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POPIS KRATICA:

ALS - engl. amyotrophic lateral sclerosis, amiotrofi¢na lateralna skleroza

AMSH - engl. associated molecule with the SH3 domain of STAM, molekula povezana s
domenom SH3 molekule STAM

APPL - engl. beta amyloid protein precursor-like; bjelanCevina sli¢na preteCi bjelancevine
beta amiloid

APS - engl. ammonium persulfate; amonijpersulfat

BSA - engl. bovine serum albumine, albumin iz govedeg seruma

BSS - engl. balanced salt solution, uravnotezena otopina soli

CC - engl. ,, coiled coil “, zavijena zavojnica

c¢DNA - engl. copy DNA

CHMP - engl. chromatin modifying protein; bjelanCevina izmjene kromatina

COPII - engl. coat protein complex I1, hrv. oblozni bjelancevinski kompleks I1

DOALI1 - engl. degradation of a2 1, razgradnja bjelancevine a2 1

DOC - engl. sodium deoxycholate, natrijev deoksiholat

dsRNA - engl. double stranded RNA, dvolancana molekula RNA

DTT - engl. ditiotreitol, ditiotreitol

DUIM - engl. double-sided ubiquitin-interacting motif, obostrana domena koja veze ubikvitin
EDTA - engl. etilendiamintetraacetate, etilendiamintetraoctena kiselina

EEAL1 - engl. early endosome antigen 1, antigen ranih endosoma 1

EGF - engl. epidermal growth factor, epidermalni ¢imbenik rasta

EGEFR - engl. epidermal growth factor receptor, receptor epidermalnog ¢imbenika rasta
Eps15 - engl. epidermal growth factor receptor pathway substrate 15, klon br. 15 supstrata
biokemijskog puta receptora epidermalnog ¢imbenika rasta

ERGIC-53 - engl. ER-Golgi intermediate compartment, odjeljak posredovanja
endoplazmatskog retikuluma 1 Golgijevog tjelesca 53

ESCRT - engl. endosomal sorting complex required for transport, endosomski razvrstavajuci
kompleks nuzan za transport

FYVE - Fabl/ YOTB/Vacl/EEAI

GABA - engl. gamma-aminobutyric acid; gama-aminomaslacna kiselina

GAP-43 - engl. growth associated protein 43, bjelancevina povezana rastom 43

GFAP - engl. glial fibrillary acidic protein; kisela glijalna fibrilarna bjelancevina



GISP - engl. G-protein coupled receptor-interacting scaffolding protein; spregnuti receptor
povezan s G-bjelan¢evinama-interaktivna gradevna bjelancevina

GM130 - engl. cis-Golgi marker 130, biljeg cis strane Golgijevog tjeleSca

GM-CSF - engl. granulocyte/macrophage colony stimulating factor, ¢imbenik poticanja
kolonija granulocita/makrofaga

HBP - engl. HRS binding protein, bjelancevina koja veze molekulu HRS

HEp-2 - engl. human epidermoid carcinoma; humani epidermoidni karcinom

HGF - engl. hepatocyte growth factor, hepatocitni cimbenik rasta

HIP1 - engl. huntingtin interacting protein, bjelanCevina povezana s bjelanCevinom
huntingtin 1

HOPS - engl. homotypic fusion and vacuole protein sorting complex, kompleks homotipnog
spajanja i razvrstavanja bjelanc¢evina u vakuoli

HRP - engl. horseradish peroxidase, peroksidaza iz hrena

HRS - engl. hepatocyte growth factor regulated tyrosin kinase substrate, supstrat za tirozin
kinazu reguliranu hepatocitnim ¢imbenikom rasta

Hsel - engl. class E vacuolar protein-sorting machinery protein, molekula koja razvrstava
bjelancevine u vakuoli, skupina E

IBA1 - engl. ionized calcium binding adaptor molecule 1; molekula prilagodivac koja veze
ionizirani kalcij 1

IL - engl. interleucin, interleukin

ITAM - engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif, dio bjelancevine odgovoran
za aktivaciju imunoreceptorima na osnovi fosforilacije tirozina

JAK - engl. Janus kinase, Janus kinaza

LDS - engl. lithium dodecyl dulfate, litijdodecilsulfat

MAP?2 - engl. microtubule-associated protein 2, bjelanCevina povezana s mikrotubulima 2
mRNA - engl. messenger RNA, glasnicka RNA

MVB - engl. multivesicular body, multivezikularno tjelesce

NeuN - engl. neuronal nuclei, jezgre neurona

NLS - engl. nuclear localization signal, signal za lokalizaciju bjelancevine u jezgri

04 - engl. oligodendrocyte marker O4, oligodendrocitni biljeg O4

PB - engl. phosphate buffer, fosfatni pufer

PBS - engl. phosphate buffered saline, puferirana otopina fosfatnih soli

PBST - engl. phosphate buffered saline Tween 20, puferirana otopina fosfatnih soli Tween 20

PCR - engl. polymerase chain reaction, lanCana reakcija polimerazom



PDGF - engl. platelet-derived growth factor, trombocitni ¢imbenik rasta

PGP9I.5 - engl. protein gene product 9.5, bjelanc¢evina produkt gena 9.5

PIPES - engl. piperazine-N,N'-bis(2-ethanesulfonic acid), piperazin-N,N -bis(2-etansulfonska
kiselina)

PSAP - prolin/serin/alanin/prolin

PtdIns(3)P - engl. phosphatidylinositol 3-phosphate, fosfatidilinozitol(3)-fosfat

PVDF - engl. polyvinylidene fluoride, polivinilidenfluorid

Rab5 - engl. Rab protein 5, bjelanCevina Rab 5

RINT1 - engl. Ras and Rab interactor 1, bjelancevina koja medudjeluje s bjelancevinama Ras i
Rab

RNAI — engl. RNA interference, interferencija RNA

RNAI - engl. RNA interference, RNA utiSavanje

RSPS - engl. radial spoke protein 5, bjelanCevina radijalnih precaka 5

RT-PCR - engl. reverse transcription-polimerase chain reaction, reverzna transkripcija-
lan¢ana reakcija polimerazom

SDS - engl. sodiumdodecilphosphate, natrijdodecilsulfat

SEC31A - engl. SEC31-related protein A, bjelancevina povezana s bjelanc¢evinom SEC31A
SH3 - engl. Src homology 3; domena homologna molekuli Src

SNAP-25 - engl. synaptosomal-associated protein 25, bjelanCevina povezana sa
sinaptosomima 25

SSC - engl. saline sodium citrate, slani natrijev citrat

SSM - engl. STAM-specific motif, dio bjelancevine specifican za STAM

STAM - engl. signal transducing adaptor molecule, molekula prilagodiva¢ prijenosa
podrazaja

STATS - engl. signal transducers and activators of transcription 5, prijenosnici podrazaja i
aktivatori transkripcije 5

TDP-43 - engl. TAR DNA-binding protein 43, bjelancevina koja se veze za TAR DNA 43

TE - Tris-EDTA

TEA - engl. triethanolamine, trietanolamin

TEMED - engl. NN,N',N -tetramethylethylenediamine, N,N,N",N"-tetrametiletilendiamin
Tris - engl. trishydroximetylaminmetane, trishidroksimetilaminometan

t-RNA - engl. transfer RNA, prijenosna RNA

TSG101 - engl. tumor susceptibility gene 101, gen osjetljiv na tumor 101

UBP7 - engl. ubiquitin-specific processing protease 7, ubikvitin specificna proteaza 7



UBPY - engl. ubiquitin isopeptidase Y, ubikvitin izopeptidaza Y

UEV - engl. ubiquitin E2 variant, varijanta ubikvitina E2

UIM - engl. ubiquitin-interacting motif, domena koja veze ubikvitin

VAMP - engl. vesicle-associated membrane protein 1, membranska bjelancevina povezana s
mjehuri¢ima

VEGEF - engl. vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta

VHS - Vps-27/Hrs/Stam

Vps - engl. vacuolar protein sorting, molekula koja razvrstava bjelanCevine u vakuoli

X-gal - engl. 5-brom-4-chlor-3-indolyl-f3-D-galactopyranoside, 5-bromo-4-kloro-3-indolil--
D-galaktopiranozid



1. UVOD

Crick 1 Watson na temelju rezultata svojih kolega 1953. godine opisali su model dvostruke
uzvojnice DNA, kao nosioca geneticke informacije (1) i od tog je vremena znac¢ajan napredak
postignut u razumijevanju nasljedne osnove koja nas odreduje. Nekoliko desetljeca kasnije
pokrenut je ,,Projekt humanog genoma®, s ciljem sekvencioniranja cijelog ljudskog genoma, a
prva nepotpuna verzija objavljena je zacuduju¢om brzinom 2001. godine (2, 3). Zbog razvoja
racunalnih tehnologija za pohranjivanje i obradu podataka, cjelovita je verzija dovrSena dvije
godine kasnije, ranije no Sto se planiralo. Ve¢ je tada ovo revolucionarno otkri¢e razotkrilo
neke tajne, a najveca je bila u tome da humani genom sadrzi mnogo manje gena no §to se
oc¢ekivalo. Od prvotno procijenjenih 100 000 gena, znanstvenici su otkrili tek njih 25 000, i
postalo je jasno kako veli¢ina genoma nije razmjerna slozenosti organizma (4). Premda je
informacija, odnosno zapis 3,2 milijarde parova baza bio poznat, problem u interpretaciji
prikupljenih podataka predstavljao je veliki pritisak. Shvatilo se kako sekvencioniranjem
genoma nije bilo moguce predvidjeti hoce li osoba oboljeti od neke bolesti, niti je to odmah

rijesilo probleme nasljednih bolesti.

Da bi se postigla medicinska primjena potrebno je mnogo viSe informacija od poznavanja
same sekvence gena. lako je u genima zapisan program razvitka 1 djelovanja zivog organizma,
ipak su bjelan¢evine molekule koje ostvaruju geneticki zapis. Stoga su se nakon genomike
razvijale nove grane molekularne biologije, posebice proteomika, kao disciplina koja se bavi
bjelancevinskom komponentom genoma, a koja je nastala sa svrhom da nadopuni istrazivanja
genomike (5, 6, 7). Ono Sto je joS uvijek nepoznato, a na Sto su svakako usmjereni buduci
izazovi, jest povezivanje sekvenci svih gena s ulogom njihovog bjelan¢evinskog kompleksa.
Rekonstruiranje mreze medudjelovanja gena i bjelancevina polako ¢e nalaziti svoju primjenu
u lijecenju bolesti 1 razvoju novih terapijskih koncepata, a poznavanje temeljnih molekularnih
osnova fizioloski zdravog sustava pomoci ¢e odrediti narav oSte¢enja u bolesnom sustavu (8,

9).



1.1.  Aktivnost gena i medudjelovanje molekula

Prijenos informacije u stanici koja ukljucuje geneticki materijal nazvan je centralna dogma:
segment DNA odgovoran za svaki gen prepisuje se u molekulu mRNA (engl. messenger
RNA; glasnicka RNA), ciji redoslijed baza sluzi za usmjeravanje sinteze specificne
bjelancevine sastavljene od gradevnih blokova aminokiselina (10). Transkripcija je proces u
kojem se sintetizira molekula RNA iz kalupa DNA upotrebljavaju¢i pravilo
komplementarnosti nukleotida. Proces u kojem RNA kontrolira sintezu bjelancevina naziva se
translacija (11). Odredene kontrolne sekvence odreduju pocetak i1 kraj segmenata DNA koji
trebaju biti prepisani u RNA. Druge blisko povezane sekvence DNA odreduju hoce li
odgovaraju¢i segment DNA uistinu biti prepisan u odredenoj stanici, i ako hoce, pod kojim
uvjetima (12). U eukariota, transkripcija i translacija prostorno su odijeljeni procesi. Primarni
se transkripti u jezgrama visih organizama temeljito modificiraju, cijepaju i nadovezuju. Samo
mali dio molekula RNA sintetiziranih u jezgri pojavit ¢e se u citosolu kao mRNA. Izrazaj
bjelancevina regulira se na nekoliko razina, ukljucujuéi: transkripcijske, post-transkripcijske i
pred-translacijske procese koji utjeCu na kvantitativnu razinu izrazaja mRNA, zatim
translacijske procese koji reguliraju pretvorbu mRNA u bjelancevine, te post-translacijske,

odnosno degradacijske procese koji utjecu na stabilnost poluzivota bjelancevina (13).

