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§ Sazetak

Proteinske strukture dio su okosnice dosad poznatog bioloskog svijeta, a njihove interakcije
omogucuju niz procesa poput replikacije DNA, sinteze novih proteina i regulacije
metabolickih putova. Medusobni odnosi proteina iznimno su vazni za razumijevanje funkcije
1 aktivnosti cijelog organizma te se poznate Cinjenice sabiru u karte protein-protein
interakcija. Za proucavanje istih koriste se razne metode, a jedna od najznacajnijih koja je
omogucila uvid u svijet na mikro- i nano-skali svakako je fluorescencijska mikroskopija.
Fenomen neradijativnog transfera energije (engl. Forster resonance energy transfer, FRET) s
pobudenog fluorofora-donora na drugi fluorofor-akcptor opisan je 1946. godine. Fenomen se
uskoro pokazao kao vrlo koristan nacin za kvantificiranje protein-protein interakcija u Zivim
sustavima s pomocu fluorescencijskih mikroskopa. Ukoliko se mjeri trajanje fluorescencije
donora (engl. flourescence lifetime imaging microscopy, FLIM) moguce je dobiti podatke za
racunalnu analizu. Iz dobivenih parametara saznaje se udaljenost i vrsta protein-protein
interakcija. Podatci se implementiraju u racunalni model sustava koji se kasnije koristi za
postavljanje preciznijih hipoteza za eksperimente. Cijeli proces u ovom radu objasnjen je na

primjeru prijenosa proteina i RNA kroz pore jezgrine ovojnice u eukariotskoj stanici.

Martina Manenica ZavrSni rad
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§1. UVOD

1.1. Protein-protein interakcije

Protein-protein interakcije (engl. protein—protein interactions, PPI) opisuju se kao visoko
specificne interakcije izmedu dva ili viSe proteina koji nastaju kao rezultat biokemijskih
procesa. Jedna od osnovnih uloga interakcija je regulacija proteina, tj. njihovih funkcija i
aktivnosti. Mnogi molekularni procesi potaknuti su proteinskim strukturama povezanim s PPI,
pa tako mogu uzrokovati aberacije u stanici. Predmet su mnogih istrazivanja jer je dokazano
da agregati nastaju zbog PPI i time uzrokuju bolesti poput Alzheimereove, Creutzfeld-
Jakobove, kao 1 nekih vrsta raka.!?

Protein-protein interakcije proucavaju se iz vise raznih perspektiva poput biokemije,
molekularne dinamike, prijenosa signala i slicno. Sva nova saznanja o protein-protein
interakcijama potom se sabiru u mreze proteinskih reakcija koje olakSavaju shvacanje
medusobno povezanih procesa (slika 1) i podsjecaju na metabolicke i genetske karte. Time se
dodatno produbljuju znanja o biokemijskim kaskadama i podrijetlu bolesti, ¢ime se moze
pospjesiti lijeGenje ciljanjem kljuénih proteina.’
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Slika 1. Mreza dosad otkrivenih protein-protein interakcija koje utje¢u na shizofreniju.?
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1.1.1. Tipovi protein-protein interakcija

Proteini mogu medusobno reagirati u kratkom vremenskom periodu kako bi proizveli
specifican trenutni efekt i takva PPI naziva se 'tranzijentnom' (engl. transient). Proteinski
kompleksi nastaju 'stabilnim' PPI i mogu biti homo-oligomerni i hetero-oligomerni.'

Stabilne PPI ukljucuju proteine koji ostaju u interakciji duZe vremena i omogucuju
nastajanje trajnih kompleksa povezujuéi vise podjedinica. Primjer takvog proteina je ATP
sintaza koja je gradena od dvije regije F; (5 razli¢itih podjedinica) i F, (3 glavne i 6 dodatnih
podjedinica).’

Kratke, 'tranzijentne' interakcije su reverzibilne i ukljucuju prijenos aktivnih skupina
(poput fosforilacije). Karakteristine su za tip stanice, dio stani¢nog ciklusa, vanjske faktore i
krucijalan dio biokemijskih kaskada. Primjerice, G-proteine (GTP-vezne proteine) aktiviraju
membranski receptori izmjenom svoje konformacije nakon interakcije sa signalnim
molekulama. Aktivirani G-proteini zapocinju kaskadu signala koji na kraju rezultiraju
promjenom u stanici. Na takav nacin regulirani su metaboli¢ki enzimi, ionski kanali,
transportni proteini, transkripcija, translacija i sl.'?

