cells, autophagic

flux
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1. Uvod

1.1. Autofagija

Autofagija je unutarstanicni proces u kojem dolazi do lizosomalne
razgradnje citoplazmatskih komponenti ukljuc¢ujué¢i makromolekule poput
vecine dugozivucih proteina i njihovih agregata, lipida, nukleotida, ali i
organela kao Sto su mitohondriji, peroksisomi i endoplazmatski retikulum.
Ovaj degradacijski sustav prisutan je u eukariota i osobito je aktivan za
vrijeme diferencijacije i razvoja [1]. Brojne su fizioloSke beneficije ovog
procesa koje su otkrivene tek 90-ih godina proslog stolje¢a zajedno s
otkricem gena koji reguliraju autofagiju (ATG, engl. autophagy related
genes) potrebnih za ostvarenje autofagije [2]. One ukljuCuju odrzavanje
stani¢ne homeostaze, supresiju nastanka tumora, eliminaciju
unutarstani¢nih patogena, prezentaciju antigena i sl. Medutim,
najznacajnija uloga autofagije zasigurno je omogucéavanje adaptivnog
odgovora stanice u uvjetima gladovanja [3].

Osim navedenih uloga, vazno je napomenuti njen utjecaj za vrijeme
diferencijacije i razvoja pa je tako autofagija nuzna za preimplantacijski
razvoj kod sisavaca, prezivljavanje tijekom neonatalnog gladovanja te
diferencijaciju razliCitih vrsta stanica tijekom eritropoeze, trombopoeze,
limfopoeze i adipogeneze [1].

Iako je glavna zadacda autofagije prvenstveno protektivne prirode, ona
moze sudjelovati i u stani¢noj smrti. Dva su nacina na koji disfunkcija
autofagije rezultira stanicnom smrcu: aktivacijom apoptoze ili kao
posljedica nemogucénosti stanice da prezivi nespecifi¢cnu degradaciju
citoplazmatskih komponenti [4].

Osim stani¢ne smrti, nekontrolirana degradacija makromolekula i proteina
moze dovesti do nastanka brojnih bolesti kao Sto su razliciti tipovi
karcinoma i neurodegenerativne bolesti. Upravo je rak jedna od prvih

bolesti za koju je dokazano da je vezana uz poremecenu autofagiju,



najvjerojatnije zbog njene uloge u supresiji tumora [5]. Kod
neurodegeneracije, postoje brojni dokazi da autofagija zaista Stiti neurone
od propadanja, ali sam mehanizam josS nije u potpunosti razjasnjen.
Poznato je da krivo smotani proteini stvaraju agregate koji uzrokuju
razli¢ite bolesti pa je jedna od pretpostavki da se u procesu lizosomalne
razgradnje takvi proteini uklanjaju. Primjer proteina koji se autofagijom
degradira je alfa-sinuklein koji uzrokuje Parkinsonovu bolest te proteini

koji sadrze poliglutamin, a uzrokuju Huntingtonovu bolest [6][7].

1.1.1 Podjela autofagije

Tri su poznata tipa autofagije: mikroautofagija, Saperonima-
posredovana autofagija (CMA, engl. chaperone-mediated autophagy) i

makroautofagija [3].

Mikroautofagija je neselektivan proces u kojem dolazi do direktnog
unosa topljivih citoplazmatskih komponenti u lizosome. Molekule ili
organele dospjevaju u lumen lizosoma putem invaginacija lizosomalne

membrane [8].

Sljededi tip je CMA, visoko specificna autofagija koja se odvija
iskljucivo u sisavaca. Ovaj proces razlikuje se od makroautofagije i
mikroautofagije prvenstveno u nacinu na koji su proteini prepoznati za
lizosomalnu razgradnju, ali i nacinu njihova transporta do lumena
lizosoma [9].

U CMA dolazi do razgradnje velikog broja razliCitih supstrata ukljucujuci
glikoliticke enzime, transkripcijske faktore i njihove inhibitore, proteine
koji se vezu za lipide, one ukljucene u vezikularni promet i brojne druge.
Svi navedeni sadrze pentapeptidnu sekvencu (motiv) KFERQ. Upravo taj
motiv prepoznaju citosolni Saperoni, od kojih je najpoznatiji HSPA8/HSC70
(engl. heat shock 70kDa protein 8) protein. HSPA8/HSC70 prenosi

supstrat do lizosomalne membrane i ondje ga odmotava. Tako odmotan



supstrat veze se za monomer LAMP2A (engl. lysosomal-associated
membrane protein 2A) sto dovodi do multimerizacije receptora i ulaska

samog supstrata u unutrasnjost lizosoma [3]

Posljednji i najpoznatiji tip autofagije, o kojem ¢ée u ovom radu i biti

rije¢, je makroautofagija.

1.2. Makroautofagija i nastanak autolizosoma

Makroautofagija (dalje referirana kao autofagija) je proces ciji je
glavni korak de novo sinteza autofagosoma koji sadrzi makromolekule i
organele namijenjene za degradaciju. Autofagosomi se potom spajaju s
lizosomima prilikom ¢ega nastaje autolizosom u ¢ijem lumenu,
zahvaljujuci niskom pH i hidrolazama, konac¢no dolazi do razgradnje
nezeljenih molekula ili oStecenih organela [10]. Sam proces autofagije
podijeljen je u nekoliko koraka: indukcija, nukleacija i elongacija prethode
nastanku autofagosoma, nakon cega slijedi njegovo sazrijevanje i fuzija s
lizosomom [3]. U svim navedenim koracima sudjeluju razliciti proteinski

kompleksi, a najvazniju ulogu imaju ATG proteini [10].

1.2.1 Indukcija

Sinteza autofagosoma u sisavaca zapocinje zahvaljujuci
inicijacijskom kompleksu kojeg prvenstveno c¢ine ULK1 ili ULK2 Ser/Thr
kinaza (engl. Unc-51-like kinase family), ATG13 te RB1CC1 (engl. RB1-
inducible coiled-coil 1) proteini. Kompleks takoder cini i C120rf44/ATG101
koji se direktno veze na ATG13. ULK1/2-ATG13-RBCC1 kompleks je

stabilan te nastaje uvijek, neovisno o statusu hranjivih tvari [3].

Unutar inicijacijskog kompleksa moze dodi do asocijacije mTORC1
(engl. mechanistic target of rapamycin complex 1). mTORC1 je vazan

regulator rasta stanica koji svoju ulogu ostvaruje ovisno o statusu



hranjivih tvari unutar stanice, npr. koli¢ini aminokiselina [13]. Ukoliko u
stanici prevladava obilje hranjivih tvari, mTORC1 je vezan za inicijacijski
kompleks. U tom slucaju, on fosforilira ULK1/2 i ATG13 i inaktivira ih, pa
je daljnji put sinteze autofagosoma zaustavljen.

S druge strane, u uvjetima deprivacije hranjivih tvari ili nakon tretmana
stanica s rapamicinom, makrolidnim antibiotikom koji inducira autofagiju,
MTORC1 disocira s inicijacijskog kompleksa. Tada dolazi do defosforilacije
na prethodno navedenim mjestima Sto rezultira stvaranjem tzv. izolacijske
membrane, odnosno fagofora kao pocetne autofagijske strukture (Slika
1.) [3][13].

1.2.2. Nukleacija

Sljedeci kompleks proteina je ATG14 kompleks koji sadrzi PI3K
(engl. class III phosphatidylinositol 3 kinase) kinazu klase III. Kompleks
¢ini nekoliko razli¢itih proteina: PIK3C3/VPS34, PIK3R4/VPS15 te BECN1
(beclinl).