1.1.1. Medudjelovanje molekula

Sva ziva bica sintetiziraju bjelanc¢evine, a moze se re¢i kako svaku stanicu odreduje vrsta
bjelancevine koju stanica sintetizira. Glavni cilj svih morfoloskih i biokemijskih istrazivanja
jest razumjeti kako medudjelovanje makromolekula regulira bioloske aktivnosti unutar
prirodne okoline, odnosno zivuée stanice. Izazov je tezak zbog slozenosti zive tvari, te

nedostatka odgovarajuéih in vivo metoda (14).

Mnoge se bjelanCevine sastoje od vise podjedinica, odnosno funkcionalnih domena, od kojih
je svaka neovisan polipeptidni lanac. Medudjelovanja polipeptidnih lanaca vazna su u
regulaciji aktivnosti bjelancevina. Mnogi eukariotski transkripcijski faktori djeluju kao
aktivatori ili represori upravo zbog medudjelovanja s komponentama srediSnjeg
transkripcijskog kompleksa. Mnoga takva medudjelovanja igraju klju¢nu ulogu u kontroli

razli¢itih vidova stani¢nog ponasanja. Tako je primjerice, signal iz vanjske sredine



posredovan u unutraSnjost stanice medudjelovanjima bjelancevina signalnih molekula
procesom koji se naziva prijenos podrazaja (15). Medudjelovanja bjelancevina vremenski su
ograni¢ena. Ona mogu trajati dulje vrijeme, tako da se stvaraju bjelanc¢evinski kompleksi ili
pak bjelancevine mogu medusobno reagirati vrlo kratko u svrhu modifikacija (npr.
fosforilacija), a ovakve modifikacije bjelan¢evina mogu i same promijeniti medudjelovanje
bjelanc¢evine s novim bjelancevinama. Medudjelovanje bjelancevina vrlo je kompleksno i od
srediSnje je vaznosti gotovo svakog procesa u zivoj stanici. Informacije o tim
medudjelovanjima unaprjeduju naSa znanja o bolestima i mogu pruziti osnovu novih

terapijskih pristupa (16).

1.1.2. Post-translacijske modifikacije

Na medudjelovanja bjelancevina koje sudjeluju u procesima prijenosa podrazaja dodatno
utjeCu post-translacijske modifikacije bjelancevinske strukture. Post-translacijske kovalentne
modifikacije su jedan od mehanizama koji regulira stanicne procese. Takve modifikacije
mogu izmijeniti jacinu ili broj interakcija u kojima ove bjelancevine sudjeluju ili ih pak
preusmjeriti na substani¢ne odjeljke koji su potrebni za pravilno funkcioniranje. Post-
translacijske modifikacije omogucuju bjelancevinama stjecanje novih svojstava. Neke od
najces¢ih pos-translacijskih  modifikacija su: fosforilacija, metilacija, acetilacija i

ubikvitinacija (14).

Fosforilacija bjelancevina je post-translacijska modifikacija u kojoj su serinski, treoninski ili
tirozinski ostaci fosforilirani kinazama, dodavanjem fosfatne grupe na bjelancevinu
kovalentnim vezama. Jednoj aminokiselini mogu biti dodane samo pojedinacne fosfatne
jedinice, medutim isti polipeptidni lanac moze biti fosforiliran na nekoliko razlicitih mjesta.
Na taj se nacin proizvodi mnoStvo fosfoizoforma, od kojih svaka moze imati potencijalno
razliitu biolosku aktivnost (17). Nadalje, isti polipeptidni lanac moze biti modificiran
razliitim vrstama post-translacijskih modifikacija §to dovodi do jo§ veceg broja izoforma iste
bjelanc¢evine. Tako primjerice, endocitoza receptora tirozinskih kinaza zahtjeva tirozinsku
fosforilaciju 1 monoubikvitinaciju receptora i nizvodnih komponenata na lizinskim ostacima
kako bi se usmjerio endocitotski teret za nadolazecu degradaciju ili pak za recikliranje na

povrsinu stanice (18, 19).



Bjelancevina tirozin kinaza moze aktivirati unutarstani¢ni signalni put vezanjem bjelancevina
s domenama SH2 za peptid koji sadrzi fosforilirani tirozin. Aktivirani receptor tirozinske
kinaze, kao $to je primjerice receptor epidermalnog ¢imbenika rasta, fosforilira se na vise
tirozinskih mjesta, a svako od ovih mjesta selektivno se veze na domenu SH2 jedne ili vise
citoplazmatskih signalnih bjelancevina, Sto potom aktivira specifi¢ni unutrastanicni signalni
put (20). Regulacija bjelancevina fosforilacijom jedan je od naj¢es¢ih nacina regulacije uloge
bjelanc¢evina. Mijenjanjem svoje fosforilirane u nefosforiliranu formu, bjelancevine mijenjaju

svoj inaktivan u aktivan oblik, ili pak obrnuto.

Polipeptidi koji sadrze lizinske (ili argininske) ostatke mogu biti metilirani ili acetilirani Sto
dovodi do njihovog prepoznavanja kromodomenama ili bromodomenama. Ove domene
nalaze se u bjelancevinama koje reguliraju kromatinsku strukturu, a najbolje su istrazene u
histonima. Dodavanje metilnih grupa katalizira se enzimom metiltransferazom, a dodavanje
acetilne funkcionalne grupe katalizira se enzimom acetiltransferazom. Ovakve lizinske
modifikacije istaknuta su znacajka fleksibilnih N- i C- terminalnih krajeva histona, te su vazni
za grupiranje histona i promjene u kromatinskoj organizaciji i epigeneti¢koj kontroli genskog
izrazaja. Histoni su takoder dobar primjer bjelanCevina koje mogu sadrzavati nekoliko
razli¢itih post-translacijskih modifikacija, koje ukljucuju: acetilaciju, metilaciju, fosforilaciju 1
ubikvitinaciju. Ovakva znacajka dozvoljava stvaranje mnogo mogucih kombinacija post-
translacijskih modifikacija, koje se potom mogu povezivati razliitim bjelancevinskim
domenama. Ova medudjelovanja nisu uvijek kooperativna, ona mogu biti medusobno

isklju¢iva, medusobno uvjetovana ili antagonisticka (21, 22) .

Ubikvitinacija je proces post-translacijske modifikacije pri kojoj se lizinski ostaci
bjelanc¢evine kovalentnom vezom povezu s jednim ili viSe ubikvitinskih monomera. Ubikvitin
je mala regulatorna bjelancevina vrlo konzervirane sekvence, tako da primjerice, ljudi i kvasci
dijele 96% sekvence. Sastoji se od svega 76 aminokiselina 1 ima molekulsku masu od 8.5kDa.
Kada se ubikvitin oslobodi svojih polipeptidnih prekursora specificnim proteazama, dolazi do
enzimskih kaskada reakcija koji ukljuuju enzime za: aktivaciju ubikvitina (E1), prijenos
ubikvitina (E2), te ligaciju ubikvitina (E3). To u konac¢nici dovodi do kovalentnog vezivanja
ubikvitina na lizinske ostatke N-terminalnog dijela bjelancevine (23). Pojedinacne molekule
ubikvitina mogu se vezati na samo jedno mjesto u ciljanoj bjelanc¢evini (monoubikvitinacija)

ili pak na nekoliko lizinskih ostataka iste bjelanCevine (viSestruka ubikvitinacija ili



multiubikvitinacija). Medutim, sam ubikvitin posjeduje 7 lizinskih ostataka koji mogu biti
modificirani tako da dalje vezu ubikvitin 1 formiraju poliubikvitinske lance koji se tada vezu
na ciljnu bjelancevinu (poliubikvitinacija) (24,25). Monoubikvitinacija se smatra jednim od
glavnih signalnih dogadaja koji posreduje u slozenim stani¢nim procesima, od kojih su
najbolje prouceni endocitoza i popravak DNA (26), dok je poliubikvitinacija signal za
proteosomsku degradaciju (27). Smatra se da sposobnost razliCitog signaliziranja ubikvitina u
obliku monoubikvitina ili poliubikvitinskog lanca ovisi o specificnim funkcionalnim
domenama bjelancevina koje su ligandi ubikvitina. Do danas je poznato petnaestak takvih

ubikvitin-vezuju¢ih domena (28).

1.2. STAM2
Molekula STAM2 otkrivena je 2000. godine od strane triju nezavisnih istrazivackih skupina.

Takata i suradnici upotrebom kvasceva sustava dvaju hibrida trazili su bjelancevine koje
ostvaruju specificna medudjelovanja s ve¢ poznatom bjelancevinom HRS (engl. hepatocyte
growth factor regulated tyrosin kinase substrate; supstrat za tirozin kinazu reguliranu
hepatocitnim ¢imbenikom rasta), za koju se pretpostavljalo da ima regulatornu ulogu u
endocitozi receptora ¢imbenika rasta. Pritom je koriStena banka komplementarnih DNA
(cDNA, engl. copy DNA) misje jetre, budu¢i da je mRNA HRS vrlo izrazena u tom organu.
Pronadena bjelancevina koja ostvaruje interakcije s bjelanc¢evinom HRS nazvana je HBP

(engl. HRS binding protein; bjelanCevina koja veze molekulu HRS) (29).

Endo i suradnici pretrazuju¢i banku cDNA fetalnog ljudskog mozga nasli su gen ¢ija je
sekvenca bila homologna ve¢ poznatom genu Stam, za koji se pretpostavljalo da je ukljucen u
signalizaciju sinteze DNA 1 indukcije gena c-myc nakon stimulacije citokinima. Budu¢i da je
pronadena bjelancevina posjedovala iste funkcionalne domene kao ve¢ poznata bjelancevina
STAM (engl. signal transducing adaptor molecule; molekula prilagodiva¢ prijenosa
podrazaja) nazvana je STAM2, a pretpostavljalo se kako je humani homolog netom

pronadene misje bjelan¢evine HBP (30).

Pandey 1 suradnici pronasli su bjelanCevinu STAM2 traze¢i nove, tirozin fosforilirane

supstrate receptora epidermalnog ¢imbenika rasta u kulturi HeLa stanica metodom masene



spektrometrije. Budu¢i da se pokazalo kako je pronadena bjelanCevina bila 55% identicna

molekuli STAM, nazvana je STAM2 (31).

Nesto kasnije, 2002 godine Curlin i suradnici otkrili su gen Stam2 trazeéi gene odgovorne za
razvoj ziv€anog sustava misa postupkom genske zamke (32). Gen je isprva nazvan Lobel, a

nakon objavljivanja slijeda nukleotida gena Stam?2 njegov je naziv promijenjen.

1.2.1. Grada STAM?2

Gen Stam?2 sastoji se od 1569 pb, a kodira bjelancevinu dugu 525 aminokiselina. Izracunata

molekulska masa bjelancevine STAM2 iznosi 58 kDa (29).

U sisavaca su prisutne dvije molekule iste porodice bjelancevina, STAMI1 i STAM?2.
Molekule STAM evolucijski su konzervirane, s dijelovima domena ocuvanim u
Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans 1 Drosophila melanogaster, a prisutne su
unutar citoplazme, s citoplazmatske strane ranih endosoma, gdje se vezu za bjelancevinu

HRS. (33,34,35).