U definiranju protein-protein interakcije klju¢an je i1 kemijski tip veze kojima se
interakcija ostvaruje. Rijetke su kovalentne veze i uglavnom ukljucuju disulfidne veze. Rijec¢
je vec¢inom o posttranslacijskim modifikacijama 1 specificnim obiljezavanjima poput
(poli)ubikvitinacije. Dominiraju nekovalentne veze: ion-ion interakcije medu bocnim

ograncima amino-kiselina u peptidnoj vezi, vodikove veze, Van der Waalsove sile i sl.?

1.1.2. Metode prucavanja protein-protein interakcija

Procis¢avanje proteinskih kompleksa spregnuto s masenom spektroskopijom jedna je od
najcesce koriStenih metoda proucavanja protein-protein interakcija. Protein od interesa oznaci
se metodama genetiCkog inZenjerstva 'privjeskom' koji ima odgovarajuce antitijelo.
Kromatografskim metodama moze se izdvojiti protein od interesa zajedno s proteinima u
interakciji i potom ih se detektira masenom spektroskopijom.'

Metoda dvostrukog hibrida kod kvasca (engl. yeast two-hibrid analysis) predstavlja
geneticki pristup istrazivanja PPI. Metoda se temelji na tome da ¢e interakcija dva proteina od
interesa omoguditi vezanje transkripcijskog faktora za gen. Transkripcijom i translacijom

odredenog gena nastaje signalna molekula koja se lako detektira: npr. kvasac se nasadi na

Martina Manenica ZavrSni rad
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podlogu bez leucina, a aktivirani gen omogucéuje sintezu leucina i prezivljavanje kolonija
kvasca.'?

Mnogo isplativiji pristup u detektiraju PPI su text-mining metode koje je omogucio
napredak Interneta i raCunala. Danas poznate metode prema klju¢nim rije¢ima pretrazuju baze
podataka, a mnogi programi dostupni su za Siroku uporabu. Metode se zbog jednostavnosti i
ustede vremena koju nude razvijaju i kombiniraju filogenetsko profiliranje.?

Razvojem tehnologije javlja se sve viSe i viSe progresivnih metoda. Primjeri su ko-
imunoprecipitacija, analitiCko ultracentrifugiranje, kalorimetrija, razne metode genetickog
inzenjerstva kao i fluorescencijska mikroskopija. Mikroskopija predstavlja vrlo u¢inkovitu
metodu kako bi se sustavi promatrali in vivo. Zahvaljuju¢i danasnjoj tehnologiji, moguce je
zapaziti interakcije na mikroskali, snimiti ih i kvantificirati.'?

U ovom radu objasnjena je fluorescencijska mikroskopija kao metoda proucavanja
protein-protein interakcija. Pokazana je jedna od metoda za kvantifikaciju eksperimentalnih
podataka koja se zasniva na fizikalnom fenomenu neradijativnog transfera energije (engl.
Foérster resonance energy transfer, FRET). Dobiveni podatci mogu se implementirati u
racunalni model i time dobiti potpunija slika sustava, a rezultati dodatno povezati u dotad
poznate mreze PPI. Na samom kraju prikazan je cijeli proces na primjeru konkretnog

bioloSkog sustava - prijenosa proteina i RNA kroz jezgrinu ovojnicu eukariota.

Martina Manenica ZavrSni rad
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Fluorescencijska mikroskopija

Izreka 'Seeing is believing' (engl. 'vjerujem $to vidim'-slobodni prijevod) najcesce se koristi za
isticanje vaznosti mikroskopije u molekularnim istrazivanjima. Prvi uvid u mikrosvijet
napravio je Antony van Leeuwenhoek na pocetku 18. stoljeca. Jednostavni mikroskop koristio
je sustav le¢a vezanih na metalni drza¢ koje su se fokusirale pomoc¢u metalnog vijka (slika 2).
'Otac mikrobiologije' tako je mogao prvi vidjeti bakterije, kvasce, stanice krvi i male
organizme koji su plivali u kapljici vode. Dva parametra osobito su vazna u mikroskopiji:
uvecanje 1 rezolucija. Uveéanje je mjera koliko mikroskop ucini objekt veéim, dok se
rezolucija odnosi na najmanju udaljenost izmedu dvije tocke koje se mogu uociti kao razliciti
objekti. Sto je manja vrijednost rezolucije, veéa je rezolucijska moé mikroskopa i mogucée je
bolje uociti detalje. U posljednjih 200 godina tehnologija je omogucila uvid na skali reda
veli¢ine desetak Angstroma (10-1000 A).*°