Proteini ovog kompleksa odgovorni su za fosforilaciju fosfatidilinozitola (PI,
engl. phosphatidylinositol) ¢ime nastaje fosfatidilinozitol 3-fosfat (PI3P,
engl. phosphatidylinositol 3-phosphate). U uvjetima deprivacije
aminokiselina dolazi do akumulacije PI3P na povrsini fagofora Sto privlaci
druge proteine koji se na njega vezu. Primjer su WIPI1 i WIPI2 te
ZFYVE/DFCP1 (engl. zinc finger, FYVE domain containing 1). Iako su
ukljuceni u autofagiju, funkcija ovih proteina jos je uvijek nepoznata
[3][10].

1.2.3. Elongacija

U procesu autofagije su dva sustava koja ukljucuju proteine nalik
ubikvitinu (UBL, engl. ubiquitin-like) te doprinose ekspanziji izolacijske
membrane, a to su ATG12 i ATG8/LC3 konjugacijski sustav [10].



ATG12 konjugacijski sustav rezultira stvaranjem ATG12-ATG5-
ATG16L1 kompleksa. Do konjugacije ATG12 i ATGS5 proteina dolazi pod
utjecajem ATG7 i ATG10 enzima koji kataliziraju reakciju. ATG7 djeluje
slicno kao E1 aktivacijski enzim (E1-like) koji aktivira ubikvitinu sli¢ne
proteine. U ovom slucaju katalizira kovalentnu konjugaciju karboksilnog
kraja ATG12 glicina na ATGS5 lizinski ostatak [14]. ATG10 pak djeluje kao
E2 enzim (E2-like), a njegova zadaca je transfer novostvorenog ATG12-
ATG5 kompleksa kroz stanicu [15]. U konacnici dolazi do direktnog
nekovalentnog vezanja izmedu ATG12-ATG5 kompleksa i ATG16L1 [10].

ATG12, ATG5 i ATG16L1 su Cesto koristeni markeri autofagije.
Njihov konjugacijski kompleks lokaliziran je na membrani fagofora, ali
disocira s membrane odmah nakon zavrSetka formiranja autofagosoma.
Upravo zbog toga koriste se kao markeri samo za pocetne korake u sintezi

autofagosoma [10].

Sljedeci UBL sustav koji je ukljucen u ekspanziju izolacijske
membrane je ATG8/LC3 (engl. light chain 3) sustav. Njegova razlika u
odnosu na ATG12-ATG5-ATG16L1 je ta Sto ne dolazi do konjugacije s
proteinima vec sa molekulom fosfatidiletanolamina (PE, engl.
phosphatidylethanolamine) [10]. Ovaj konjugacijski put zapocinje
procesuiranjem prekursora LC3 od strane proteaze ATG4, prilikom Cega
dolazi do izlaganja glicinskog ostatka na njegovom C kraju. Tako
procesuiran LC3 poznat je pod nazivom LC3-I.

ATG?7 protein ovdje ponovno djeluje slicno kao E1 enzim koji aktivira LC3-
I i prenosi ga do enzima slicnog E2, odnosno ATG3. LC3-I potom biva
kovalentno konjugiran s molekulom PE te nastaje LC3-II. Ovaj posljednji
korak katalizira prethodno opisan ATG12-ATG5-ATG16L1 kompleks koji
djeluje slicno kao E3 enzim (E3-like), odnosno E3 ligaza [3][10].

LC3-II asocira s izolacijskom membranom, ali i autofagosomima, pa
je uz ULK1, WIPI1/2 i ATGS jedan od najpoznatijih markera za analizu
autofagije [16].



1.2.4. Fuzija autofagosoma i lizosoma

Svi prethodno opisani koraci rezultiraju ekspanzijom izolacijske
membrane koja nakon odredenog vremena sazrije i zatvori se, te konacno
nastaje autofagosom (Slika 1.). Autofagosom sadrzi dvije membrane, a u
njegovoj unutrasnjosti zarobljen je sadrzaj kojeg je potrebno razgraditi.
Zahvaljujuci mikrotubulima, autofagosomi kroz stanicu putuju prema
multivezikularnim tijelima- kasnim endosomima ili lizosomima.

Pod utjecajem proteina syntaxin 17, SNAP29, VAMP3 i VAMPS8 dolazi do
fuzije vanjske membrane autofagosoma i lizosoma te nastaje autolizosom
[17]. Njegov je lumen izuzetno kiseo, a sadrzi i hidrolaze, Sto rezultira
razgradnjom nezeljenog sadrzaja, ali i same unutrasnje membrane
autolizosoma. Degradirani sadrzaj vraca se u citoplazmu gdje ga stanica

koristi u biosintetskim procesima ili za stvaranje energije [3].

ULK1/2
KOMPLEKS FAGOFOR

"
1/—

_ ATG12-ATG5-ATG16L1 ,
“=— kompleks
0 o
O PI3K kompleks
' permeaza — . :

AUTOFAGOSOM

LIZOSOM

@  hidrolaza

DEGRADACIIA AUTOLIZOS0OM

Slika 1. Morfologija autofagije. Proces sinteze autolizosoma zapocinje inicijacijskim
kompleksom ULK1/2-ATG12-RBCC1 te se stvara izolacijska membrana, odnosno fagofor.
Izolacijska membrana sazrijeva i zatvara se oko nezeljenog sadrzaja te nastaje
autofagosom koji fuzijom s lizosomom u konacnici daje autolizosom. Na povrsini svake

autofagijske strukture mogu se pronaci specifi¢ni markeri poput LC3-II, proteina PI3K



kompleksa itd. (Slika napravljena po uzoru na Katherine R. Parzych, Daniel J. Klionsky.
An Overview of Autophagy: Morphology, Mechanism, and Regulation. Discoveries.
2014;20.)

1.3. Regulacija autofagije

Vec je spomenuto da je autofagija nuzna za odrzavanje stani¢ne
homeostaze te da ima brojne fizioloSke prednosti. Medutim, neregulirana
degradacija citoplazmatskog sadrzaja moze biti i letalna te dovesti do
pojave brojnih poremecaja i bolesti. Stoga je veoma vazno da je proces
autofagije strogo reguliran, odnosno da se ona unutar stanice odrzava na
bazalnoj razini te inducira onda kada je to potrebno [5].

Za regulaciju makroautofagije potrebne su tri razli¢ite kinaze: PKA (engl.
protein kinase A), AMPK (engl. AMP-activated protein kinase) i mTORC1.
Sve tri reagiraju i vrse svoju funkciju ovisno o razliitim izvanstanic¢nim i
unutarstani¢nim signalima, poput razine glukoze, aminokiselina, kisika,
faktora rasta, ATP-a [3].

Prva od navedenih je PKA ovisna o cAMP. Kada stanica obiluje
hranjivim tvarima, ona djeluje kao inhibitor autofagije na nacin da
fosforilira i inaktivira LC3. Uz ovu, ima i indirektnu funkciju koju ostvaruje
putem interakcije s mTORC1 i AMPK. U takvim uvjetima fosforilira i
aktivira mTORC1 koji tako aktivan inhibira proces autofagije. Takoder
moze i inaktivirati AMPK Sto rezultira aktivacijom mTORC1 i ponovhom

inhibicijom procesa [3].

mMTORC1 je pozitivho reguliran razinom aminokiselina unutar stanice
i to putem RAG proteina (engl. recombination-activating genes). mTORC1

je u prisutstvu aminokiselina aktivan i proces autofagije je zaustavljen [3].

AMPK je kinaza koja ovisi o razini AMP, tj. ATP unutar stanice. Ona
se aktivira kada poraste koncentracija unutarstanicnog AMP u odnosu na

ATP pod utjecajem razlicitih vrsta stresa kao Sto su hipoksija, deprivacija



hranjivih tvari ili glukoze itd [18]. AMP se veze za AMPK i tako ju aktivira.
Svoju kinaznu aktivnost ona dalje ostvaruje putem direktne ili indirektne
interakcije s mTORC1. Jedan nacin na koji inducira autofagiju je direktna
inhibicija mTORC1 koji tada disocira s ULK1/2-ATG13-RB1CC1 kompleksa
te dolazi do formiranja izolacijske membrane. Drugi moguci nacin je
fosforilacija i aktivacija TSC1/2 kompleksa koja takoder rezultira
inhibicijomm mTORC1 [3]. Osim zbog povecane razine AMP u stanici, AMPK
moze biti aktivirana pod utjecajem CAMKK2 (engl. calcium/calmodulin-
dependent protein kinase kinase 2) kinaze koja se aktivira kao rezultat

poviSene koncentracije citosolnog Ca2* [3].