Iako molekula STAM2 sa STAMI, pripadnikom iste porodice bjelancevina dijeli tek oko 50%
slicnosti u pogledu redoslijeda aminokiselina, u pogledu funkcionalnih domena ta je slicnost
cak 1 do 89%, stoga se smatra da obje bjelanCevine imaju sli¢ne uloge (30). Obje bjelancevine
STAM na svom N-terminalnom kraju posjeduju domenu VHS (Vps-27/Hrs/Stam), koja
zajedno sa susjednom domenom UIM (engl. ubiquitin-interacting motif, domena koja veze
ubikvitin) sudjeluje u vezanju ubikvitina i ubikvitiranih bjelancevina (33). Zatim slijedi
domena SH3 (engl. Src homology 3; domena homologna molekuli Src) za koju se vezu enzimi
koji vrSe deubikvitinaciju: AMSH (engl. associated molecule with the SH3 domain of STAM,
molekula povezana s domenom SH3 molekule STAM), UBPY (engl. ubiquitin isopeptidase
Y; ubikvitin izopeptidaza Y), 1 UBP7 (engl. ubiquitin-specific processing protease 7;
ubikvitin specificna proteaza 7) (36,37,38), enzim koji vr$i ubikvitinaciju DOA1 (engl.
degradation of a2 1, razgradnja bjelancevine o2 1) (39), te bjelancevina ukljuena u
endocitozu neubikvitiniranih receptora RIN1 (engl. Ras and Rab interactor I; bjelancevina
koja medudjeluje s bjelancevinama Ras i Rab) (40). Domene CC (engl. “coiled coil”,
zavijena uzvojnica) 1 SSM (engl. STAM-specific motif, dio bjelan¢evine specifican za STAM)

odgovorne su za vezanje bjelancevina STAM za bjelancevinu HRS (29,34). Na C-
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terminalnom kraju nalazi se domena ITAM (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation
motif; dio bjelancevine odgovoran za aktivaciju imunoreceptorima na osnovi fosforilacije
tirozina), domena koja je odgovorna za vezanje JAK (Janus kinaza), koja je dio porodice
tirozinskih kinaza. Unato€ vaznosti ove domene u signaliziranju tirozinske fosforilacije i
bjelancevinskim medudjelovanjima, ova je domena ipak odsutna kod bjelancevina STAM
beskraljesnjaka (30,31,41). Za C-terminalni kraj bjelancevine STAM2 vezu se jo$ molekule
RSP5 (engl. radial spoke protein 5; bjelanCevina radijalnih precaka 5) (42), te SEC31A (engl.
SEC31-related protein A; bjelanCevina povezana s bjelan¢evinom SEC31A) (43) (slika 1).

E W
|
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M-krsj C-hra

Slika 1. Shematski prikaz grade bjelancevine STAM2 s domenama VHS, UIM, SH3, SSM, CC i ITAM, te
bjelancevina koje se vezuju za pojedine domene STAM?2.

1.2.2. Uloga STAM2 u endocitozi

Najbolje proucena uloga bjelancevine STAM?2 je da kao dio kompleksa ESCRT sudjeluje u
razvrstavanju ubikvitiranih bjelancevina unutar endosoma, koje se dalje prosljeduju u
lizosome. Sve domene koje posjeduje STAM?2, osim C-terminalne domene ITAM, vazne su
za proces endocitoze. Postojanje vise od jedne ubikvitin-vezuju¢e domene (VHS i UIM)
omogucuje vezivanje ubikvitiniranih bjelan¢evina za STAM2, koji tada regulira usmjeravanje
bjelancevina prema ostalim komponentama kompleksa ESCRT, te naposljetku prema
razvrstavanju u lizosomima. Domenama SSM 1 CC, STAM2 se veze za molekulu HRS, ¢ime

osigurava svoj smjestaj na membrani ranih endosoma. Takoder, sve je veci broj bjelancevina

7



za koje se smatra da u nekom dijelu stani¢nog ciklusa medudjeluju s bjelan¢evinom STAM?2,

a mnoge takve bjelancevine takoder aktivno sudjeluju u pojedinim fazama endocitoze (44).

1.2.3. Uloga STAM2 u unutarstani¢cnom prijenosu podrazaja

STAM?2 je otkriven prvi puta kao bjelancevina visoko fosforilirana na tirozinskim ostacima,
uklju¢ena u odgovor na citokine (IL-2, IL-3 (interleukin -2, -3) i GM-CSF (engl.
granulocyte/macrophage  colony  stimulating factor; Cimbenik poticanja  kolonija
granulocita/makrofaga)) i stimulaciju ¢imbenika rasta (EGF (engl. epidermal growth factor;
epidermalni ¢imbenik rasta), PDGF (engl. platelet-derived growth factor; trombocitni
¢imbenik rasta) 1 HGF (engl. hepatocyte growth factor; hepatocitni Cimbenik rasta))
(29,30,31). Budu¢i da se pomocu svoje domene ITAM STAM?2 povezuje s tirozinskim
kinazama JAK?2 i JAK3, dokazano je da sudjeluje u citokinima (IL-2, IL-3 i GM-CSF)
posredovanoj indukciji gena c-myc odgovornog za pokretanje stani¢nog ciklusa i sintezu

DNA (30).

Domena SH3 takoder upuéuje na djelovanje STAM?2 u prijenosu podrazaja, i to kao molekule
prilagodivaca, $to se navodi i u samom nazivu molekule (molekula prilagodivac prijenosa
podrazaja). Molekule prilagodivac¢i same ne prenose podrazaje, ve¢ pomocu specificnih

domena povezuju dvije signalne molekule 1 omogucuju prijenos podrazaja (36,37, 45).

1.3.  Signalizacija ESCRT

Sve stanice primaju signale iz svoje okoline i odgovaraju na njih. PonaSanje stanica
viSestani¢nih organizama pazljivo se nadzire kako bi se osigurale potrebe organizma u cjelini.
Uskladivanje medu stanicama postize se pomocu razli¢itih signalnih molekula koje se
izlu€uju 1li izlaZzu na povrsini jedne stanice 1 vezu za receptore izloZzene na povrSini drugih
stanica. Njihovim vezanjem za specifi¢ne receptore, zapocinje niz unutarstani¢nih promjena
koji nadziru gotovo sve vidove stanicnog ponaSanja, kao $to su: metabolizam, kretanje,
proliferacija, prezivljavanje i diferencijacija. Razumijevanje molekularnog mehanizma koji je
odgovoran za putove stani¢nog signaliziranja, te njegov utjecaj na poremecaje 1 nastanak

bolesti, postalo je vazno podrucje istrazivanja u suvremenoj biomedicini (46).



Promet kroz stanicnu membranu dinamican je proces kojim unutrasnjost stanice komunicira
sa stanicnom okolinom. Molekule na stani¢noj povrsini, ukljucujuéi receptore za signalne
molekule, uvlae se sa stanicne povrSine u membranske odjeljke koji se nazivaju rani
endosomi, postupkom endocitoze (47). Postupno snizenje pH, odnosno porast kiselosti
endosoma uzrokuje razdvajanje kompleksa receptor-ligand. Kako dozrijevaju, rani endosomi
postaju kasni endosomi, a nakon stvaranja intraluminalnih mjehuri¢a nazivaju se
multivezikularna tjelesca (MVB, engl. multivesicular body). Multivezikularna tjelesca
konacno se spajaju s lizosomima, kiselim odjeljcima punim enzima za razgradnju u kojima se
dogada proteoliza, odnosno hidroliza bjelanCevina. Na taj nain putuju, primjerice, receptori
epidermalnog ¢imbenika rasta (EGFR; engl. epidermal growth factor receptor). Medutim,
postoje receptori koji na jednak nacin dospiju u rane endosome, ali se ne razvrstavaju prema
lizosomima i degradaciji, ve¢ se putem recikliraju¢ih endosoma vra¢aju na stani¢nu povrsinu
(48). Smatra se da vezanje molekula ubikvitina na receptore ima klju¢nu ulogu u njihovu
usmjeravanju prema razgradnji u lizosomima (49, 50) (slika 2). Ubikvitin je mala
bjelan¢evina od svega 76 aminokiselina, koja je znacajno konzervirana kod sisavaca, a
konjugira se s lizinskim ostacima bjelancevinskog supstrata. U stanici sluzi obiljezavanju
bjelancevina koje stanici viSe nisu potrebne. Bjelancevine namijenjene razgradnji u
lizosomima vezu na sebe pojedinacne molekule ubikvitina na viSe veznih mjesta procesom
viSestruke monoubikvitinacije. Za razliku od bjelancevina namijenjenih lizosomskoj
razgradnji, one namijenjene razgradnji u proteosomima, enzimima koji razgraduju

bjelancevine, obi¢no kratkog poluzivota, vezu na sebe poliubikvitinski lanac (24, 25).
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Slika 2. Shematski prikaz usmjeravanja ubikvitiniranih bjelanCevina sa stani¢ne membrane kroz endosome i
multivezikularna tjeleSca prema lizosomima (preuzeto i prilagodeno iz 47).

Receptori se razvrstavaju za razgradnju u lizosomima ili za recikliranje uz pomo¢ kompleksa
ESCRT (engl. endosomal sorting complex required for transport; endosomski razvrstavajuci
kompleks nuzan za transport) (48, 51, 52). Kompleks ESCRT usmjeruje receptore u lumen
multivezikularnih tjeleSaca koji se potom spajaju s lizosomima. Citav je kompleks ESCRT
podijeljen na Cetiri podjedinice, od kojih su tri podjedinice ubikvitin-vezane: ESCRT-0, I, II, a
preostala podjedinica djeluje obrnuto, tj. sudjeluje u procesu deubikvitinacije, a naziva se
ESCRT III. Ubikvitinirane molekule, kao $to su primjerice receptori epidermalnog ¢imbenika
rasta, najprije prepoznaje podjedinica ESCRT-0, a potom se one postupno predaju drugim
podjedinicama ESCRT-a (ESCRT-I, II i III). Tijekom tih koraka molekule se invaginiraju u

multivezikulrna tjeleSca i razvrstavaju prema lizosomima (53) (slika 3).
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Slika 3. Shematski prikaz podjedinica kompleksa ESCRT (ESCRT O0,-1, II i III) koje usmjeruju ubikvitinirane
bjelancevine u lumen multivezikularnih tjeleSaca. Za razliku od prethodne tri podjedinice, koje su ubikvitin-
vezane, ESCRT-III sudjeluje u procesu deubikvitinacije (preuzeto i prilagodeno iz 47).

Mehanizam ESCRT koji je odgovoran za nacin na koji stanica usmjerava endocitozom
uvucene receptore, otkriven je u kvascima (Saccharomyces cerevisiae), gdje molekule koje
sudjeluju u ESCRT-u pripadaju klasi E Vps (engl. vacuolar protein sorting; molekula koja
razvrstava bjelancevine u vakuoli) koja se sastoji od 13 gena (48). Geneticke i biokemijske
studije pokazale su na mutantima klase E Vps kako se ovaj mehanizam sastoji od dva
ubikvitin-vezana kompleksa (ESCRT -1 i -II), te jednog kompleksa koji privlaci
deubikvitinirane enzime (ESCRT III), kako se sam ubikvitin ne bi razgradio u lizosomu.
Naknadno je u paralelnim studijama na kvascima, vinskoj musici (Drosophila melanogaster) 1
na stanicama sisavaca pokazano kako postoji 1 Cetvrti kompleks bjelancevina koji djeluje

uzvodno od ESCRT I, stoga je nazvan ESCRT-0 (53).
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1.3.1. Kompleks ESCRT-0

Kompleks ESCRT-0 sastoji se od dvije podjedinice: u kvascima su to bjelancevine Vps 27 i
Hsel (engl. class E vacuolar protein-sorting machinery protein; molekula koja razvrstava
bjelancevine u vakuoli, skupina E). Ove molekule odgovaraju molekulama HRS i STAM u
sisavaca (35, 54). Bjelancevine ESCRT-0 evolucijski su konzervirane od kvasca do ¢ovjeka,

ali za razliku od ostalih podjedinica kompleksa ESCRT, nisu pronadene u biljaka (55).