Jedna od najznacajnijih inovacija bila je fluorescencijska mikroskopija.
Fluorescentni indikatori (fluorofori) omogucili su obiljezavanje proteina i lipida od interesa i
njihovo pracenje u in vivo sustavima u realnom vremenu. lako se nametnula kao jedan od
glavnih alata u istrazivanjima, njezin glavni limit je rezolucija. 1z dana u dan razvijaju se
tehnike koje koriStenjem difrakcije svjetlosti unutar optickih sistema pokuSavaju pospjesiti

rezoluciju.*’

Martina Manenica ZavrSni rad
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Slika 2. A) Model prvog mikroskopa iz 18. Stoljeca koji se sastojao od sustav le¢a vezanih na
metalni drza¢ koje su se fokusirale s pomo¢u metalnog vijka. Preuzeto iz ref. 6. B) Moderni

fluorescencijski konfokalni mikroskop. Preuzeto iz ref. 7.

2.1.1.  Princip fluorescencije

Da bi se primijenila napredna metoda istrazivanja, nuzno je poznavati sam princip.
Fluorescencija ukljucuje apsorpciju elektromagnetnog vala u obliku fotona odredene energije
kojoj slijedi emisija fotona nize energije nekoliko nanosekundi kasnije. Emitirani val ima
vecu valnu duljinu od apsorbiranog, a sami fenomen opisan je kao Stokesov efekt. Dijagram

Jablonskog predstavlja jednostavni prikaz tog fenomena (slika 3).

Martina Manenica ZavrSni rad
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81 — Pobudeno stanje

V‘_“_—-\

A Emitirani foton

488-nm 800-nm Sy~ Osnovno stanje

jedan foton dva fotona
Slika 3. Dijagram Jablonskog prikazuje elektronske promjene prilikom pobude fotonom
fluorescentnog indikatora i posljedicno emisiju zracenja. Pobuda laserskom zrakom valne
duljine 488 nm (plava strelica) zahtjeva jedan foton, a pobuda s 800 nm dva fotona (crvena
strelica). Nakon relaksacije (crna strelica) dolazi do emisije energije vece valne duljine

(zelena strelica) $to se opaza kao fluorescencija. Preuzeto i obradeno prema ref. 5.

2.1.2.  Fluorescencijski mikroskopi i nacin rada

U fluorescencijskoj mikroskopiji iznimno je vazno odvojiti emitirano od transmitiranog
zraCenja. Zato se koriste brojni filtri. Konvencionalni element brojnih fluorescencijskih
mikroskopa je filterska kocka (engl. filter cube) koja se sastoji od filtra za pobudenje,
interferentnog, dikromatskog zrcala (engl. dichroic mirror) pod 45° i emisijskog filtra, te
usmjerava zraku od izvora preko uzorka do detektora (slika 4). Za funkcionalnost filtra
iznimno je bitna orijentacija, koja se u novijim mikroskopima moze mijenjati. Filtri su
smjeSteni na automatizirani izmjenjiva¢ gdje se mogu rapidno mijenjati i time omogucuju
snimanje vise razliCitih fluorescirajucih objekata. Monokromatori i akusto-opticki modulatori
(engl. acousto-optic modulator (AOM), Bragg cell) omogucili su pak biranje odgovaraju¢ih

valnih duljina za pobudivanje.*

Martina Manenica ZavrSni rad
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Slika 4. Smjer zrake elektromagnetskog vala i dijelovi fluorescencijskog mikroskopa. Svjetlo
sa izvora (Zarulja ili laser) filtrira se preko ekscitacijskog filtra (plavo) i lomi na uzorak kroz
kocku za pobudu. Uzorak emitira fluorescenciju (crveno), a filter B predstavlja barijeru za
prolazak ekscitiranog zracenja na emisijski filter. Kocka za emisiju moze imati vise filtra (Em

1 i Em 2). Preuzeto i obradeno prema ref. 4.

Sam izvor je tradicionalno zivina ili ksenonska visokotlatna lampa, a noviji mikroskopi
koriste LED (engl. light emitting diodes) izvore. U mikroskopiji Sirokog polja snima se
cijeli uzorak jednim snopom zracenja i slika se moze lako snimiti kamerom. Upravo zbog
jednostavnosti snimanja u sprezi s limitiranom optikom i neizbjeZznom projekcijom snopa van
fokusa, snimke imaju nizak kontrast i slabu rezoluciju. Danas se mahom koristi za snimanje
tankih uzoraka 1 pretraZzivanje uzorka 'okom' pomocu okulara kako bi se pronaSao
odgovarajuc¢i motiv za snimanje.*

Snimanje vrlo tankih uzoraka limitirajuce je za brojna istrazivanja (posebno snimanja

tkiva ili stani¢nih kultura). Sre¢om razvila se laserska pretrazna konfokalna mikroskopija