ER stres, povecana

CAMKK2 _ koncentracija Ca2+

|

Visoka —_— AMPK —_—

MTORC1 — Autofagija

TSC1/2

Normalna razina

Glukoza — PKA —_— MTORC1 — aminokiselina,

faktora rasta i kisika

Autofagija

Slika 2. Regulacija autofagije. Tri glavne kinaze za regulaciju autofagije su AMPK, PKA
i MTORC1 koje, uz ostale proteine poput CAMKK2 i TSC1/2 odgovaraju na razlicite signale
te, ovisno o njima, reguliraju proces autofagije. Zelene strelice oznacavaju aktivaciju
ciljnih meta pojedinih kinaza, a crvene njihovu inhibiciju. (Slika napravljena po uzoru na
Katherine R. Parzych, Daniel J. Klionsky. An Overview of Autophagy: Morphology,

Mechanism, and Regulation. Discoveries. 2014;20.)



1.4. Indukcija i inhibicija autofagije

Najpoznatiji induktor autofagije zasigurno je deprivacija hranjivih
tvari u stanici. StoviSe, autofagija zapravo i predstavlja mehanizam kojim
se stanica adaptira na stanje gladovanja. U takvim uvjetima, stanica je
prisiljena razgraditi dio svog citoplazmatskog sadrzaja u metabolite koji
mogu sudjelovati u stvaranju energije ili razlicitim biosintetskim
procesima, te na taj nacin osigurati prezivljenje [5]. Uz deprivaciju
hranjivih tvari, autofagiju mogu inducirati i druge vrste stresa poput
hipoksije, visoke temperature itd, ali i hormonalna stimulacija, signali
urodene imunosti, razliCite bolesti i sl. [2]

Osim navedenih veoma je vazan ucinak farmakoloskih agensa kao alata u
izucavanju autofagije. Najpoznatije kemijske tvari koje mogu modulirati

proces autofagije su rapamicin, bafilomicin i VPS34-IN1 [19].

Rapamicin je lipofilni makrolidni antibiotik koji se koristi kao
fungicid, imunosupresiv te u terapiji razli¢itih vrsta tumora [20]. Njegova
glavna i specificna meta je mTORC1. Rapamicin se veze za imunofilin
FKBP12 (engl. FK506 binding protein) prilikom Cega nastaje FKBP12-
rapamicin kompleks. Takav kompleks ulazi u interakciju s mTORC1 i
inaktivira ga. Inaktivirani mTORC1 disocira s ULK1/2-ATG12-RBCC1
inicijacijskog kompleksa zbog ¢ega isti postaju aktivni. To rezultira

promocijom autofagije te sintezom fagofora [20].

Za razliku od rapamicina koji inducira autofagiju, bafilomicin Al i
VPS34-IN djeluju kao njeni inhibitori [19]. Bafilomicin Al je specifi¢an i
potentan inhibitor V-ATPaze koja je lokalizirana u organelama kao sto su
vezikule, endosomi, lizosomi ili Golgijev aparat. Glavna zadac¢a V-ATPaze u
navedenim stani¢nim odjeljcima je odrzavanje kiselog pH u njihovom
lumenu. Acidifikacija lumena lizosoma od strane V-ATPaze nuzna je za
njegovu fuziju s autofagosomom. Stoga, inhibicija V-ATPaze ne dovodi do

sazrijevanja autofagosoma u autolizosome, ve¢ do njihovog nakupljanja



unutar stanice. Posljedi¢no dolazi do nemoguénosti razgradnje endogenih

proteina i nezeljenih stani¢nih organela [21].

VPS34-IN1 je specifi¢an i potentan inhibitor PIK3C3/VPS34 proteina
koji autofagiju inhibira za vrijeme nukleacije. VPS34 pripada skupini PI3
kinaze koja ulazi u interakciju s dva prethodno spomenuta proteina-
BECN1 (beclin 1) i PIK3R4/VPS15 te zajedno s njima sudjeluje u
fosforilaciji PI u PI3P.

Inhibicijom VPS34, znatno se smanjuje razina PI3P na povrsSini fagofora i
ostalih autofagijskih struktura. Time je onemoguceno stvaranje platforme

za vezanje drugih proteina i sama daljnja sinteza autofagosoma [22].

1.5. Megakariociti

Megakariociti su malobrojne stanice nastale iz mijeloidne
progenitorske loze koje je prvenstveno mogude pronaci u kostanoj srzi, ali
i u plucima te perifernoj krvi. Ove stanice prekursori su za sintezu
trombocita, malih krvnih stanica bez jezgre koje su odgovorne za
zaustavljanje krvarenja. Megakariociti su promjera 50-100 ym te time
nadmasuju veliinu ostalih krvnih stanica. Osim veli¢ine, njihovo
specificno svojstvo je i ploidnost jezgre [23].

Trenutno jedini poznati citokin koji poti¢e potpuno sazrijevanje
megakariocita je trombopoetin. Iako on svoju ulogu ostvaruje putem
interakcije s brojnim drugim citokinima poput IL-3, IL-6 i IL-11, oni nisu
nuzni za proces maturacije [23]. Prilikom sazrijevanja, megakariociti
postaju veci, poveéavaju i mijenjaju sadrzaj citoskeleta unutar citoplazme
i dobivaju specifican membranski sustav bogat cisternama i tubulima.
Sam proces stvaranja trombocita zapocinje endomitozom jezgre kojom
megakariociti postaju poliploidni kroz cikluse replikacija DNA, bez
citokineze. Endomitozu prati sinteza organela te sazrijevanje i ekspanzija
citoplazme. Proces sazrijevanja karakteriziraju i promjene unutar samog

citoskeleta. Naime, mikrotubuli putuju prema stani¢noj membrani, a
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pseudopodiji bogati tubulinom se izduzuju i granaju sto dovodi do
stvaranja protrombocita. Protrombociti prolaze kroz spojeve endotelnih
stanica krvnih Zila u koStanu srz, a iz njih se, u konacnici, oslobadaju zreli
trombociti [24].

1.5.1. Utjecaj autofagije na megakariopoezu i trombopoezu

Pokazalo se da je osim uz neurodegenerativne bolesti i razlicite vrste
karcinoma, poremecena autofagija rezultirala razli¢itim hematoloskim
poremecajima kao Sto su mijelodisplasti¢ni sindrom i akutna mijeloidna
leukemija [25]. Osim navedenog, izostanak autofagije rezultira i
disfunkcijom mitohondrija i stani¢nog ciklusa Sto takoder dovodi do
brojnih poremecaja poput limfopenije [26].

Uloga autofagije istrazivana je i u megakariopoezi i trombopoezi. Indukcija
ili inhibicija autofagije farmakoloskim agensima poput rapamicina i
bafilomicina ili pak izlaganje nezrelih megakariocita gladovanju dovelo je
do brojnih poremecaja u procesu stvaranja trombocita. Ukoliko se radi o
stanicama fetalne jetre koje predstavljaju rani stadij sazrijevanja
megakariocita dolazi do abnormalne megakariopoeze, redukcije
poliploidnosti megakariocita te smanjene proizvodnje protrombocita, kao i
otpustanja trombocita u kostanu srz [27].