Obje ove podjedinice posjeduju domenu koja vezuje ubikvitin i ubikvitinirane bjelancevine.
Takoder posjeduju domenu VHS, joS uvijek nedovoljno poznate uloge, a koja takoder
sudjeluje u vezanju ubikvitina (33, 35). Ono §to je specificno samo za podjedinicu HRS jest
sposobnost vezanja endosomskog lipidnog fosfatidilinozitol(3)-fosfata (PtdIns(3)P) na
ograni¢enim podrucjima membrane ranih endosoma za koju je pri¢vrSéen ravni klatrinski
omotac, razli¢it od onoga na klatrinskim mjehuri¢ima (56). Upravo vezanje za PtdIns(3)P
pomocu svoje zink-finger domene FYVE (Fabl/ YOTB/Vacl/EEAI) osigurava molekuli HRS,
a time i molekulama kompleksa ESCRT-0, polozaj na citoplazmatskoj strani membrane ranih
endosoma (57), buducéi da se bjelanéevine STAM pomocu svojih domena CC i SSM vezu za

molekulu HRS (29, 34).

HRS i STAM su modularne, multidomenske bjelancevine, koje se pomocu svojih domena
vezuju za mnostvo drugih molekula (44). Jedna od takvih molekula je i Epsl5, bjelancevina
koja vezuje ubikvitin, a pokazano je kako je povezana s bjelan¢evinama kompleksa ESCRT-0
u humanim stanicama. lako njezina uloga nije u potpunosti poznata, ova bjelan¢evina pomaze
bjelanc¢evinama ESCRT-0 u razvrstavanju receptora epidermalnog ¢imbenika rasta i njegovoj

degradaciji (58).

ESCRT-0 veze ubikvitinirane bjelancéevine kroz obje svoje podjedinice. HRS prepoznaje
ubikvitinirane bjelancevine pomocu svoje domene DUIM (engl. double-sided ubiquitin-
interacting motif; obostrana domena koja veze ubikvitin) (59), dok bjelancevine STAM
posjeduju domene UIM i VHS (33, 35). Bjelancevine STAM dodatno posjeduju domenu SH3
koja privlaci deubikvitiniraju¢e enzime AMSH 1 UBPY (36, 37).

HRS se veze na domenu UEV (engl. ubiquitin E2 variant; varijanta ubikvitina E2) uzvodnog

kompleksa ESCRT-I pomocu aminokiselinske domene PSAP (prolin/serin/alanin/prolin) (60,
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61). Pomocu navedene mreze medudjelovanja kompleks ESCRT-0 veze uzvodni mehanizam
endocitoze s nizvodnim mehanizmom razgradnje receptora putem multivezikularnih tjelesaca,

odnosno lizosoma.

1.3.2. Poremecaji u signalizaciji ESCRT

Ubikvitiniranje bjelancevina nuzno je za pravilnu funkciju zivcanog sustava, budu¢i da je to
proces klju¢nog obiljezavanja tijekom prometa bjelancevina, takoder tijekom retrogradnog

aksonskog transporta signala koji odrzava ziv¢ane stanice kako bi izbjegle propadanje.

Budu¢i da nizvodna regulacija receptora posredovana ligandima igra vaznu ulogu u gasenju
signala, ne zaCuduju nedavno otkrivene Cinjenice da je naruSena uloga tih bjelancevina
povezana s nastajanjem bolesti, posebice neurodegenerativnih bolesti (62,63,64).
Najdirektnija spoznaja da ispravno djelovanje kompleksa ESCRT stiti od neurodegenerativnih
bolesti, proizlazi iz proucavanja autosomalnih dominantnih mutacija CHMP2B (engl.
chromatin modifying protein; bjelan¢evina izmjene kromatina) unutar kompleksa ESCRT-III
kod skupine pacijenata s frontotemporalnom demencijom, koja je poslije Alzheimerove
bolesti najpoznatiji oblik nasljedne demencije, te u amiotrofi¢noj lateralnoj sklerozi (ALS).
Ovim neurodegenerativnim bolestima svojstveno je nakupljanje uklopina ubikvitin pozitivnih
bjelancevina u srediSnjem Ziv€anom sustavu, $to sugerira kako mehanizam koji ih uklanjanja
mora biti naruSen u oSteCenim Zziv€anim stanicama (65,66). Nadalje, smanjena koli¢ina
bjelan¢evina ESCRT povecava odumiranje ziv€anih stanica u modelu za Huntingtonovu
bolest nacinjenom u vinske musice (67). U transfeciranim HelLa stanicama bjelancevine
ESCRT zaduzene su za uklanjanje TDP-43 (engl. TAR DNA-binding protein 43; bjelanc¢evina
koja se veze za TAR DNA 43), glavnog ubikvitiniranog biljega u amiotroficnoj lateralnoj
sklerozi i frontotemporalnoj demenciji s ubikvitin pozitivnim uklopinama (68). Ova otkri¢a
zajedno ukazuju na znacaj kompleksa ESCRT za odrzavanje normalne homeostaze u

Zivéanom sustavu.
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1.4. Istrazivanje uloge gena

Jedan od osnovnih ciljeva proucavanja gena jest povezivanje strukture gena s ulogom
bjelancevine koja je njime odredena. Do danas se razvio niz postupaka koji omogucuju uvid u

ulogu pojedinih gena.

U uvjetima in vitro moguce je stanice potaknuti na pojacani izrazaj zeljenog gena uporabom
ekspresijskih vektora koji sadrze tocno odredene inserte cDNA. U novije vrijeme kao sredstvo
za nadzor pojedinih gena u uvjetima in vitro Koristi se mehanizam RNAi (engl. RNA
interference, RNA utiSavanje). RNAIi je tehnika koja inhibira genski izrazaj, a njezin je
osnovni nacin djelovanja specificno utiSavanje genske poruke, a time i sprecavanje stvaranja
odgovarajuc¢e bjelancevine uporabom dvolancanih fragmenata RNA (dsRNA, engl. double
stranded RNA). To su zapravo male dvolancane molekule RNA koje mRNA cijepaju u kraée
lance koji potom ne mogu uzrokovati translaciju bjelanCevina. Promjena nastala
usporedivanjem stanica s preizrazenim genom, u odnosu na onaj utiSani, govori nam o

mogucoj ulozi ciljanog gena, odnosno bjelancevine (69).

Istrazivanje uloge in vivo temelji se na analizi fenotipa mutiranih Zivotinja, nosioca preinake u
genu koji je predmet proucavanja. Promjena u fenotipu u zivotinja sa samo jednim
preinacenim genom ukazuje na ulogu samog gena. Danas se u istrazivanju uloge gena
najcesce koriste glodavci, posebice miSevi. S tom svrhom, 2003. godine pokrenut je ,,Projekt
onemogucavanja misjih gena* (engl. Knockout Mouse Project), s ciljem stvaranja banke
geneticki preinacenih miseva, koji ¢e imati kao posljedicu uvid u ulogu svih gena misa. Prosle
je godine projekt usao u drugu fazu, u kojem ¢e se uloga gena na genetCki preinacenim

miSevima analizirati testovima ponasanja (70,71,72).

1.4.1. MiS§ kao pokusni model za istraZivanje gena sisavaca

Najcesce koriSten pokusni model za istrazivanje gena sisavaca je mis§ (Mus musculus). MiSevi
su relativno mirne, male Zivotinje, prilagodene Zivotu u laboratorijskim uvjetima, stoga su
jednostavne za uzgoj i1 rukovanje. Kratko generacijsko vrijeme i stvaranje velikog broja
potomaka kroz cijelu godinu omoguduje brzo dobivanje Zzivotinja koje se koriste u
istrazivanju, a postojanje visokosrodenih linija omogucuje rad na ujednacenoj genetickoj

podlozi (73,74). Budu¢i da je potvrda parenja zaostatak sluznoga ¢epa u rodnici zenke, §to se
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moze opaziti pregledom rodnice do kasnijih jutarnjih sati, lako se moze odrediti dan zaceca i
pratiti dani trudnoce. Stoga je mi§ kao pokusni model vrlo vazan u podru¢ju embriologije.

Takoder, vazno je napomenuti kako je embrionalni razvoj misa usporediv s ljudskim (75).

Misji genom sekvencioniran je i dobro proucen, a postoji ¢ak 95% sli¢nosti s ljudskim
genomom (76). Covjeku evolucijski blize Zivotinje, poput majmuna, neusporedivo su skuplje
za uzgoj, teze je s njima rukovati, a zbog stvaranja relativno malog broja potomaka i dulje

zivotne dobi, bazi¢na istrazivanja bila bi neizvjesna.

1.5. Transgeni¢na miSja linija Stam2°11¢9

U provedenom istrazivanju, osim misjih linija divljega tipa, visokosrodene linije
C57BI/6NCrl, te niskosrodene linije CD1, koriStena je linija Stam2°’“ s mutacijom u genu
Stam?2 koja je dobivena postupkom genske zamke (77, 78). Trenutno se ova linija uzgaja na
genetickoj podlozi C57BI/6NCrl. Postupkom genske zamke se u genom embrionalnih
mati¢nih stanica miSa elektroporacijom nasumic¢no ugradio vektor genske zamke
pKC199Bgeo. Vektor genske zamke pKC199Bgeo na svom 5° kraju sadrzi primac prekrajanja
iz mi§jeg gena Hoxc9. Zatim slijedi gen Pgeo, bez vlastitog promotora, koji se sastoji od
fuzinoranih gena za enzim [-galaktozidazu lacZ (,,gen biljeg” koji odrazava aktivnost gena
uhvacéenog u gensku zamku), te gena za neomicin fosfotransferazu neoR (,,gen izbornik* koji
omogucuje odabir klonova embrionalnih mati¢nih stanica s ugradenim vektorom buduci da
stanicama domacinima osigurava otpornost na neomicin). Na svom 3 kraju vektor sadrzi
poliadenilacijsko mjesto, koje uzrokuje stvaranje transkripta endogenog gena bez dijela koji
se nalazi nizvodno od mjesta ugradnje vektora genske zamke, $to uzrokuje onemogucavanje

tog gena (slika 4).

Promijenjene embrionalne maticne stanice s ugradenim vektorom genske zamke odabiru se
uzgojem na podlozi s neomicinom, te se vracaju u misje blastociste ili morule. Tako nastaju
kimeri¢ni zameci C¢ije su stanice potekle od embrionalnih mati¢nih stanica i nose gensku
preinaku. Sekvencioniranjem je pokazano kako je vektor genske zamke ubaCen u intron
izmedu 2. 1 3. egzona gena Stam?2 (79). Budu¢i da vektor sadrzi gen biljeg lacZ, koji je zbog
nedostatka vlastitog promotora pod utjecajem gena Stam?2, pracenje aktivnosti gena lacZ

moze se upotrijebiti za analizu uzorka izrazaja uhvacenog gena.
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Mi§ja linijja s promjenom u genu Stam?2 nastala postupkom genske zamke dobila je ime
Stam2°'“Y_ Gt znadi da je linija dobivena postupkom genske zamke (engl. gene trap), 1 je
oznaka koja pokazuje kako je vektor genske zamke ugraden u jednoj kopiji u misji genom, a
Gaj je prema internacionalnom registru laboratorija (engl. International Laboratory Register,
ILAR) kod za Laboratorij za genetiku i razvojnu genetiku Hrvatskog instituta za istrazivanje
mozga, Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, koji se dodjeljuje prema prezimenu

2G11Gaj

glavnoga istrazivaca (Gajovi¢) (80). Transgeni¢na misja linija Stam odrzavana je

krizanjem heterozigotnih nosioca preinake s miSevima soja C57BlI/6NCrl kroz 24 generacije.