Martina Manenica ZavrSni rad
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(engl. laser-scanning confocal microscopy). Gotovo svi principi su isti kao i kod mikroskopije
Sirokog polja, osim S$to je izvor laser 1 Sto je razvijen sustav fokusiranja snopa kako bi se
smanjilo rasprSenje zracenja (slika 5). To je postignuto pomocu aparature s malim kruznim
otvorom (engl. pinhole aparture) koja osigurava da svjetlo do detektora dolazi samo iz
ekvivalentne (konfokalne) tocke uzorka gdje je bio fokusiran ekscitacijski snop. Na takav
nacin slika se dobiva piksel po piksel 1 biljezi se intenzitet fluorescencije u svakoj tocki. Laser
i pinhole su nepomi¢ni, ali snop se usmjerava s pomoc¢u oscilatornih zrcala.* Na slici 6.
prikazan je primjer stani¢ne strukture-diobenog vretena ljudske stanice snimljen pomocu

konfokalne mikroskopije.

Objektiv

Uzorak

Laser

Slika 5. Princip rada laserskog pretraznog konfokalnog mikroskopa. Laserska zraka fokusira
se na debljem uzorku refleksijom s interferencijskog zrcala 1 lea objektiva. Mali otvor
omogucuje prolazak snopa koji je doSao s konfokalne ravnine na detektor. Preuzeto i

obradeno prema ref. 4

Martina Manenica ZavrSni rad
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Slika 6. Diobeno vreteno modelne stanice HeLa snimljeno konfokalnom mikroskopijom.
Fluorescentni proteini su PRCI1-GFP (zeleno) i CENP-B-mRFP (ljubicasto). Skala je 1

mikrometar (bijela linija). Preuzeto i obradeno prema ref. 8.

2.2. Forsterov prijenos rezonantne energije —-FRET i primjena u

mikroskopiji

Njemacki fizikalni kemicar, Theodor Forster, 1946. godine objasnio je fenomen
neradijativnog transfera energije (engl. Forster resonance energy transfer, FRET) s
fluorofora u pobudenom stanju na fluorofor u blizini. Sam proces umanjuje energiju donora

za vrijednost kojom pobuduje akceptora, a razlika se moze mjeriti (slika 7).

E = “____ FRET
513 _ Rté_la_ksa_cija_(_]D“_ms)__k
~ Al
W \ hv
107"%
So : . A’
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Slika 7. Dijagram Jablonskog koji prikazuje ekscitaciju donora (plava strelica) i neradijativni
prijenos energije na akceptor koji posljedi¢no emitira zracenje (crvena strelica)-efekt poznat

kao FRET. Preuzeto i obradeno prema ref. 519.
Buduéi da se takav neradijativni prijenos moze dogoditi na manje od 100 A, sustav se

pokazao vrlo korisnim za proucavanje protein-protein interakcija kao Sto je prikazano

shematski na slici 8.'"!!

FRET

N
{}/ éf—'

Slika 8. Protein od interesa (A) ima spregnut fluorescentni protein koji se pobuduje plavom

N

svjetloS¢u 1 emitira Zutu, a supstrat (B) protein koji se pobuduje zutom i emitira crvenu
svjetlost. Sustav se pobudi plavom svjetlos¢éu i1 ukoliko dode do interakcije, moze se opaziti
crvena emitirana svjetlost zbog prijenosa rezonantne energije. Preuzeto i obradeno prema ref.

9.

2.2.1. Upvjeti za FRET

Da bi se FRET mogao dogoditi, sustav mora zadovoljiti odredene uvjete:

e Udaljenost: efikasnost FRET-a E definirana je izrazom:

(2.3.1.)

gdje je r stvarna udaljenost izmedu fluorofora, a R, Forsterov radius — udaljenost na
kojoj je 50 % ekscitirane energije preneseno s donora na akceptor i obi¢no iznosi 10-
70 A. Za istrazivanja se obi¢no preferiraju veée vrijednosti R, jer se mogu uociti

udaljenije protein-protein interakcije.
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e Spektralno preklapanje: emisijski spektar donora mora se preklapati s apsorpcijskim

spektrom akceptora i §to je bolje preklapanje, FRET je izraZeniji.

e Orijentacija dipola: sam prijenos dogada se preko dipol-dipol sprege izmedu donora
i akceptora. Kutna ovisnost dipolne interakcije opisana je orijentacijskim faktorom x° i
ima vrijednost od 0 (okomiti dipoli) do 4 (paralelni dipoli). Budu¢i da molekule u

otapalu stalno rotiraju, vrijednost se aproksimira s 2/3."