Potpuni gubitak autofagije uzrokovan delecijomm ATG7 gena u nezrelim
megakariocitima takoder dovodi do poremecaja u megakariopoezi i
trombopoezi, rezultirajuci proizvodnjom abnormalnih trombocita. Takvi
trombociti su malobrojniji i mnogo veci od uobicajenog, a raznim
testovima utvrdeno je da je njihova agregacija nakon ozljede smanjena,
zbog Cega je vrijeme krvarenja produljeno. Medutim, ometanje autofagije
u zrelim megakariocitima nije rezultiralo abnormalnom megakariopoezom
te nije uoCena razlika u ploidnosti i broju megakariocita, kao ni broju
trombocita, Sto upucuje na to da inhibicija ili indukcija autofagije

suprimira megakariopoezu i trombopoezu samo ako se ona odvija u
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ranom stadiju megakariopoeze [17] [27].
Sva ova saznanja upucuju na to da je autofagija proces koji se aktivno

odvija tijekom nastanka trombocita te da je nuzna za odrzavanje broja

trombocita u organizmu.
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2. Cilj rada

Autofagija je vazan unutarstanicni proces koji sudjeluje u odrzavanju
stani¢ne homeostaze u uvjetima deprivacije hranjivih tvari.
Nedavnim istrazivanjima pokazalo se da ometanje autofagije u ranom

razvojnom stadiju megakariocita negativno utje¢e na megakariopoezu i

trombopoezu, dok poremecena autofagija u zrelom stadiju megakariocita

ne daje iste rezultate. Ova saznanja daju naslutiti da je u ranom stadiju
sazrijevanja megakariocita, vaznost i uloga autofagije mnogo veca u
odnosu na vec zrele stanice [27].

Kao Sto je navedeno u uvodnom dijelu ovoga rada, pokazalo se da se
autofagija moze omesti na nekoliko razli¢itih nacina: farmakoloskim
agensima ili pak deprivacijom hranjivih tvari. Inhibicijom ili indukcijom
autofagije dolazi do promjene u broju autofagosoma unutar stanice koja
korelira s koli¢inom LC3-II kao markera autofagije [2]. Stoga je cilj ovog

rada bio:

1. Western blot analizom LC3-II proteina ispitati razinu autofagije u
razli¢itim stadijima primarnih misSjih megakariocita razvijenih iz
fetalne jetre, u misjim trombocitima te u razli¢itim stadijima
humane megakariocitne stanic¢ne linije DAMI.

2. Western blot analizom LC3-II proteina ispitati razinu autofagije u
primarnim misjim megakariocitima razvijenim iz kostane srzi
tretiranih razli¢itim kombinacijama farmakoloskih agensa koji
induciraju ili inhibiraju autofagiju.

3. Ispitati razinu autofagijskog fluksa u razli¢itim razvojnim stadijima

megakariocitne stanicne linije DAMI, uz rapamicin kao pozitivhu

kontrolu. U tu svrhu, DAMI stanice transficirane su s mRFP-GFP-LC3

plazmidom i vizualizirane fluorescentnim mikroskopom.
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3. Materijali i metode

3.1. Primarni megakariociti

Za Western blot analize koristeni su vec pripremljeni uzorci misjih
megakariocita iz kostane srzi i fetalne jetre dobiveni ljubaznosc¢u
doktorandice Ivane Bertovi¢ (Laboratorij za hematopoezu, Odjel za
biotehnologiju). Ukratko, primarne stanice kultivirane su u DMEM mediju
uz 10% fetalni govedi serum (FBS, engl. fetal bovine serum, Pan-
Biotech), penicilin i streptamicin (Pan-Biotech) uz prisustvo trombopoetina
na 37°C, pri 4-5% COa.

3.1.1. DAMI stanicna linija

Za Western blot analizu koristeni su uzorci DAMI megakariocitne
stanicne linije dobiveni ljubaznos¢u diplomandice Ane Bura (Laboratorij za
hematopoezu, Odjel za biotehnologiju).

DAMI stanicna linija je humana megakariociti¢na linija dobivena iz krvi
pacijenata s megakarioblasticnom anemijom. Ova linija predstavlja rani
razvojni stadij megakariocita te sluzi kao prikladan stani¢ni model za
proucavanje biokemije, funkcije i diferencijacije megakariocita. DAMI
stanice rastu primarno u suspenziji, karakterizira ih svojstvo
samoobnavljanja, a dostizu veli¢inu od 12-120 pm. Diferencijacija ovih
stanica moze biti potaknuta koristenjem forbol miristat acetata (PMA,

engl. phorbol myristate acetate) [28].

Za pokuse DAMI stanice kultivirane su u RPMI 1640 mediju uz 10%
FBS (Pan-Biotech), penicilin i streptamicin (Pan-Biotech) na 37°C, pri 4-
5% CO;. Stanice su potom centrifugirane na 1000 rpm 5 minuta te
resuspendirane u novom, zagrijanom potpunom RPMI mediju u

koncentraciji od 10° stanica. Za diferencijaciju stanice su kultivirane u
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prisutstvu 100 nM PMA u navedenim vremenima.

3.2. Modulacija autofagije u uzorcima primarnih stanica

Misji primarni megakariociti iz koStane srzi tretirani su razli¢itim
kombinacijama farmakoloskih agensa koji moduliraju autofagiju u punom
mediju. Za indukciju autofagije koristen je 200 nM rapamicin. Za inhibiciju
autofagije koristeni su 100 nM bafilomicin A1 te 5uM VPS34-IN1. Vrijeme
inkubacije s induktorima i inhibitorima je 2h, nakon ¢ega su uzorci
pripremljeni za analizu Western blotom. Ovako tretirane i pripremljene

stanice takoder su dobivene ljubaznoséu doktorandice Ivane Bertovié.

3.3. SDS-PAGE elektroforeza i Western blot

Prije nanoSenja na gel, uzorci stanica drzani su na ledu i kratko
centrifugirani. Proteini su razdvojeni natrij dodecil sulfat-poliakrilamid
elektroforezom (SDS-PAGE, engl. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis). Pripremljen je 15% poliakrilamidni donji gel za
razdvajanje (TRIS-HCI [1.5 M, pH 8.8], 10% SDS, 30% akrilamid, TEMED,
10% amonij persulfat [APS, engl. ammonium persulfate], destilirana
voda), te 5% poliakrilamidni gornji gel za sabijanje uzoraka (TRIS-HCI
[1.0 M, pH 6.8], 10% SDS, 30% akrilamid, TEMED, 10% APS, destilirana
voda). Uzorci su razdvajani na gelu u puferu za elektroforezu (250 mM
Tris, 192 mM glicin, 35 mM natrijev dodecil sulfat) koja je prvih 15 minuta
provedena na 70V, a potom na 130V nesto dulje od sat vremena.

Za pracenje veli¢ine proteina koristen je proteinski standard (Thermo
Scientific #26619).

Proteini su s gela potom preneseni na PVDF membranu (Millipore) u
puferu za transfer (25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% metanol). Transfer je

proveden na 1A tijekom dva sata. Membrane su potom blokirane u 3%
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govedem serumskom albuminu (BSA, engl. bovine serum albumine) u
TBS-T (engl. Tris buffered saline-Tween: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1%
Tween 20) Cime je sprijeCeno nespecifictno vezanje protutijela na
membrane. Nakon 45-minutnog blokiranja, membrane su inkubirane
poliklonalnim zecjim primarnim protutijelom na LC3 (Mbl, razrjedenje
1:1000 u 3% BSA u TBS-T uz 5% natrijevog azida) te misjim anti-GAPDH

primarnim protutijelom (Calbiochem) preko noci na +4°C uz tresnju.