Vektor genske zamke pKCBgeo

5 3
—PHH H sA [ate lacz [ neor  [poia HH HH HF
GENOMSKA DNA
5| ATG |sA| lacZ | neoR [polia| 3 eNa

NGi o+
e o S5 poal > O negR 53 BJELANGEVINA

Slika 4. Shematski prikaz ugradnje vektora genske zamke pKC199Bgeo u intron izmedu 2. i 3. egzona gena
Stam2. Pomoc¢u primaca prekrajanja (SA, engl. splice acceptor) i start kodona (ATG - inicijator transkripcije)
vektor ostaje ugraden u mRNA. Buduéi da vektor na svom 3" kraju posjeduje poliadenilacijski signal (poliA)
dolazi do prekida transkripcije nizvodno od signala. Ukoliko je promotor (P) gena Stam?2 aktivan, dolazi do
stvaranja stopljene bjelancevine sastavljene od 14% N-kraja bjelan¢evine STAM2, B-galaktozidaze (B-gal) i
neomicin fosfotransferaze (neoR).

1.5.1. Izrazaj i moguca uloga gena Stam?2

Svrha provedenog istrazivanja jest pokuSati povezati izrazaj gena Stam?2, kao 1 odgovarajuce
bjelancevine, s mogu¢om ulogom STAM2 u embrionalnom i odraslom Zzivéanom sustavu
miSa. Budud¢i da je vecina dosadasnjih istrazivanja vezana uz ulogu gena Stam?2 provedena u
uvjetima in vitro na kulturi stanica koje nisu ziv€anog podrijetla (29, 30, 33, 43, 81), sljedeci

uvjet neophodan za daljnje razumijevanje uloge tog gena u zZiv€anom sustavu, vezan je uz
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njegov izrazaj unutar organizma u modelima in vivo, te u Ziv€anim stanicama in vitro.

Sustavna analiza izrazaja gena Stam?2 prema literaturnim podacima nije poznata.

Nedavna potvrda povezanosti endosomske disfunkcije s degeneracijom ziv€anih stanica
ukazuje na vaznost proucavanja ovog procesa u ziv€anom sustavu (62, 63, 64). Molekula
STAM?2 vazan je dio procesa endocitoze, pa je temeljno shvacanje prostorne i vremenske
rasprostranjenosti podrucja izrazaja te molekule, nuzan preduvjet proucavanja ovog gena na
mi§jim modelima razli¢itih neurodegenerativnih bolesti. Nadalje, vrlo je vazno detaljno
razumijevanje mehanizma kompleksa ESCRT 1 njegovog funkcioniranja, te istrazivanje uloge
in vivo pojedinih bjelanc¢evina tog kompleksa, u kojem STAM?2 vjerojatno igra vaznu ulogu u
obradi signala koji odreduju daljnji opstanak ili odumiranje ziv¢anih stanica. Tek nakon takve
analize mo¢i ¢e se pristupiti detaljnijem istrazivanju znacenja bjelancevine STAM2 u

nastanku i mogucem lijecenju bolesti ziv€anog sustava.
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog rada jest da je STAM2, koji je ukljuen unutarstani¢nu signalizaciju
posredovanu endosomima, izrazen u Ziv€anim stanicama, te da je povezan s bjelancevinama
kompleksa ESCRT-0. Gen Stam2 i njegov bjelancevinski produkt prisutni su u klju¢nim
zbivanjima tijekom razvoja ziv€anog sustava, te u srediSnjem i perifernom Ziv€anom sustavu

misa, a odgovaraju izraZaju reporterskog gena lacZ u misjoj liniji Stam2°'Y.
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3. CILJEVI RADA

3.1.

Opéi cilj

Op¢i cilj istrazivanja ovog rada jest odredivanje uzorka izrazaja gena Stam?2 tijekom

embrionalnog razvoja, te u odraslom srediSnjem i perifernom ziv€anom sustavu misa.

3.2

Specificni ciljevi

Op¢i cilj ukljucuje ostvarivanje posebnih ciljeva:

1.

Odrediti unutarstani¢ni smjestaj bjelancevine STAM2 1 povezati ga sa smjeStajem

bjelancevina kompleksa ESCRT-O0.

Odrediti izrazaj gena Stam2 na razini mRNA postupkom hibridizacije RNA in situ u

zivéanom sustavu, te tijekom embrionalnog razvoja ziv€anog sustava misa.

Odrediti prisutnost bjelancevine STAM2 postupkom imunohistokemije u pojedinim
vrstama stanica srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava, te tijekom embrionalnog

razvoja ziv€anog sustava misa.

. o . . . v . oy . t1 i v .
Provjeriti odgovara li uzorak izrazaja gena lacZ u misevima Stam2°'“Y izrazaju gena
Stam?2 u srediSnjem 1 perifernom Ziv€anom sustavu, te tijekom embrionalnog razvoja

ziv€anog sustava misa.

Povezati uzorak izrazaja gena Stam?2 i smjestaj odgovarajuce bjelancevine s moguc¢om

ulogom tog gena.
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4. UZORCIIPOSTUPCI

4.1. Pokusne Zivotinje

U ovom su radu upotrijebljeni misji zameci i odrasli miSevi oba spola visokosrodene linije
C57BI/6NCrl, niskosrodene linije CDI, te transgeni¢ne linije Stam2°’/“Y s preinadenim
genom Stam2 dobivenim postupkom genske zamke, na genetickoj podlozi C57B1/6NCrl.
Ukupno je za pokuse zrtvovano 20 odraslih Zenki i 47 odrasla muzjaka, te 10 legla

novorodenih miseva (70 miSeva starosti P0).

4.2. Postupci sa Zivotinjama

4.2.1. Parenje Zivotinja

Kako bi se dobili zametci odgovarajuce starosti, dvije do tri Zenke stavljene su u kavez s
jednim muzjakom. Svakog je jutra bila pregledana rodnica sparenih Zenki kako bi se utvrdila
prisutnost sjemene tekucine u obliku vaginalnog ¢epa. Buduci da se Zenke pare tijekom
ovulacije koja je kod miSeva svakog Cetvrtog dana, nalaz vaginalnog ¢epa odgovara pocetku

trudnoce.

2Gt1 Gaj

Kako bi se odrzavala transgenicna miSja linija Stam , krizane su jedinke iz

visokosrodene linije C57BI/6NCrl s heterozigotnim nosiocima mutacije u genu Stam2.

4.2.2. Zrtvovanje Zivotinja

Zivotinje predvidene za izolaciju zametaka, kao i one predvidene za izolaciju organa za
provedbu tehnike hibridizacije RNA in situ zrtvovane su postupkom cervikalne dislokacije.
Cervikalna dislokacija je postupak koji kod Zivotinja izaziva trenutnu smrt i minimalnu bol.
Nagli pokret povlacenja repa misa, uz istovremeno drzanje glave zivotinje u nepomi¢nom

polozaju, dovodi do prekida kraljezni¢ne mozdine u podrucju vrata, te trenutne smrti.

Zivotinje predvidene za izolaciju organa namijenjenih imunohistokemijskom odredivanju

bjelancevina, te histokemijskom odredivanju aktivnosti B-galaktozidaze, prije zahvata su
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uspavane iniciranjem anestetika Avertina (0,5 g/kg) u peritonealnu Supljinu. Nakon
uspavljivanja zivotinje uslijedi postupak fiksiranja perfuzijom, unutar kojega u trenutku

otvaranja prsne Supljine, nastupa bezbolna smrt za zivotinju.

Novorodeni miSevi predvideni za izolaciju kore velikog mozga u svrhu kultiviranja zivcanih
stanica, zrtvovani su dekapitacijom odmah po rodenju. Sterilnim Skarama glava je odvojena
od ostatka tijela i prebacena u 70% etanol. Tijekom postupka dolazi do bezbolne smrti

Zivotinja.

4.2.3. Izolacija i odredivanje starosti zametaka

Kako bi se dobili zameci odgovarajuceg stadija, trudna miSica Zrtvovuje se tocno odredeni
dan, racunajuc¢i od dana oplodnje. Kao pocetak oplodnje racunao se dan kada je kod trudne
miSice pronaden vaginalni ¢ep. Taj se dan oznacavao kao dan kada je zametak star 0,5 dana,
buduc¢i da se miSevi pare nocu, u vrijeme oslobadanja jajnih stanica. Osim odredivanja dobi
zametaka pra¢enjem vaginalnih ¢epova, potvrda se dobila brojanjem somita, te promatranjem
vanjskih osobina zametaka. Starost zametaka izraZzena u danima usporedivana je s razvojnim

stadijima po Theileru (82).

U odgovaraju¢im danima starosti zametaka, trudne su miSice Zrtvovane postupkom cervikalne
dislokacije. Nakon otvaranja trbusne Supljine, odvojeni su rogovi maternice sa zamecima, a
zatim su prenijeti u posudu s fosfatnim puferom PBS (engl. phosphate buffred saline; 0,154
M NaCl, 2,26 mM NaH,POy4, 7,74 mM Na,HPO4) u kojem su zameci odvojeni od svojih

ovojnica.

4.2.4. Uzimanje uzorka vrska repa

U svrhu dobivanja dostatne koli¢ine molekule DNA, potrebne za odredivanje genotipa misje

linije  Stam2°"Y

, uzimao se uzorak vrSka repa miSa. Ovim postupkom Zivotinja se
imobilizirala rukom, te joj je odrezan vrSak repa veli¢ine 0,5 cm. Budu¢i da je bol
kratkotrajna, a krvarenje neznatno, ukupan stres za misa moze se usporediti s onim prilikom
davanja injekcije. Stoga za postupak nije primjenjena anestezija, niti je bila potrebna

postoperativna skrb.
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4.3. Postupci sa stanicama

Cijeli postupak kultiviranja stanica izvden je u sterilnim uvjetima. Instrumenti i pribor

sterilizirani su prije uporabe suhom sterilizacijom, 4 sata pri 180°C.

4.3.1. Primarna stani¢na kultura Zivéanih stanica kore velikog mozga

Nakon dekapitacije novorodenih miSeva, mozak je pomocu sterilne Spatule izvaden 1 uronjen
u posudu s hladnom otopinom Hanks BSS (engl. balanced salt solution, uravnotezena otopina
soli). Iz mozga je potom izdvojena regija kore velikog mozga, a tkivo je u komori za sterilni
rad Skaricama mehanicki usitnjeno. Otopina Hanks BSS je potom zamijenjena otopinom
proteolitickog enzima akutaze (Gibco). Smjesa stanica i akutaze, koja omogucuje njezno
odvajanje stanica, inkubirana je 15 minuta pri 37°C uz povremeno mijesanje. Nakon 6 minuta
centrifugiranja na 1000 x g (Eppendorf Centrifuge, 5810R), nadtalog je izliven, a talog
rasprSen u svjeze pripremljenom hranjivom mediju za diferencijaciju ziv€anih stanica (D-
MEMF-12 + GlutaMAX univerzalni medij za kultiviranje stanica, N2 suplement 1X, B27
suplement 1X, penicilin/streptamicin 1X; Gibco). Suspenzija sa stanicama zasadena je u
koncentraciji od 0,4 x 10° stanica/ml, u plogice sa Sest bunariéa (Nunc) za postupak
substanicne frakcionacije ili u ploCice s 24 bunari¢a (Nunc) za postupak imunocitokemije.
Plocice su prethodno tretirane poly-D-lizinom (koncentracije 0,1 mg/ml, 18 sati pri 37°C;
Sigma), te lamininom (koncentracije 10 pg/ml, 4 sata pri 37°C; Sigma). Nakon 24 sata na
plo¢icama se mogu uociti prihvacene stanice u pocetnom stupnju diferencijacije. Stanice su
uzgajane 6 dana u kulturi (u inkubatoru tvrtke Binder pri 37°C, u vlaznoj atmosferi s 5%

CO,), uz mijenjanje medija svakih 1-2 dana.