Sama metoda zasniva se na unoSenju rekombinantnih plazmida s genom za ekspresiju
transfekcijom u Zeljene stanice. Time se dobivaju proteini od interesa s fluoresciraju¢om
domenom. Najcesce koriSteni par proteina za FRET su cijanoplavi fluorescentni protein (engl.
cyan fluorescent protein, CFP) 1 zuti fluorescentni protein (engl. yellow fluorescent protein,

YFP).125

a) CFP b) YFP

c) CFP i YFP

Slika 9. Slike prikazuju iste stanice kojima se proteini od interesa nalaze na membrani. Slika
d) prikazuje izracunati FRET nakon detekcije emitiranog zracenja. Preuzeto i obradeno prema

ref. 14.
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2.2.2. Kvantitativna fluorescencijska mikroskopija-FLIM metoda za kvantifikaciju FRET-a

Intenzitet zracenja koji se prenese s donora na akceptor potrebno je izmjeriti kako bi se dobila
informacija o udaljenosti proteina. Jedan od nacina je mjerenje trajanja fluorescencije
donora mikroskopijom (engl. flourescence lifetime imaging microscopy, FLIM) koje se
znacajno smanjuje ovisno o blizini akceptora. FLIM se snima konfokalnim mikroskopom, a
snimke kasnije analiziraju racunalnim metodama kako bi se kvantificiralo smanjenje
intenziteta.'"'?

Sami fluorofori imaju vrijeme fluorescencije izmedu 1 1 5 nanosekundi. Stoga je skala
za uocCavanje relevantnih promjena zapravo u pikosekundama S$to zahtjeva iznimno precizno
mjerenje vremena fluorescencije."

Postoje dva pristupa za mjerenje trajanja fluorescencije donora: FLIM u vremenskoj
1 FLIM frekvencijskoj domeni. U frekvencijskoj domeni cijeli uzorak se pobudi Sirokim
rasponom frekvencija. Za pobudu se mogu koristiti razni izvori poput dioda, lasera i lampa, a
iz pada amplitude zracenja za pobudivanje racuna se tocno trajanje. Za samu metodu potrebni
su jako svijetli uzorci i mjeri se tek mala frakcija fotona, no sama metoda je brza i
Jedna od vecih prednosti ovog pristupa je cijena i moguénost prilagodbe ve¢ine konfokalnih
mikroskopa na snimanje FLIM-a u frekvencijskoj domeni."

FLIM u vremenskoj domeni preciznija metoda, a jedna od najcesée koristenih je
vremenski korelirano brojanje jednog fotona (engl. time correlated single photon counting,
TCSPC). Mjeri se vrijeme potrebno da dode prvi foton s donora na detektor. Od tog trenutka
detektor je 'slijep' za ostale fotone. Pritom se dobiva krivulja ovisnosti intenziteta o vremenu
(slika 10) 1 usporedbom s poznatom krivuljom donora kada nema akceptor u blizini

preracunava se udaljenost fluorofora."
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A
Pobuda
k'
42 /Emisija (dugo vrijeme)
b
Emisija (kratko vrijeme)
Vrijeme (ns)
B 1Y
% Odgovor uredaja
) L
p= :
[ N,
[~ "
42 . Emisija (dugo vrijeme)

Emisiié {kratk_o vrijeme)

Vrijeme (ns)

Slika 10. A) FLIM u frekvencijskoj domeni. Uzorak se pobudi zracenjem svih frekvencija.
Sto je veéa faza na grafu to je dulje vrijeme fluorescencije. B) FLIM u vremenskoj domeni.
Uzorak se pobudi koriStenjem pulsnog izvora i odgovor fluorescentnog donora biljezi se
trenutno. Brzi pad krivulje ukazuje na krace vrijeme fluorescencije. Preuzeto i obradeno

prema ref. 13.

Opisana mjerenja pokazala su se jako korisnima za fluorofore koji slabo emitiraju poput
proteina. Kako bi se zabiljezilo trajanje fluorescencije proteina u nanosekundama, potreban je
vrlo kratki laserski puls kao izvor u pikosekundama. Zasad su najcesée koriSteni Ti-safir
laseri. 'Usko grlo' ove metode ¢ini period u kojem se individualni fotoni broje jedan po jedan,

piksel po piksel. "?