Sljedec¢i dan membrane su isprane 3x po 10 minuta sa 0,1% TBS-T
nakon Cega su dodana sekundarna protutijela. KorisSteno je anti-zecCje i
anti-misje protutijelo (1:5000, Cell Signaling) konjugirano s peroksidazom
hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase) i te su membrane inkubirane
na tresilici 1h. Nakon sat vremena, membrane su isprane 3x po 10 minuta
sa 0,1% TBS-T. Proteinski bendovi vizualizirani su koriStenjem reagensa
otopine luminola i otopine peroksida (Thermo Scientific) u omjeru 1:1 i
slikani na ChemiDoc MP (Bio-Rad).

3.4. Transfekcija DAMI stanica

Po 500 pL DAMI stanica nasadeno je na stakalca u plocici s 24 jazice
u koncentraciji 200 000 stanica/mL.
Za transfekciju je koristen LipofectamineTM 3000 reagens (ThermoFisher).
Prema protokolu proizvodaca, pripremljena su dva MasterMix-a za
transfekciju. Prvi MasterMix sadrzi 24,25 uL Opti-MEM medija te 0,75 pL
Lipofectamine 3000 reagensa. Drugi MasterMix sadrzi 23,17 uL Opti-MEM
medija, 1 yL P3000 reagensa i 500 ng plazmidne DNA (mRFP-GFP-LC3,
dobiven ljubaznoscu dr. sc. Ivane Muniti¢, Laboratorij za molekularnu
imunologiju, Odjel za biotehnologiju). Oba MasterMix-a su pomijeSana te
inkubirana na sobnoj temperaturi 15 minuta. Nakon inkubacije, stanice su
transficirane s 50 yL MasterMix-a po jazici te je dodan 100 nM PMA koji
rezultira sazrijevanjem megakariocita. Stanice su ostavljene preko nodi, a

uspjesnost transfekcije pracena je fluorescentnim mikroskopom.
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Stanice su tretirane s rapamicinom (Calbiochem) 22h nakon
transfekcije. 24h nakon transfekcije, odnosno 2h nakon dodatka
rapamicina, stanicama je dodan 4% paraformaldehid (PFA, engl.
paraformaldehyde) s ciljem zaustavljanja reakcije i fiksacije stanica. 15
minuta nakon inkubacije s PFA, stanice su isprane PBS-om.

Svi uzorci analizirani su fluorescentnim mikroskopom (Olympus IX 83).
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4. Rezultati

4.1. Usporedba autofagije u megakariocitima i trombocitima

Jedan od najkoristenijih markera autofagije zasigurno je LC3
protein. Njegov modificirani oblik, LC3-II jedini je protein lokaliziran na
membranama svih autofagijskih struktura, ukljucujudi izolacijske
membrane, autofagosome i autolizosome [29].

Za pracenje ekspresije LC3-1I i ekspresije njegova prekursora LC3-I,
provedena je Western blot analiza. U pokusima su koriStene progenitorske
stanice (dan 0), nezreli (dan 2) i zreli (dan 4) megakariociti razvijeni iz
fetalne jetre te misji trombociti. Kao Sto je vidljivo na Slici 3A, prisutna su
dva ocekivana proteinska benda u uzorcima progenitorskih stanica i
megakariocita: LC3-I na 14 kDa te LC3-II na 16 kDa. Diferencijacijom
progenitorskih stanica (dan 0) u megakariocite (dan 2) raste razina LC3-II
proteina. Sazrijevanjem megakariocita (dan 4), nadalje raste razina LC3-
II proteina, odnosno dolazi do njegove akumulacije unutar stanice Sto bi
upucivalo na visoku razinu autofagije (Slika 3A i 3B, kvantifikacija).
Suprotno tome, ekspresija LC3-I i LC3-II u trombocitima nije uocljiva. Ovi
rezultati sugeriraju da tijekom diferencijacije megakariocita iz fetalne jetre
raste razina autofagije te da je u zrelijim stanicama visoka razina bazalne

autofagije.
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Slika 3. Ekspresija LC3-I i LC3-1II proteina u megakariocima i trombocitima.
Analizirani su uzorci megakariocita nultog, drugog i Cetvrtog dana razvoja iz fetalne jetre
(FLMK DO, FLMK D2, FLMK D4) te trombociti (PLT). Proteini su razdvojeni SDS-PAGE
elektroforezom. (A) Prikaz rezultata Western blot analize ekspresije LC3-1i LC3-1I, uz
vizualizaciju gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) kao kontrole koli¢ine proteina
nanesene na gel. LC3 je vizualiziran koristenjem primarnog zecjeg anti-LC3 protutijela
(1:1000, MbI) i sekundarnog anti-zecjeg protutijela (1:5000, Cell Signaling). (B) Graficki
prikaz kvantifikacije rezultata Western blot analize za LC3-II. Kvantifikacija Western blot

analize napravljena je u Imagel programu.
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4.2. Indukcija i inhibicija autofagije u razlic¢itim razvojnim

stadijima megakariocita razvijenih iz kostane srzi

Western blot analizom nadalje je pracena razina autofagije u
primarnim megakariocitima razvijenim iz kostane srzi. Ove stanice
tretirane su u razliCitim razvojnim stadijima (nezreli, dan 3, Slika 4A i 4B;
zreli, dan 6, Slika 5A i 5B) kombinacijama farmakoloskih agensa koji

moduliraju proces autofagije- rapamicinom, bafilomicinom i VPS34-IN1.

Na Slici 4A i 5A vidljive su razine LC3-1II nakon treceg i Sestog dana
razvoja megakariocita iz kostane srzi. Buduci da prvi uzorak nije tretiran
niti jednim od tri navedena modulatora, on predstavlja kontrolu, odnosno
ukazuje na bazalnu razinu autofagije u megakariocitima. Uocena je razlika
u bazalnoj razini autofagije. Ona je u zrelijim megakariocitima (dan 6,
Slika 5A, prvi uzorak) relativno viSa u odnosu na onu u nezrelijim
stadijima megakariocita (dan 3, Slika 4A, prvi uzorak), te se moze
inhibirati s VPS34-IN1 (Slika 5A). Visa razina bazalne autofagije u zrelijim
stadijima megakariocita iz koStane srzi u skladu je s rezultatima
dobivenim na megakariocitima razvijenim iz fetalne jetre.

U stanicama treéeg dana razvoja bafilomicin, pojedinacno, a i u
kombinaciji s rapamicinom, rezultira pove¢anjem razine LC3-II Sto korelira
s akumulacijom autofagosoma unutar stanice (Slika 4A). Rapamicin sam
nije imao znacajan ucinak. U stanicama tretiranim s VPS34-IN1
inhibitorom, neocekivano, ekspresija LC3-1II je povecana u odnosu na
kontrolni uzorak sto bi ukazivalo na povecanu razinu autofagosoma.
Nadalje, vidljivo je da je ekspresija LC3-II proteina smanjena kod uzoraka
tretiranih VPS34-IN1 u odnosu na one tretirane samo sa bafilomicinom i

kombinacijom rapamicina i bafilomicina (Slika 4A, kvantifikacija 4B).
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Slika 4. Ekspresija LC3-1I i LC3-1I proteina u megakariocima tretiranih
induktorima i inhibitorima autofagije. Analizirani su uzorci megakariocita tre¢eg dana
razvoja iz kostane srzi. Uzorci su tretirani razli¢itim kombinacijama farmakoloskih agensa
koji utjeCu na autofagiju. Koristeni su rapamicin (200 nM), bafilomicin A1 (100 nM) i
VPS34-IN1 (5 uM), u vremenu inkubacije 2h. Proteini su razdvojeni SDS-PAGE
elektroforezom. (A) Prikaz rezultata Western blot analize ekspresije LC3-Ii LC3-I1I, uz
vizualizaciju GAPDH kao kontrole koli¢ine proteina nanesene na gel. LC3 je vizualiziran
koristenjem primarnog zecjeg anti-LC3 protutijela (1:1000, Mb/) i sekundarnog anti-
zecjeg protutijela (1:5000, Cell Signaling). (B) Graficki prikaz kvantifikacije rezultata
Western blot analize za LC3-II. Kvantifikacija Western blot analize napravljena je u

Image] programu.
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Isti uvjeti pokusa provedeni su i na zrelim megakariocitima koji su
kultivirani Sest dana iz kostane srzi. Promjene u razini LC3-II su bile male
u usporedbi s nezrelim megakariocitima. Tretman bafilomicinom i
kombinacijom rapamicina i bafilomicina rezultirao je blagim povecanjem
ekspresije LC3-1I, te je VPS34-IN1 kod zajednickog tretmana rapamicinom
i bafilomicinom, uzrokovao snizenje LC3-II (Slika 5A, kvantifikacija 5B).
Kao Sto je ranije napomenuto, VPS34-IN1 je smanjio razinu bazalne
autofagije. Rapamicin sam nije uzrokovao znacajnu promjenu u razini
LC3-II.