4.4. Postupci s DNA

4.4.1. Izolacija DNA

U svrhu odredivanje genotipa mi§je linije Stam2°’“Y, DNA je izolirana iz uzorka vrika
misjeg repa. Odrezani vrSak repa uronjen je u 500 ul pufera za razgradnju tkiva (engl. lysis

buffer;, 100 mM Tris-HCIl, pH8.0 (Tris = trishidroksimetilaminometan), 5 mM EDTA
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(etilendiamintetraoctena kiselina), 0,2% SDS (natrijdodecilsulfat), 200 mM NaCl), kojem je
dodano 100 pg/ml proteinaze K. Uzorak tkiva ostavljen je u puferu, preko noéi pri 56°C.
Sljede¢e jutro, tkivo je centrifugirano 20 minuta, pri brzini od 14000 x g (Eppendorf
Centrifuge 5415C). U odvojeni nadtalog stavljena je ista koli¢ina (500 pl) izopropanola.
Nakon laganog mijeSanja, uzorak je istalozen centrifugiranjem na 14000 x g kroz 5 minuta.
Nakon odstranjivanja nadtaloga, DNA je isprana dva puta s 1 ml 70% etanola, te ponovno
centrifugirana na 14000 x g, 5 minuta. Nakon zadnjeg centrifugiranja, alkohol je izbacen, a
uzorak DNA ostavljen suSiti na zraku u otvorenim mikroepuvetama, dok je ostatak alkohola

potpuno ishlapio. Tako izolirana DNA otopljena je u 50 pl sterilne vode.

4.4.2. Lancana reakcija polimerazom (PCR)

Genotipizacija zametaka ucinjena je metodom lancane reakcije polimerazom. Lancana
reakcija polimerazom (engl. PCR; polymerase chain reaction) brza je i specificna metoda u
kojom se odabrani odsjecci DNA umnazaju u velikom broju kopija. Kao kalup za umnazanje
koriStena je DNA izolirana iz vr$ka repa misa. Reakcijska smjesa sastojala se od:

— 200 nmol pocetnica

— 200 pmol smjese nukleotida (ANTP)

- 2mM MgCl,

— 1X pufer za DNA polimerazu

— 1,25 jedinice Go Tag DNA polomeraze (Promega)

— 1 puzorka DNA

Pocetnice koristene za genotipizaciju transgeni¢ne misje linije Stam2°’“Y bile su 5'-
TTATGGCTTTTAGGCAATCT-3" i 5 -GCTTTACAGTGGGGATACAT-3" za normalan
alel Stam2, te 5-TTATGGCTTTTAGGCAATCT-3" i 5'-CTGCAAGGCGATTAAGTTGG-
3" za alel Stam?2 s ugradenim vektorom genske zamke. Ukupan volumen reakcijske smjese bio

je 50 pl.

Reakcija se odvijala u stroju za lancanu reakciju polimerazom (Applyed Biosystem 2720
Thermal Cycler) pod sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija uzoraka 2 minute pri 95°C,

nakon toga 30 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije (10 sekundi pri 95°C), lijepljenja
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pocetnica (30 sekundi pri 56°C), i produljivanja lanaca (90 sekundi pri 72°C), te zavrSne

polimerizacije svih nedovrSenih lanaca DNA, 7 minuta pri 72°C.

4.4.3. Elektroforeza DNA na agaroznom gelu

Rezultati lancane reakcije polimerazom provjereni su elektroforezom na 1% agaroznom gelu.
Za pripravu gela, agaroza (Promega) je pomijeSana zajedno s puferom za elektroforezu (89
mM Tris-HCI, 89 mM borna kiselina, 2 mM EDTA, pH 8.0). Nakon zagrijavanja u
mikrovalnoj peénici, smjesa je ohladena pri 50 °C, te joj je dodano 10 mg/ml etidij-bromida.
Nakon polimerizacije, u kadici za elektroforezu stavljen je pufer za elektroforezu, te su

naneseni uzorci DNA. Elektorforeza se odvijala pod naponom 10-15 mV/cm gela.

4.5. Hibridizacija RNA in situ upotrebom radioaktivno obiljezenih izotopa

Postupak hibridizacije RNA in situ koristio se za detekciju mRNA u morfoloski ocuvanim
rezovima tkiva, pomocu oznacenih fragmenata nukleinskih kiselina koji se specifi¢no vezu za

komplementarnu sekvencu u tkivu.

4.5.1. Izolacija i rezanje organa ili zametaka na Kriostatu

Zivotinje ¢iji su organi ili cijeli zameci bili namijenjeni analizi uzorka izrazaja gena Stam2
postupkom hibridizacije RNA in situ zrtvovane su postupkom cervikalne dislokacije. Cijeli
postupak u okviru ove metode izveden je u sterilnim uvjetima i sa sterilnim instrumentima.
Nakon izolacije organa ili zametaka, tkivo je u vrlo kratkom vremenu smrznuto u izopentanu
(Sigma), prethodno ohladenim pri -80°C. Smrznuto tkivo bilo je pohranjeno pri -80°C do

trenutka rezanja.

Neposredno prije rezanja, uzorci smrznutog tkiva i zameci uklopljeni su u ljepilo za tkivo
(Tissue-Tek, Sakura), a kriostat (Leica CM1850) je ohladen pri -20°C. Rezovi debljine 20 pm
postavljaju se na predmetna stakla presvucena poly-l-lizinom (Menzel-Glaser). Stakla s

uzorcima pohranjena su pri -20°C do uporabe, bez prethodne fiksacije.
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4.5.2. Fiksacija tkiva

Predmetna stakla sa smrznutim rezovima uzorka fiksirana su na dan izvodenja hibridizacije
RNA in situ. Nakon $to su stakla izvadena s -20°C, uronjena su na 10 minuta u fiksativ
sastavljen od 2% paraformaldehida (Sigma) u fosfathom puferu PBS, pH 7.4, koji je
prethodno ohladen pri 4°C. Nakon fiksacije, stakla su ispirana u sljede¢im otopinama pri
sobnoj temperaturi: 2 puta po 20 sekundi u puferu PBS, 10 minuta u puferu TEA (TEA =
trietanolamin; 0,1 M trietanolamin, 0,154 M NaCl), pH 8.2, kojem je dodan kiseli anhidrid
(Sigma), te u uzlaznom nizu etanola (1 minuta u 70% etanolu 1 80% etanolu, 2 minute u 95%
etanolu, te 1 minuta u apsolutnom etanolu). Potom su stakla uronjena 5 minuta u kloroform, te
po 1 minutu u apsolutni i 95% etanol. Nakon S§to su stakla s rezovima izvadena iz etanola,

ostavljena su na zraku kako bi se osusila.

4.5.3. Oznacavanje sonde DNA radioaktivno obiljeZenim sumporom (**S-dATP)

Sonda DNA  koriStena za  detekciju mRNA gena Stam2 bila je: 5°-
CCTCTGTGATTTTCTCCTTGCCACCAGTTGGCGTCACTGTCATCC-3" (,,antisense
sekvenca). Kao kontrola bila je koriStena komplementarna sekvenca (,,sense” sekvenca): 5°-
GGATGACAGTGACGCCAACTGGTGGCAAGGAGAAAATCACAGAGG-3'.

Oznacavanje sonde odvijalo se u mikroepruveti na ledu, budu¢i da je enzim terminalna

transferaza vrlo termolabilan.

Sastojci reakcijske smjese po jednoj reakciji bili su:

- 2wl 33S-dATP, radioaktivnosti 50 uCi (Perkin Elmer)

— 1 ul sonde DNA, koncentracije 2,5 pmol/ul (Microsynth)
— 1 pl pufera za terminalnu transferazu (Roche)

— 0.5 ul CoCl; (Roche)

— 1 pl enzima terminalna transferaza (Roche).

Reakcijska smjesa je potom lagano pomijeSana, te inkubirana u vodenoj kupelji pri 37°C kroz
30 minuta. Nakon 30 minuta reakcija oznaCavanja sonde zaustavljena je dodavanjem 180 pl
TE (TE = Tris-EDTA; 10.0 mM Tris, 1.0 mM EDTA) pufera i 4 pl t-RNA (engl. transfer
RNA, prijenosna RNA, Roche), koncentracije 25 pg/ul. Slijedio je postupak talozenja DNA iz
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reakcijske smjese dodavanjem 15 pl 4 M NaCl zajedno sa 660 pl apsolutnog etanola. Nakon
snaznog mijesanja, reakcijska smjesa je inkubirana sat vremena na suhom ledu pri temperaturi
od -80°C. Slijedilo je centrifugiranje u hladnoj centrifugi pri 4°C, 30 minuta na 13 000 x g.
Nakon centrifugiranja, uklonjen je nadtalog, a stvoreni talog otopljen je u 50 ul TE pufera
kojem je dodan 0,5 M DTT (ditiotreitol, Sigma). Ovako otopljena DNA predstavljala je sondu
oznatenu radioaktivnim sumporom (*>S-dATP). Uspjesnost vezivanja °S-dATP za
oligonukleotid mjerena je scintilacijskim brojacem (Packard 1600TR, Liquis Scintillation
analyzer), dodavanjem 1 pl oznac¢ene sonde u 500 ul scintilacijske tekucine (Packard). Iz
dobivenih podataka izracunat je postotak uspjesnosti oznaCavanja sonde radioaktivnim

sumporom, kao i broj konjugiranih *>S-dATP po oligonukleotidu.

4.5.4. Hibridizacija oznacene sonde s tkivom

1250 pl hibridizacisjkog pufera pH 7.4 pomijesano je sa 125 mg dekstran sulfata (Sigma) i
12,5 ul 1 M DTT. Hibridizacijski puffer pripremljen je unaprijed i pohranjen je pri -20°C do
uporabe, a sastojao se redom od sljede¢ih reagensa: 2,0 ml 20X pufera SSC (engl. saline
sodium citrate; slani natrijev citrat; 3,0 M NaCl, 300 mM trinatrijcitratdihidrat, 2,0 ml 1 M
fosfatni pufer PB (eng. phosphate buffer; NaH,PO4 Na,HPOy); pH 6.5, 0,8 ml 50x Denhardt
otopine (Sigma), 0,4 ml t-RNA (25 mg/ml), 1,0 ml jednolanc¢ane DNA iz sperme lososa
(Sigma), 0,4 ml 0,1 M EDTA; pH 8.0, 0,04 ml 10% SDS (natrijdodecilsulfat), te 33,396 ml

sterilne vode.

Pripremljena hibridizacijska smjesa inkubirana je u vodenoj kupelji pri 65°C uz povremeno
mijeSanje. Nakon 20 minuta smjesi je dodan odredeni volumen oznacene sonde koji je
odgovarao dozi od 600,000 - 800,000 cpm/50 pl. Potom je smjesa inkubirana zavrSnih 10
minuta pri istoj temperaturi. Aktivnost hibridizacisjkog pufera ponovno je provjerena
mjerenjem na scintilacijskom brojacu, dodavanjem 10 pl pripremljene hibridizacisjke smjese
u 500 pl scintilacijske tekuc¢ine. Tako pripremljeni pufer trebao bi mjeriti izmedu 120,000 i

160,000 cpm.

Stakla s rezovima tkiva koja su prethodno osuSena na zraku stavljena su u vlaznu komoru za

inkubaciju, nakapana su s 50 pl hibridizacijske smjese po rezu, te pokrivena pokrovnim
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stakalcem. Komora je potom dobro zatvorena i stavljena u termostat (BTE-S, Termo

medicinski aparati) pri 53°C kroz 18 sati.