2.3. Primjer analize konkretnog bioloSkog sustava pomoc¢u FLIM-a i

racunalnog modeliranja

Da bi se detaljnije razumio odgovor stanice na stimulacije i perturbacije, ¢esto je nedovoljno
proucavati samo kvalitativni opis sustava. Prethodno opisane kvantitativne metode postale su
iznimno bitne u istrazivanjima, no bioloski sustavi, a time i mreze protein-protein interakcija
sve su kompleksniji 1 gotovo ih je nemoguce proucavati bez racunalnih metoda. Posljedica je

razvoj racunalne sistemske biologije (engl. computational systems biology) koja kombinira
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dva pristupa: identifikaciju uzoraka ponasanja iz velike koli¢ine eksperimentalnih podataka i
hipotetski pristup koji se bazira na simulacijama i matematickom modeliranju iz prethodno

poznatih podataka o sustavu.

2.3.1. Kreiranje racunalnog modela

Da bi se kreirao ra¢unalni model, potrebno je slijediti odredene korake:

1. Za pocetak, vazno je naglasiti da se racunalni model gradi za sustav u ravnoteznom
stanju. Model ukljucuje minimalni skup definiranih bioloskih komponenti, njihovih
regulatornih poveznica, koncentracija i kineti¢kih parametara samih reakcija. Podatci
se preuzimaju iz literature. Parametri koji jo§ nisu opisani prilagodavaju se kako bi

sustav odgovarao ravnoteznom.

2. Informaciju u eksperimentu davat ¢e molekularni senzori-donori 1 akceptori
fluorescencije. Za FRET se dizajniraju geneticki kodirani fluorescentni proteini na
proteinima od interesa (poglavlje 2.2.). Sustav se kalibrira in vitro kako bi se dobile
informacije o parametrima: konstanta disocijacije liganda i senzora, Ky, i vrijeme

fluorescencije slobodnog senzora-donora, 7pa.

3. Sada se senzor moze unijeti u neperturbirani bioloski sustav koji predstavlja
ravnotezno stanje 1 snimi se FLIM. Potom se parametri dobiveni in vitro u koraku 2.
Koriste za preracunavanje frakcijskog zasi¢enja senzora s ligandom in vivo i time se
definira ravnotezno stanje. U in vivo sustav uvode se dodatne perturbacije poput
inhibitora i aktivatora ili promjene koncentracija liganda. Time se dobivaju dodatne

informacije o sustavu.

4. Bezdimenzijski racunalni model moze se koristiti za analiziranje kvantitativnih
podataka dobivenim FLIM-om u drugim eksperimentima. Takoder, dobiveni model
moze se spregnuti s drugim modelima kako bi se dobila potpunija slika proteinskih

mreZa u stanici.

Kako bi se potpunije razumio proces rjeSavanja bioloskog problema od literaturnog
pregleda, do eksperimenta i kreiranja racunalnog modela, u ovom radu ukratko ¢e se

predstaviti primjer prijenosa tvari kroz membranu jezgrine ovojnice.
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2.3.2.  Nuklearni transport kao primjer racunalnog modeliranja

Da bi se detaljnije proucio primjer primjene FRET-a i rac¢unalnog modeliranja na sustav,
potrebno je prouciti problematiku sustava iz biokemijske perspektive, u ovom slu¢aju prijenos
proteina i RNA kroz dvostruku jezgrinu ovojnicu. Prijenos tvari iz jezgre u citoplazmu stanice
1 obratno kontroliran je kompleksima jezgrinih pora (engl. nuclear pore complexes, NPCs).
Manje nepolarne molekule mogu pro¢i pasivnim prijenosom, dok RNA i proteini trebaju
transportne faktore poput karioferina: importina za ulazak i eksportina za izlazak.'*"

Proteini koji trebaju u¢i u stanicu predstavljaju feret. Oni imaju nuklearne
lokalizacijske signale (engl. nuclear localization signals, NLS) koje ¢ine sljedovi
aminokiselina naj¢e$¢e s hidrofobnim bo¢nim ograncima. Sli¢no je i za izlazak, proteini i
RNA nose nuklearne signale za izlazak (engl. nuclear export signals, NES). Oba prijenosa
zahtijevaju energiju §to je omoguceno s malim Ras proteinom s GTPaznom aktivnos$¢u, Ran-
om. 13,15

GTPaze su enzimi koji vezu gvanozin trifosfat, GTP i hidroliziraju ga u gvanozin
difosfat, GDP, pri ¢emu se oslobada energija. Kada je na Ran vezan GDP on ima veliki
afinitet za karioferine. Importini otpustaju teret prilikom vezanja Ran-GTP-a, dok eksportini

rade kompleks s teretom 1 Ran-GTP-om, a hidrolizom u GDP otpustaju teret (slika 11). Stanje