Na Slici 5A vidljivo je da zadnja tri uzorka GAPDH nisu u skladu sa
ostalima. Buduci da GAPDH predstavlja kontrolu koli¢ine proteina
nanesenih na gel, a svi LC3 proteinski bendovi su pravilni, vjerojatni uzrok
ove nepravilnosti je pogreska na gelu. Zbog toga je kvantifikacija zadnja
tri uzorka zrelih megakariocita (Slika 5B) izrazena preko srednje
vrijednosti GAPDH korektnih uzoraka.

Povecana osjetljivost megakariocita treéeg dana razvoja na

bafilomicin upucuje na povedani autofagijski fluks u mladim stadijima.

A
Rapamicin - + - PUME R SRS &
Bafilomicin Al 2 2 T S + o+
VPS34-IN1  _ - » ” T B e I
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Slika 5. Ekspresija LC3-I i LC3-II proteina u megakariocima tretiranih
induktorima i inhibitorima autofagije. Analizirani su uzorci megakariocita Sestog dana
razvoja iz kostane srzi. Uzorci su tretirani razli¢itim kombinacijama farmakoloskih agensa
koji utjeCu na autofagiju. Koristeni su rapamicin (200 nM), bafilomicin A1 (100 nM) i
VPS34-IN1 (5 pM), u vremenu inkubacije 2h. Proteini su razdvojeni SDS-PAGE
elektroforezom. (A) Prikaz rezultata Western blot analize ekspresije LC3-1 i LC3-1I, uz
vizualizaciju GAPDH kao kontrole koli¢ine proteina nanesene na gel. LC3 je vizualiziran
koristenjem primarnog zecjeg anti-LC3 protutijela (1:1000, Mb/) i sekundarnog anti-
zecjeg protutijela (1:5000, Cell Signaling). (B) Graficki prikaz kvantifikacije rezultata
Western blot analize za LC3-II. Kvantifikacija Western blot analize napravljena je u

Imagel] programu.

4.3. Ispitivanje razine autofagije u DAMI stanic¢noj liniji

Osim na misjim megakariocitima, zanimala nas je i razina autofagije
u humanoj megakariocitnoj liniji DAMI dobivenoj iz krvi pacijenata s
megakarioblasticnom anemijom te kako se ona mijenja kada stanice
tretiramo s PMA koji potic¢e njihovu diferencijaciju. U stanicama je
analizirana razina LC3-II nakon kultivacije bez PMA (netretirane, Slika 6 i
7) ili uz tretman 100 nM PMA (+PMA, Slika 6i 7).

U odnosu na misje primarne megakariocite, u DAMI stanicama
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dominantna je forma LC3-I (Slika 6A i 6B, prikazuje dva neovisna
pokusa). Usporedujuci nezrele i netretirane stanice s onim diferenciranim,
vidljivo je da je ekspresija LC3-I i LC3-II mnogo izrazenija u
diferenciranim stanicama te da ona raste zajedno s porastom vremena
inkubacije s PMA (Slika 6A i 6B, kvantifikacija 7A i 7B). Iako je dijelom
posljedica povecéane ekspresije vjerojatno ukupnog LC3, s obzirom na
razinu LC3-II u odnosu na GAPDH, moze se zakljuciti da razina autofagije
raste s vremenom kultivacije (netretirane DAMI, 24h), te s
diferencijacijom (PMA tretirane, 4h, 24h).

DAMI DAMI
NETRETIRANE +PMA
A
oh 4h  8h  24h 4h 24h
- - .
o — LC3-1I
w — S —— GAPDH
B DAMI DAMI
NETRETIRANE +PMA

Oh 4h 8h 24h 4h 8h 24h

. D i B el
LC3-1I
- -— PR— GAPDH

Slika 6. Ekspresija LC3-1 i LC3-1I proteina u DAMI stanicama. Analizirana su dva
seta uzoraka netretiranih DAMI stanica (Oh, 4h, 8h i 24h) te onih tretiranih s PMA (100
nM; vrijeme inkubacije 4h i 24h za prvi set uzoraka te 4h, 8h i 24h za drugi set uzoraka).
Proteini su razdvojeni SDS-PAGE elektroforezom. (A), (B) Prikaz rezultata Western blot
analize ekspresije LC3-1 i LC3-II, uz vizualizaciju GAPDH kao kontrole koli¢ine proteina
nanesene na gel. LC3 je vizualiziran koriStenjem primarnog zecjeg anti-LC3 protutijela
(1:1000, Mbl) i sekundarnog anti-zecjeg protutijela (1:5000, Cell Signaling).
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Slika 7. Graficki prikaz kvantifikacije Western blot analize DAMI stanica.
Analizirana su dva seta uzoraka netretiranih DAMI stanica te onih tretiranih s PMA (100
nM). Proteini su razdvojeni SDS-PAGE elektroforezom. (A), (B) Kvantifikacija Western
blot analize ekspresije LC3-I (A) i ekspresije LC3-II (B) u netretiranim i tretiranim DAMI
stanicama. Svaki stupac predstavlja dva nezavisno provedena pokusa na razli¢itim

setovima uzoraka. Kvantifikacija je napravljena u Image] programu.

25



4.4. Mjerenje autofagijskog fluksa unutar DAMI stanica

Western blot analizom detektirali smo razinu LC3-II koji korelira s
brojem autofagosoma unutar stanica. Stoga je sljededi cilj bio utvrditi
razinu autofagijskog fluksa, odnosno autofagosoma i autolizosoma. U tu
svrhu DAMI stanice su transficirane s mRFP-GFP-LC3 plazmidom c¢ime je
omogucena vizualizacija autofagijskih struktura unutar stanica pomocu
fluorescentnog mikroskopa. Naime, GFP je osjetljiv na niski pH, odnosno
na kiselo podrucje, dok je mRFP u istom stabilan. Kolokalizacija GFP i
mRFP rezultira zutim obojenjem koje oznacava fagofore ili autofagosome,
dok su autolizosomi oznaceni crveno, bududi da je u njihovom kiselom

lumenu GFP signal utisan [30].

4.4.1. Nestimulirane DAMI stanice

Slika 8 prikazuje nestimulirane DAMI stanice transficirane s mRFP-
GFP-LC3 plazmidom. Autofagijske strukture vidljive su u obliku
fluorescentno obojenih toaka unutar stanice. U nestimuliranim DAMI
stanicama vidljivo je iskljucivo Zuckasto tockasto obojenje smjesteno
perinuklearno. Zuti signal ozna¢ava autofagosome koji nisu sazreli u
autolizosome. Vedi broj zutih, ali i crvenih vezikula koje predstavljaju
autolizosome uocen je kod stanica tretiranih rapamicinom Sto upucuje na

indukciju autofagije te da je u ovakvim stanicama autofagijski fluks vedi.
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Slika 8. Ekspresija mRFP-GFP-LC3 u nestimuliranim DAMI stanicama. DAMI
stanice transficirane su s mRFP-GFP-LC3 plazmidom. Njegova ekspresija vidljiva je u
obliku toc¢kastog obojenja koje korelira s autofagijskim strukturama unutar stanice.
Rezultati su prikazani za nestimulirane DAMI stanice, te one tretirane rapamicinom

(200nM) u vremenu inkubacije 2h. Mjerilo: 50 pm.