4.5.5. Ispiranje rezova nakon hibridizacije

Nakon Sto se hibridizacija odvijala preko no¢i pri 53°C, pokrovna stakalca su oprezno
skinuta, a stakla s rezovima isprana 3 puta po 1 minutu u 0,5X SSC puferu, prethodno
zagrijanim pri 53°C, kojem je dodan 1M DTT. Slijedila su 2 ispiranja po 15 minuta u 0,5X
SSC puferu prethodno zagrijanim pri 60 °C kojem je dodan 1M DTT, te 2 ispiranja po 15
minuta u 0,5X SSC puferu prethodno zagrijanim pri 60 °C. U zadnjem SSC puferu rezovi su
ostavljeni 30 minuta. Na kraju su izvedena kratka ispiranja (20 sekundi) pri sobnoj
temperaturi, a sastojala su se redom od: 2 ispiranja u 0,5 X SSC puferu, 2 ispiranja u
destiliranoj vodi, te 2 ispiranja u 70% etanolu. Potom su rezovi ostavljeni nekoliko sati pri

sobnoj temperaturi kako bi se dobro osusili.

4.5.6. Autoradiografija

Stakla s osuSenim rezovima poloZena su zajedno s '*C-mikroskalom, koja je sluzila kao
kontrola ekspozicije filma, u kazetu za razvijanje. U tamnoj prostoriji na stakla je polozen
autoradiografski film (Kodak BioMax MR Film), a kazeta je zatvorena i pohranjena u tamnoj

prostoriji.

Nakon 2 tjedna, film je oprezno izvaden iz kazete, te razvijen u tamnoj prostoriji pod crvenim
svijetlom. Film je najprije uronjen 4 minute u posudu s razvija¢em, zatim kratko ispran u
vodi, sljede¢ih 20 minuta uronjen je u otopinu s fiksirom, a nakon toga 30 minuta ispran pod

mlazom vode. Nakon suSenja, film je skeniran, te analiziran.

4.5.7. Uranjanje tkiva u fotografsku emulziju nakon hibridizacije RNA in situ

Nakon analize filma, rezovi s najboljim signalom mogu se dodatno tretirati fotografskom
emulzijom. Cijeli postupak rada s fotografskom emulzijom mora se odvijati u potpunom

mraku.
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Jednaka koli¢ina fotografske emulzije (Kodak) i vode pomijeSana je i inkubirana 30 minuta
pri 45°C. Stakla s rezovima nakratko su uronjena u fotografsku emulziju, te ostavljena susiti
pri sobnoj temperaturi u mraku. Sljedece jutro stakla su sakupljena u tamnu kutiju, zamotana

aluminijskom folijom, te pohranjena pri 4°C sljedec¢a 3 tjedna.

4.5.8. Vizualizacija reakcije hibridizacije RNA in situ na rezovima pomocu

fotografske emulzije i bojanje po Nisslu

Nakon 3 tjedna stakla s rezovima koja su bila tretirana fotografskom emulzijom, izvadena su
s 4°C, te temperirana pri sobnoj temperaturi. Razvija¢ i1 fiksir bilo je potrebno svjeze
pripremiti i ohladiti pri 18°C. Stakla su uronjena 3 minute u razvija¢, kratko isprana u vodi,

zatim uronjena 6 minuta u fiksir, nakon ¢ega su ispirana 15 minuta pod mlazom vode.

Bojanje po Nisslu (krezil-violet) na staklima nakon hibridizacije RNA in situ trebalo je biti
vrlo slabog intenziteta, kako bi se omogucila vizualizacija srebrnih granula koja predstavljaju
pozitivan signal. Bojanje je provedeno pri sobnoj temperaturi pod svjetlom, a sastojalo se od
uranjanja stakla po 2 minute u uzlaznom nizu alkohola (70% etanol, 95% etanol, te 2 puta u
apsolutnom etanolu). Nakon toga rezovi su prosvjetljeni 2 puta po 5 minuta u butil-acetatu
(Sigma). Potom je slijedilo uranjanje rezova po 5 minuta u silaznom nizu etanola (2 puta u
apsolutnom etanolu, 95% etanolu 1 70% etanolu). Nakon kratkog ispiranja u destiliranoj vodi
rezovi su uranjeni na 10 sekundi u razrijedenu otopinu krezil violet (0,02%, Sigma), nakon
¢ega su ponovno isprana u destiliranoj vodi. Slijedilo je uranjanje u otopine uzlaznog niza
etanola, po 1 minutu, te zavrSno prosvjetljivanje u butil acetatu (2 puta po 5 minuta). Rezovi
su uz pomo¢ medija za poklapanje (histomount, National diagnostics) pokriveni pokrovnim

stakalcem, te analizirani mikroskopom Olympus AX70.

4.6. Postupci s bjelan¢evinama

4.6.1. Imunohistokemija i imunocitokemija

Za odredivanje prisutnosti i razmjestaja pojedinih bjelancevina u tkivu, te lokalizacije istih u

stanici, koriStena je metoda imunohistokemije i imunocitokemije. Metoda se temelji na
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uporabi ciljno usmjerenih protutijela koriste¢i osnovni princip u imunologiji kako odredeno

protutijelo veZe i prepoznaje samo ciljni antigen.

4.6.1.1. Izolacija, fiksacija i rezanje tkiva na kriostatu

Organi namijenjeni imunohistokemijskom odredivanju bjelancevina izolirani su iz zivotinje,
koja je prethodno fiksirana postupkom perfuzije. Nakon izolacije, organi su fiksirani
imerzijom (uranjanjem) u istom fiksativu. Jac¢ina fiksativa i duljina fiksacije ovisili su o
veli¢ini organa. Mozak je fiksiran 4% paraformaldehidom u fosfatnom puferu PB preko noci
pri 4°C, dok su organi probavnog trakta fiksirani 2% paraformaldehidom kroz 3 sata pri 4°C.
Zameci su, odmah po izolaciji iz maternice, fiksirani imerzijom u 4% paraformaldehidu preko
no¢i pri 4°C. Primarne kulture ziv€anih stanica fiksirane su u svjeze pripremljenom 4%

paraformaldehidu u fosfatnom puferu PBS 15 minuta.

Nakon fiksacije 1 kratkog ispiranja u fosfatnom puferu PB (2 - 3 puta tijekom 30 minuta),
fiksativ je zamijenjen rastu¢im koncentracijama (10%, 20%, 30%) saharoze u puferu PB,
narednih 48 sati, zbog dehidracije i krioprotekcije. Uzorci tkiva pohranjena su u 30% saharozi

pri 4°C do trenutka rezanja na kriostatu.

Neposredno prije rezanja, uzorci tkiva ili cijeli zameci uklopljeni su u ljepilo za tkivo (Tissue-
Tek, Sakura), a kriostat je ohladen pri -20°C. Rezovi debljine 20 pm postavljeni su na
pozitivno nabijena predmetna stakla (Superfrost Plus, Menzel-Glaser). Stakla s uzorcima

pohranjena su pri -20°C do uporabe.

4.6.1.2. Inkubacija s protutijelima

Neposredno prije inkubacije s protutijelima, stakla s rezovima tkiva ostavljena su jedan sat u
eksikatoru, dok su stanice nakon fiksacije bile spremne za uporabu. Nakon ispiranja fosfatnim
puferom PBS, rezovi ili stanice su permeabilizirani 10 minuta u otopini 0,2% Triton X-100
(Sigma) u puferu PBS, te potom uronjeni u otopinu za blokiranje (5% serum odgovarajuce
vrste u puferu PBS s 0,2% Triton X-100), kako bi se sprijecilo nespecificno vezanje

sekundarnog protutijela. Potom je uslijedila inkubacija s jednim ili viSe primarnih protutijela
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(tablica 1) u otopini koja je sadrzavala 2% serum odgovarajuce vrste u puferu PBS s 0,2%

Triton X-100. Inkubacija primarnim protutijelima odvijala se preko no¢i pri 4°C.

Sljede¢e jutro, nakon ispiranja puferom PBS uslijedila je inkubacija s jednim ili viSe
odgovarajuc¢ih sekundarnih protutijela (tablica 2) u PBS puferu, 2 sata pri sobnoj temperaturi.
Budu¢i da su sekundarna protutijela bila fluorescentno obiljezena, cijeli daljnji postupak
odvijao se u tamnoj prostoriji, a pri koriStenju dva razli¢ita sekundarna protutijela
istovremeno, pazilo se da njihova fluorescencija ne interferira, te da se svako od njih moze
naknadno promatrati mikroskopom. U nastavku, rezovi i stanice su isprani puferom PBS, te
pokrveni medijem za poklapanje, osjetljivim na fluorescenciju (Fluoromount, Sigma). Nakon
suSenja, stakla s imunofluorescentno obojanim rezovima ili stanicama promatrana su i

analizirana konfokalnim mikroskopom (Zeiss, LSM 510 Meta).

Tablica 1. Primarna protutijela upotrijebljena za postupak imunohistokemije.

Primarno protutijelo Izvor Razrijedenje | Proizvodac

AMSH mis 1/50 Santa Cruz Biotechnology (sc-271641)
c-Kit koza 1/200 Santa Cruz Biotechnology (sc-1494)
EEA1 mis 1/500 BD Transduction Laboratories (610457)
GFAP pile 1/300 Abcam (ab4674)

HRS mis 1/200 Santa Cruz Biotechnology (sc166843)
IBA1 koza 1/500 Abcam (ab5076)

MAP2 pile 1/1200 Abcam (ab5392)

NeuN mis 1/100 Millipore (MAB377)

04 mis 1/200 Millipore (MAB345)

PGP 9.5 mi$ 1/20 Abcam (ab8189)

STAMI1 koza 1/100 Santa Cruz Biotechnology (sc- 6919)
STAM?2 kunié¢ 1/200 Abcam (ab63372)

STAM2 kuni¢ 1/200 Bioworld Technology (BS1807)
STAM2 kuni¢ 1/200 Santa Cruz Biotechnology (sc-98681)
UBPY mis 1/50 Santa Cruz Biotechnology ( sc-365481)
[B-galaktozidaza pile 1/250 Abcam (ab9361)
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Tablica 2. Sekundarna protutijela upotrijebljena za postupak imunohistokemije.

Sekundarno protutijelo Razrijedenje Proizvoda¢

Alexa Fluor 488 koza anti - kuni¢ IgG 1/500 - 1/1000 Invitrogen (A11008 )
Alexa Fluor 488 magarac anti - kuni¢ IgG 1/500 - 1/1000 Invitrogen (A21206)
Alexa Fluor 488 kuni¢ anti - mi§ IgG 1/500 - 1/1000 Invitrogen (A11059)
Alexa Fluor 546 kuni¢ anti - pile IgG 1/500 - 1/1000 Invitrogen (A11040)
Alexa Fluor 546 kuni¢ anti - mis IgG 1/500 - 1/1000 Invitrogen (A11003)
Alexa Fluor 546 magarac anti - koza IgG 1/500 - 1/1000 Invitrogen (A11056)
Alexa Fluor 546 kuni¢ anti - koza IgG 1/500 - 1/1000 Invitrogen (A21085)

4.6.2. Substani¢na frakcionacija

Metoda substani¢ne frakcionacije provodila se kako bi se izolirale bjelancevine pojedinih
stani¢nih organela, a potom imunobojanjem bjelancevina utvrdila prisutnost bjelancevine

STAM?2 u pojedinim organelama.

Neposredno prije pocetka izvodenja ove metode bilo je potrebno napraviti svjeze pufere
sljedeéeg sastava: pufer D (10 mM PIPES (piperazin- N,N"-bis(2-etansulfonska kiselina), pH
6.8, 100 mM NaCl, 300 mM saharoza, 3 mM MgCl,, 5 mM EDTA, 0,015% digitonin), pufer
T (10 mM PIPES pH 7.4, 100 mM NacCl, 300 mM saharoza, 3 mM MgCl,, 3 mM EDTA,
0,5% Triton X-100), pufer C (10 mM PIPES, pH 7.4, 10 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1% Tween
40, 0,5% DOC (natrijev deoksiholat), benzoaza (100 jedinica po ml)), pufer L (282 mM Tris,
pH 8.5, 4% LDS (litijdodecilsulfat), 20% glicerol, 1 mM EDTA, 100 mM DTT. Puferima su
dodani inhibitori proteaza neposredno pred sam postupak frakcionacije. Svi reagensi potrebni

za izradu pufera bili su tvrtke Sigma.