Ran-a ovisi je li lokaliziran u jezgri (Ran-GTP) ili u citoplazmi (Ran-GDP) i time se stvara

gradijent kljuGan za reguliranje prijenosa kroz membranu. '*'°
Teret s NLS-om Eksportin Teret iznesen u
Importin citoplazmu
L ]
‘ S
Ran-GTP hidrolizira i {
disocira s importina
B }“ Ran-GDP Ran-GDP
citosolno + .
vlakno | > P 9 P
CITOPLAZMA > C
JEZGRA (
"G S

Ran-GTP —@mm \ \

Ran-GTP n
= - >

Vezanje Ran-GTP-a na

Teret je unesen eksportin
u jezgru
’ ® Teret s NES-om
(4) Ulazak tereta u jezgru ® lzlazak tereta iz jezgre
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Slika 11. Prijenos tereta kroz pore jezgrine ovojnice. A) Unos tereta u jezgru. Teret oznacen s
nuklearnim lokalizacijskim signalom veze se na importin. Vezanjem Ran-GTP-a teret se
otpusta unutar jezgre, a importin se regenerira u citoplazmi disocijacijom i hidrolizom Ran-
GTP-a. B) IznoSenje tereta iz jezgre. Teret je oznacen signalom za izlazak i uz pomo¢ Ran-
GTP-a vezan na eksportin. Kao takav prolazi kroz poru i u citoplazmi se teret otpusta

disocijacijom i hidrolizom Ran-GTP-a. Preuzeto i obradeno prema ref. 15.

Eksperimentalno dobiveni podatci FRET metodom o prijenosu tvari kroz jezgrinu ovojnicu
mogu se upotrijebiti za razvoj racunalnog modela za Ran sustav:
1. Minimalni skup varijabli potrebnih za opis sustava Cine reakcije koje kontroliraju
vezanje GTP-a na Ran 1 hidrolizu GTP-a, te sprezanje Ran-GTP-a i tereta kojeg treba
prenijeti. Pritom su uzeti parametri poznati u literaturi, a ostali parametri su

prilagodeni kako bi pocetni sustav matematicki odgovarao ravnoteznom.

2. Kreiran je biosenzor koji se temelji na FRET-u nazvan Rango (engl. Ran-regulated
importin B cargo). Za potpunu aktivnost sustava potrebno je vezivanje importina £ s
importinom o koji nosi teret. Na importin a spregnuti su fluorescentni proteini (slika

12). Vezanjem importina f dolazi do njihova udaljavanja i smanjuje se FRET.

Visoki FRET 100 Niski FRET
Broj b e T
fotona|*

101 % %
CFP YFP CFR g, YFP
V %
1 Sea . Stey ;
Kratko vrijeme # Vrijeme postrebno za o Produljeno vrijeme

detekciju fotona

Slika 12. Sustav Rango sa spregnutim fluorescentnim proteinima. Fluorescentni proteini
pokazuju FRET ukoliko su blizu jedan drugom (prilikom izostanka importina f) i kratko je
vrijeme potrebno za detektiranje fluorescencije. Vezanje importina f mijenja konformaciju
Rango-a 1 fluorescentni proteini su predaleko za FRET. Vrijeme detekcije fluorescencije

znatno se produzuje. Preuzeto i obradeno prema ref. 13.
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3. Sustav je kalibriran in vitro mjerenjem efikasnosti FRET-a za Rango prilikom
povecanja koncentracije liganda-pro¢is¢enog importina f. Iz izmjerene konstante
disocijacije K= 2-10° mol dm™ za disocijaciju Rango-importin S sustava raunom je
dobivena kalibracijska krivulja koja prikazuje ovisnost FRET-a o koncentraciji

liganda (slika 13 B).

4. Da bi se kvantificirala koli¢ina tereta kojeg sustav importina f otpusti u citoplazmu,
u modelnu mitotsku stani¢nu liniju (ekstrakti oplodenih jajasaca zabe Xenopus laevis)
s Rango-m dodan je Ran-GTP mutant koji ne moze hidrolizirati u GDP (RanQ69L). U
takvim uvjetima importin £ disocira, §to je popraceno s povecanjem FRET-a na
senzoru, Rango-u. U drugom pokusu povecéanje koncentracije importina  dovelo je
do smanjenja FRET-a. Time su dobiveni podatci za in vivo sustav. Koncentracija
slobodnog Ran-GTP-a izraCunata je iz kalibracijske krivulje. Izmjerene perturbacije
uvedene su u racunalni model i time je model postao blizi realnom sustavu i time

precizniji za hipoteze.