4.4.2. DAMI stanice tretirane s PMA

Stanice tretirane s PMA, za razliku od nestimuliranih stanica, imaju
jezgru s dva ili viSe lobula, sto je vidljivo na Slici 9. Unutar ovih stanica,
uocen je vedi broj tockastih struktura, ali ponajprije zutih Sto upucuje na
akumulaciju autofagosoma. Tockasta zuta obojenja joS su izrazenija i
mnogobrojnija u stimuliranim stanicama koje su dodatno inkubirane
rapamicinom (200 nM, 2h). I u ovom slucaju, autofagijske strukture
smjestene su perinuklearno. S obzirom da u oba slu¢aja nisu uocene
crvene vezikule, moze se zakljuditi da je autofagijski fluks nizi u

diferenciranim DAMI stanicama.
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Slika 9. Ekspresija mRFP-GFP-LC3 u DAMI stanicama tretiranim s PMA. DAMI
stanice transficirane su s mRFP-GFP-LC3 plazmidom. Njegova ekspresija vidljiva je u

obliku toc¢kastog obojenja koje korelira s autofagijskim strukturama unutar stanice.

Rezultati su prikazani na DAMI stanicama tretiranim samo s PMA (100 nM) te onima

tretiranim s PMA i rapamicinom (200 nM) u vremenu inkubacije 2h. Mjerilo: 50 pm.
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5. Rasprava

Autofagija je put razgradnje molekula unutar stanice koji ima vaznu
ulogu u njenom odrzavanju te predstavlja jedan od glavnih mehanizama
prilagodbe stanice na nezeljene uvjete, primjerice stanje deprivacije
hranjivih tvari [3]. Brojnim israzivanjima pokazalo se da je ovaj proces
aktivan u velikom broju razliCitih stanica, pa tako i u megakariocitima i
trombocitima. Upravo zbog toga zeljeli smo ispitati kolika je razina
autofagije u megakariocitima te kako se ona mijenja s njihovim razvojnim
stadijem. Analizirali smo megakariocite drugog i Cetvrtog dana razvoja iz
fetalne jetre te trombocite, a razinu autofagije procijenili preko razine
ekspresije LC3-1II markera autofagije koji korelira s brojem autofagosoma
unutar stanice. Rezultati su pokazali da ekspresija LC3-II raste s
razvojnim stadijem megakariocita iz fetalne jetre Sto upucuje na to da je
reakcija konjugacije LC3-I u LC3-II pojacana, odnosno da je autofagija
inducirana. Suprotno tome, ekspresija LC3-II u trombocita nije uocena.
Opisani rezultati upucuju na ukljucenost autofagije u razvoju
megakariocita od najranijih prekursora pa sve do zrelijeg stadija, bududi

da se njena razina tijekom razvoja povecava.

Nadalje, zeljeli smo provijeriti kako se razina LC3-II mijenja ovisno o
tretmanu megakariocita tre¢eg i Sestog dana razvoja iz kostane srzi
razli¢itim inhibitorima ili induktorima autofagije. Na stanicama treé¢eg dana
razvoja pokazalo se da razina autofagije blago raste nakon inkubacije s
rapamicinom te znacajno nakon tretmana bafilomicinom i njihovom
kombinacijom. Bududi da rapamicin inducira autofagiju, akumulacija LC3-
IT unutar stanice bila je oCekivana. Bafilomicin je pak inhibitor V-ATPaze
koja je nuzna za fuziju autofagosoma s lizosomom. Akumulacija LC3-II
koja korelira s akumulacijom autofagosoma unutar stanica tretiranih
bafilomicinom posljedica je nemogucénosti njihova sazrijevanja u

autolizosome i privodenja procesa autofagije kraju. Stoga porast u razini
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LC3-II nakon tretmana bafilomicinom odrazava povecani autofagijski fluks
u nezrelim megakariocitima.

Megakariociti tretirani VPS34 inhibitorom pokazuju manju ekspresiju LC3-
IT u odnosu na one tretirane samo bafilomicinom ili kombinacijom
rapamicina i bafilomicina. Za razliku od bafilomicina koji blokira fuziju veé
sintetiziranog autofagosoma s lizosomom, VPS34-IN1 onemogucuje
sintezu PI3P na povrsini izolacijskih membrana pa je onemogucéeno daljnje
vezanje proteina i stvaranje samog autofagosoma. Sukladno tome,
ekspresija LC3-1I u stanicama s VPS34-IN1 trebala bi biti niza od one u
netretiranim, Sto ovdje nije slucaj.

NesSto drugaciji rezultati uo€eni su u zrelim megakariocitima razvijenim iz
kosStane srzi kod kojih je bazalna razina autofagije znatno visa te je bila
inhibirana VPS34-IN1, upucujuci na ovisnost o PI3P u ovom stadiju. Iako
rapamicin nije imao ucinak, bafilomicin i kombinacija bafilomicina i
rapamicina blago su povisili razinu LC3-II. Medutim, taj je porast bio
znacajno nizi u odnosu na nezrele megakariocite te se moze zakljuciti da
je autofagijska aktivnost, odnosno autofagijski fluks znacajno vedi u
nezrelim nego u zrelim megakariocitima. Medutim, uzevsi u obzir
vizualizaciju GAPDH kao kontrole koli¢ine proteina nanesene na gel, u

slucaju zrelih megakariocita (Slika 5A) nuzno bi bilo ponoviti ove pokuse.

Osim misjih megakariocita, provjerili smo i razinu autofagije u DAMI
stanicama. Pokazalo se da razina LC3-II raste s porastom vremena
kultivacije stanica, kako u netretiranim stanicama, tako i u onima dija je
diferencijacija potaknuta pomocéu PMA. I ovi rezultati slazu se s prethodno
dobivenim, kao i literaturnim, te potvrduju porast autofagije tijekom

diferencijacije megakariocita.

Prateci ekspresiju LC3-II u prethodno opisanim pokusima, moglo se
zakljuciti da porastom njegove razine unutar stanice, dolazi do indukcije
autofagije koja se ocituje kroz akumulaciju autofagosoma. Medutim,
ovakva nas vrsta analize, u kojoj se detektira samo broj autofagosoma, ne

informira o tome je li proces autofagije dovrsen, odnosno je li doslo do
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sinteze autolizosoma i konacne razgradnje, ali i je li proces stvaranja
autolizosoma ubrzan. Ocekivano je da aktivacija autofagije rezultira
povecanjem broja autofagosoma unutar stanice, ali njihova akumulacija
moze nastati kao posljedica dva potpuno razli¢ita procesa. Jedan od njih
je dakle indukcija procesa, a drugi blokirano sazrijevanje autofagosoma u
autolizosome sSto je pokazano u pokusu sa bafilomicinom. Stoga je uz
detekciju broja autofagosoma unutar stanice potrebno analizirati i
autofagijski fluks. Autofagijski fluks je izraz koji se koristi za opis
dinamickog procesa autofagije koji ukljucuje sintezu autofagosoma, ali i
njegovu fuziju s lizosomom te konacnu degradaciju nezeljenih supstrata, a
koji moze biti detektiran razli¢itim metodama [2]. Jedna od takvih upravo
je transfekcija stanica s mRFP-GFP-LC3 plazmidom koja je koristena u
ovom radu. Ekspresija LC3 proteina u ovom slucaju vidljiva je u obliku
zutog ili crvenog tockastog obojenja unutar stanice. Koristenje mRFP-GFP-
LC3 plazmida omogucuje procjenu autofagijskog fluksa zahvaljujuci
razliCitom signalu fluorescentnih proteina u razli¢citom pH podrucju. Naime
GFP je osjetljiv na kiseli i/ili proteoliticki okolis koji prevladava unutar
lizosoma pa je njegov signal unutar autolizosoma utiSan. Suprotno tome,
MRFP je u istim uvjetima stabilan [31].