Martina Manenica ZavrSni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme

25

A
A
[ |
B-senzor + a B-a + Slobodni senzor
Afh“\‘ < +® — o 1 r[rf -,H\
FRET nije mogué vFRET
B
efikasnost Slobodni senzor
FRET-a
In vitro
M Suvisak liganda
Slobodni senZor => B-senzor
C
A
[ |
X—pll —Y
Povecanje
B-senzor + a B-a + Slobodni senzor
‘_,ffl"l\‘ g+t e ™ e t ,r’fv 111‘
FRET nije mogué FRET povecanje
D

FLIM Virtualna stanica
' B-senzor .

Slobodni

dsenzor
B-senzor B-senzor

Slobodni senzor

Martina Manenica

ZavrSni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 26

Slika 13. Shema postupka kreiranja racunalnog modela za Ran-sustave pomocu
eksperimentalnih podataka dobivenih razvojem fluorescentnih biosenzora i snimanjem FRET-
a. Legenda: a-Ran-GTP, A-RanGDP, B- Importin f, senzor-Rango. A) Postavljanje
minimalnog seta varijabli za racunalni model. Unose se parametri za reakcije: vezanje GTP-a
na Ran i hidroliza GTP-a, te sprezanje Ran-GTP-a i tereta kojeg treba prenijeti. B) Kalibracija
sustava in vivo 1 in vitro. Dobivena je kalibracijska krivulja koja prikazuje ovisnost FRET-a o
koncentraciji liganda. C) Dodatkom inhibitora X smanjuje se moguc¢nost vezanja liganda 1
FRET je izrazeniji. Povecanjem koncentracije liganda FRET se smanjuje do krajnje granice
kada viSe nije mogu¢. D) Koncentracije slobodnog senzora i senzora koji ima vezan ligand
dobivene su pokusom posluzile su za kreiranje racunalnog modela-virtualne stanice. Preuzeto

1 obradeno prema ref. 13.

Mogucée je bilo usporediti odgovor mitotskih stanica Xenopus laevis s Rango-m na otpustanje
tereta prilikom bioloSkih perturbacija s racunalnom simulacijom odgovarajuce situacije.
Koncentracija slobodnog Ran-GTP-a  kontrolirana je dodacima razli¢itth koncentracija
RanQ69L i importina . FRET na Rango sustavu je izrazen kao omjer intenziteta FRET-a i
fluorescencije cijanoplavog proteina slobodnog Rango-a. Na slici 14. jasno se vidi da podatci

dobiveni iz eksperimenata odgovaraju ratunskim podatcimama.

e e 1.0
_ | 0.8
_LUL 0.9 L& Udio slobodnog Rango-a
""rl-l_J .
_E’:' 0.8 - 0.4 dobiven ratunalnim modelom
id 0.2
e 0.0

%5 10 5 00 5 10 15
h q
Importin 8 RanQ69L

10° mol dm~
Slika 14. FRET u Rango sustavu u ovisnosti o dodatku importina £ (liganda koji uzrokuje
slabljenje FRET-a) 1 mutiranog Ran-GTP-a koji ne moze hidrolizirati GTP (RanQ69L,
inhibitor). Signal FRET-a (plava krivulja) raste povecanjem koncentracije RanQ69L i
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smanjuje se povecanjem koncentracije importina . Takoder, poklapaju se racunalni i
eksperimentalni podatci za udio slobodnog Rango-a (zelena i crna krivulja). Preuzeto i

obradeno prema ref. 13.

Prikazani sustav modeliran je u 2D stanici. Konfokalna mikroskopija omoguéuje snimanje
slojeva stanica, tako da bi se potencijalno mogla stvoriti 3D stanica i onda impregnirati
podatci za 2D stanicu. Dosada se pokazalo dobro slaganje izmedu 2D i 3D sustava.

Opisana metoda doprinijela je istrazivanju kojim je pokazano da gradijent Ran-GTP-a
regulira nastanak diobenog vretena, strukture koja veze kromosome i brine da nastanu dvije
stanice-k¢eri u mitozi s diploidnim brojem kromosoma. Ran-GTP utjeCe na odrzavanje
odgovarajué¢ih koncentracija aktivatora i inhibitora potrebnih za kreiranje diobenog vretena.'

Drugi proteini, kao i manje molekule koje se kroz jezgrinu ovojnicu gibaju difuzijom,
utjecu na koncentracijski gradijent Ran-GTP-a. Stoga ¢e za detaljno objasnjenje sustava biti
potrebna daljnja istrazivanja i naprednija tehnologija poput snimanje FLIM-a s puno ve¢im

biosenzorima."
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