Analizom nestimuliranih DAMI stanica fluorescentnim mikroskopom, uodili
smo da broj to¢aka unutar stanice raste nakon njihove inkubacije s
rapamicinom. Kod netretiranih stanica, uoceno je samo zuto tockasto
obojenje koje korelira s autofagosomima, a u onih inkubiranih
rapamicinom ponegdje je prisutan i iskljuCivo crveni signal koji upucuje na
prisutstvo autolizosoma. Na temelju opisanih rezultata moguce je
zakljuciti da je rapamicin uspjesno inducirao autofagiju i povecao
autofagijski fluks unutar stanice. Provjerili smo i razinu ekspresije u
diferenciranih stanica tretiranih PMA te uvidjeli da je broj to¢aka povecan
u odnosu na nestimulirane stanice. Iako je njihov broj i u ovom slucaju
porastao nakon tretmana stanica rapamicinom, prisutan je iskljucivo Zuti
signal sto upuduje na to da su u stanici prisutni samo autofagosomi. Ovi

rezultati u skladu su s rezultatima dobivenim na primarnim misjim
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megakariocitima tretiranim s bafilomicinom gdje je takoder uocen vecdi

autofagijski fluks u ranijim razvojnim stadijima megakariocita.

Usporedujuci nase rezultate s onim literaturnim, vidljivo je da je broj
LC3-II tocaka unutar DAMI stanica relativno malen, kako u nestimuliranim
stanicama, tako i u onima tretiranim s PMA. Isti bi se pokus, stoga, u
buducnosti trebao ponoviti, ali koristeci druge uvjete ili drugu stani¢nu
liniju, primjerice HelLa stanice humanog karcinoma cerviksa koje su se u
razli¢itim radovima [29], [30], [31] pokazale kao dobar model za procjenu

autofagijskog fluksa.
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6. Zakljucak

Ovim radom pracena je ekspresija LC3-II markera koja korelira s
razinom autofagije u razli¢itim razvojnim stadijima misjih megakariocita i
trombocita te u humanoj megakariocitnoj stani¢noj liniji DAMI. Pokazano

je da:

1. Ekspresija LC3-II u megakariocitima iz fetalne jetre raste sa
sazrijevanjem stanica, a u trombocitima nije vidljiva.

2. Inkubacija megakariocita iz koStane srzi rapamicinom i/ili
bafilomicinom dovodi do akumulacije LC3-II unutar stanice koja
nastaje kao posljedica aktivacije autofagije ili blokiranja fuzije
autofagosoma s lizosomom u ranijim razvojnim stadijima
megakariocita. VPS34-IN1 smanjuje razinu LC3-II u stanicama
tretiranim rapamicinom i bafilomicinom kao posljedica nemogucnosti
sinteze PI3P na povrsSini autofagijskih struktura.

3. Ekspresija LC3-II raste s diferencijacijom DAMI stanica.

Ekspresijom mRFP-GFP-LC3 u DAMI stanicama vizualiziran je vedi broj
autofagosoma i autolizosoma u nediferenciranim DAMI stanicama. Buduci
da se ekspresija LC3-II povecava paralelno s razvojnim stadijem
megakariocita iz fetalne jetre te nakon tretmana bafilomicinom u nezrelim
megakariocitima iz kostane srzi, mogude je zakljuciti da je vaznost
autofagije kao procesa adaptacije stanica u nepovoljnim uvjetima i puta
razgradnje nezeljenih tvari u stanici mnogo vec¢a u primarnim stanicama,
nego u vec zrelim trombocitima. Isti rezultati dobiveni su i na DAMI

stanicama Sto dodatno potvrduje prethodne rezultate.
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8. Zivotopis

OSOBNE INFORMACIJE

RADNO ISKUSTVO

lipanj 2018.—danas

28. svibnja 2018.—08. lipnja
2018.
2017.
2016.

lipanj 2015.—rujan 2016.

lipanj 2014.—rujan 2014-

Bruketa Tea

9 Prisika 4B, 51250 Novi Vinodolski (Hrvatska)
0917826417
= tbruketa@student.uniri.hr

Spol Zensko | Datum rodenja 26. prosinca 1996. | Drzavljanstvo hrvatsko

dm-drogerie markt, Novi Vinodolski (Hrvatska)

Studentski posao (rad na blagajni, slaganje polica)

Studentska stru¢na praksa
Jadran Galenski Laboratorij, odjel Proizvodnje, Rijeka (Hrvatska)

= mentor: Vladimir Male$

Demonstrator iz kolegija "Organska kemija"
Odjel za biotehnologiju, Rijeka (Hrvatska)

= mentor: doc. dr. sc. Nela Malatesti

Demonstrator iz kolegija "Bioaktivne komponente mediteranske prehrane
Odjel za biotehnologiju, Rijeka (Hrvatska)

= mentor: doc. dr. sc. Mladenka Malenica Staver

Konobar
Trgovacki obrt V.P.G., Novi Vinodolski (Hrvatska)

Sezonski posao

Prodavac
Trgovacki obrt V.P.G., Novi Vinodolski (Hrvatska)

Sezonski posao
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OBRAZOVANJE |
OSPOSOBLJAVANJE

2015.—danas

2011.-2015.

2003.-2011.

OSOBNE VJESTINE

Materinski jezik

Strani jezici

engleski
njemacki
talijanski

Komunikacijske vjestine

Digitalne vjestine

|
Preddiplomski studij Biotehnologija i istrazivanje lijekova, Rijeka (Hrvatska)
Prva rijecka hrvatska gimnazija, Rijeka (Hrvatska)
Osnovna skola Ivan Mazurani¢, Novi Vinodolski (Hrvatska)
|
hrvatski
RAZUMIJEVANJE GOVOR PISANJE
o <o Govorna Govorna
Slusanje Citanje . ) N
interakcija produkcija
Cc2 Cc2 C2 C2 Cc2
B1 B1 B1 B1 B1
A2 A2 A1 A1 A1

Stupnjevi: A1iA2: Pocetnik - B1 i B2: Samostalni korisnik - C1 i C2: Iskusni korisnik
Zajednicki europski referentni okvir za jezike

= dobre komunikacijske i prezentacijske vjestine steCene na radnim mjestima te u sustavu
obrazovanja

= osoba za timski rad

SAMOPROCJENA
Obrada I Stvaranje . RjeSavanje
. " Komunikacija . Sigurnost
informacija sadrzaja problema
Iskusni korisnik Samostalni korisnik Sampst_alni Samc_)stf'alni Samostalni korisnik
korisnik korisnik

Digitalne vjestine - Tablica za samoprocjenu

= vjesto rukovanje Windows Office programima (Word, Excel, PowerPoint...)

= rad u programima za informati¢ko modeliranje molekula (Avogadro, MarvinSketch,
Chimera, PyMOL, Gamess)

= pretraZivanje baza podataka kao $to je Protein Data Bank (PDB)
= poznavanje rada u Imaged programu
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http://europass.cedefop.europa.eu/hr/resources/european-language-levels-cefr
http://europass.cedefop.europa.eu/hr/resources/digital-competences

Vozacka dozvola B

DODATNE INFORMACIJE

Volontiranje = Festival znanosti Odjela za biotehnologiju 2016., 2017. i 2018. godine (Laboratorij za
hematopoezu, Mikroskopiranje, info pult)

= humanitarna akcija "Kuglice dobrih Zelja"

= projekt Putujuéi znanstvenici

= Centar za rehabilitaciju Fortica, Kraljevica

= Djedji dom Bra¢e Mazurani¢, Novi Vinodolski

Clanstva . Udruga studenata biotehnologije Sveugili$ta u Rijeci
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