Stanice su izvadene iz inkubatora, te kratko isprane hladnim fosfatnim puferom PBS. Cijeli
daljnji postupak odvijao se na ledu, kako bi se usporila moguca razgradnja bjelanc¢evina. PBS
pufer zamijenjen je potom odgovaraju¢om koli¢inom pufera D, te su stanice ostavljene na
mijeSalici (Heidolph vibramax 100) pri 4°C. Nakon 15 minuta, tekuc¢ina koja je odgovarala
citosolnoj frakciji izolirana je u mikroepruvetu, te je smrznuta pri -80°C. Pufer D sadrzavao je

digitonin, deterdzent koji reagira s kolesterolom te stvara pore koje omogucuju izlazak
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otopljenih citosolnih bjelancevina. Stanicama je potom dodan pufer T. Nakon 30 minuta
stanice su odstrugane strugacem s podloge, te se zajedno s puferom prenesene u hladnu
mikroepruvetu. Slijedilo je centrifugiranje u prethodno, pri 4°C, ohladenoj centrifugi
(Eppendorf Centrifuge 5417R, 10 minuta na 5000 x g). Nadtalog, koji je odgovarao frakciji
organela i membrana prenesen je u novu mikroepruvetu, te je smrznut pri -80°C. Talogu je
dodan pufer C, smjesa je naglo zaledena i odledena, kako bi se razbile nukleinske kiseline, a
time smanjila viskoznost teku¢ine i omogucilo lakSe razdvajanje frakcija. Smjesa je potom
inkubirana 10 minuta pri 4°C, na mijesalici velike brzine. Nakon centrifugiranja u hladnoj
centrifugi na 6800 x g (10 minuta), nadtalog (frakcija jezgri) je prebacen u novu
mikroepuvetu, dok je talogu (frakcija citoskeleta) dodana odgovarajuc¢a koli¢ina pufera L.

Izolirane frakcije bjelancevina pohranjuju se pri -80°C.

4.6.3. Odredivanje koncentracije bjelancevina metodom po Bradfordu

Koncentracija bjelanc¢evina u uzorcima pojedinih frakcija dobivenih postupkom substani¢ne
frakcionacije odredena je kolorimetrijskom metodom po Bradfordu. Metoda se temelji na
mjerenju absorbancije uzorka bjelanCevina i Bradford reagensa (BioRad) ¢iji je osnovni
sastojak boja komasi plava (engl. Coomassie Brilliant Blue G-250). Intenzitet boje koja
nastaje pri reakciji bjelancevina u uzorku s Bradfordovim reagensom pri valnoj duljini od 595
nm mjerila se pomocu spektrofotometra (Eppendorf BioPhotometer plus), a koncentracija
proteina je o€itana iz bazdarne krivulje koja je dobivena mjerenjem apsorbancija niza otopina

govedeg serumskog albumina (BSA; engl. bovine serum albumine) poznatih koncentracija

(0,1 mg/ml — 1,0 mg/ml).

4.6.4. Elektroforeza bjelancevina na denaturirajué¢em poliakrilamidnom gelu

Elektroforeza na denaturirajuéem poliakrilamidnom gelu koriStena je za razdvajanje
bjelancevina dobivenih iz razli¢itih stani¢nih frakcija, na temelju njihove molekularne mase.
Bjelancevine su obradene pomocu SDS, anionskog deterdenta, koji disocira i denaturira

bjelancevine u linearne polipeptidne lance.

Poliakrilamidni gel, na¢injen od gela za razdvajanje (8 - 12% akrilamid/bis-akrilamid, 0,38 M
Tris-HCI (pH 8.5), 0,1 % SDS, 0,05% APS (amonijpersulfat), 0,05% TEMED (N,N,N’N -
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tetrametiletilendiamin); Sigma), te gela za sabijanje (4% akrilamid/bis-akrilamid, 0,12 M
Tris-HCI1 (pH 6.8), 0,1 % SDS, 0,05% APS, 0,2% TEMED; Sigma) stavljen je u okomito
postavljenu aparaturu za poliakrilamidnu elektroforezu (Bio Rad). Prije nanoSenja na gel, 50
pg uzoraka bjelancevina pomijeSano je s puferom za nanoSenje uzorka (0,04% otopina
bromfenol plavo, 15% SDS, 12% 2-merkaptoetanol, 20% glicerol, 0,1 M Tris-HCI (pH 6.8)) u
omjeru 4:1, te je smjesa zagrijana 5 minuta pri 95°C u svrhu denaturacije. Kao molekularni
biljeg upotrijebljen je biljeg elektroforeze (Color Burst Electrophoesis marker, Sigma)
pomoc¢u kojeg se naknadno odredivala molekularna masa bjelancevine od interesa.
Elektroforeza se odvijala u puferu za elektroforezu (0,41 M Tris, 3,84 M glicin, 1% SDS) 2-3

sata uz stalni napon od 120 V.

4.6.5. Prijenos bjelan¢evina na membranu (,,western blot“)

Po zavrSetku elektroforeze, uzorci razdvojenih bjelancevina preneseni su na najlonsku
membranu pomocu Bio-Rad sustava za mokri prijenos. U plitku posudu s puferom za prijenos
na membranu (0,21 M Tris, 1,92 M glicin, 10% metanol) stavljene su 2 spuzvice, 2 filter
papira, PVDF (polivinilidenfluorid) najlonska membrana (Sigma), te poliakrilamidni gel.
Tzv. ,,sendvi¢” kojeg su redom cCinili: spuzva - filter papir - poliakrilamidni gel - PVDF
membrana - filter papir - spuzva; oprezno je zatvoren, te stavljen u aparaturu za mokri
prijenos, paze¢i da njegov polozaj u odnosu na elektrode omoguéi prijelaz negativno
nabijenih bjelancevina s poliakrilamidnog gela na membranu. Prijenos bjelancevina s gela na
membranu trajao je 55 minuta pri stalnom naponu od 85 V. Nakon zavrSenog prijenosa,
membrana je uronjena u Ponceau otopinu (0,1% boja Ponceau S (Sigma), 5% octena kiselina)
na 10 minuta, koja omogucuje vizualizaciju bjelanCevina, a time i provjeru ucinkovitosti
prijenosa. Nakon ispiranja membrane destiliranom vodom, tragovi bjelancevina postali su

ponovno nevidljivi.

4.6.6. Inkubacija membrane specificnim protutijelima

Rezultat prijenosa jest vezivanje bjelancevina za povrSinu membrane, $to omogucuje njihovu
detekciju pomocu specificnih protutijela. Membrana s vezanim bjelancevinama inkubirana je

jedan sat u otopini za blokiranje (5% mlijeko u prahu u puferu PBST (engl. phosphate
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buffered saline Tween 20; PBS kojem je dodan 0,05% Tween 20), kako bi se sprijecilo
nespecifi¢no vezanje bjelancevina za membranu. Slijedila je inkubacija membrane jednim od
specificnih primarnih protutijela (tablica 3) u otopini za blokiranje, preko noci pri 4°C. Nakon
ispiranja membrane puferom PBST (4 puta po 10 minuta), membrana je inkubirana 1,5 sati
odgovaraju¢im sekundarnim protutijelom (tablica 4) obiljezenim peroksidazom iz hrena, HRP
(engl. horseradish peroxidase) u otopini za blokiranje. Po zavrSetku inkubacije protutijelima,
membrana je isprana (6 puta po 10 minuta) puferom PBST. Vizualizaciju signala omogucila
je kemiluminiscentna reakcija peroksidaze uz luminol kao supstrat, pri cemu svijetlost koja je
oslobodena u reakciji ostavlja signal na fotografskom filmu. Na membranu su ravnomjerno
nanesene dvije otopine kompleta za kemiluminiscentnu detekciju (Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore). Nakon inkubacije supstratom koja je trajala 5
minuta, membrana je omotana najlonskom folijom, te je zajedno s fotografskim filmom
(Kodak BioMax light film) stavljena u kazetu za eksponiranje. Ekspozicija je trajala od
nekoliko sekundi do 5 minuta, ovisno o jacini signala, a reakcija se do razvijanja filma
odvijala u potpunom mraku. Film je razvijen na jednaki nacin kao i kod metode radioaktivno

obiljezene hibridizacije in situ.

Tablica 3. Primarna protutijela upotrijebljena za postupak prijenosa bjelanc¢evina na membranu (,,western blot®).

Primarna protutijela Izvor Razrijedenje Proizvoda¢

Actin mis 1/50000 Millipore (MAB1501)

GAP-43 kuni¢ 1/14000 Novus Biologicals (NB300-143SS)
NeuN mis 1/500 Millipore (MAB377)

STAM2 kuni¢ 1/1000 Abcam (ab63372)

STAM2 kuni¢ 1/1000 Bioworld Technology (BS1807)
STAM?2 kuni¢ 1/1000 Santa Cruz Biotechnology (sc-98681)
VEGF kuni¢ 1/5000 Abcam (ab46154)
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Tablica 4. Sekundarna protutijela upotrijebljena za postupak prijenos bjelanéevina na membranu (,,western
blot®).

Sekundarno protutijelo Razrijedenje Proizvodacd
koza anti-mis$ IgG - H&L (HRP) 1/2000 Abcam (ab6789)
koza anti - kuni¢ IgG - H&L (HRP) 1/2000 Abcam (ab6721)

4.7. Histokemijsko odredivanje aktivnosti p-galaktozidaze

Buduéi da transgeni¢na misja linija Stam2°"’““ sadrzi gen biljeg lacZ, praéenje aktivnosti
gena lacZ, koji kodira za enzim B-galaktozidazu, moze se upotrijebiti za analizu uzorka

izrazaja gena uhvacenog postupkom genske zamke, $to bi u ovom slucaju bio gen Stam?.

4.7.1. lIzolacija, fiksacija i rezanje organa ili zametaka

Organi namijenjeni histokemijskom odredivanju aktivnosti B-galaktozidaze izolirani su iz
zivotinja koje su prethodno fiksirane postupkom perfuzije. Fiksativ koriSten za ovu metodu
sastavljen je od 2% formaldehida (Sigma) i 0,2% gluteraldehida (Sigma) u fosfatnom puferu
PBS. Nakon izolacije, organi su fiksirani imerzijom u istom fiksativu, jedan sat pri 4°C.
Zameci su odmah po izolaciji iz maternice uronjeni u fiksativ. Nakon fiksacije, uzorci tkiva

isprani su fosfatnim puferom 4 puta u naredna 2 sata.

Nakon fiksacije i ispiranja, uzorci tkiva i cijeli zameci rezani su skalpelom na rezove debljine
1 mm, vibratomom (Vibratome 1000 plus Sectioning system) na rezove debljine 100-300 um
ili kriostatom (Leica CM1850) na rezove debljine 50 - 60 um. U slucaju rezanja kriostatom,
uzorci su uklopljeni u ljepilo za tkivo (Tissue-Tek, Sakura), a kriostat je ohladen pri -20°C.
Rezovi su postavljani na pozitivno nabijena predmetna stakla (Superfrost Plus, Menzel-
Glaser), te su ostavljeni pri sobnoj temperaturi 1 - 3 sata. Nakon suSenja, rezovi su bili

spremni za uporabu.
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Dijelovi tkiva probavnog sustava namijenjeni kvantitativnoj morfoloskoj analizi pripremljeni
su tako da su se sluznica i podsluznica Spatulom odvojile od ostalih slojeva debelog crijeva.

Takvi preparati nisu dodatno rezani.

4.7.2. Inkubacija sa supstratom X-gal

Uzorci su inkubirani u otopini boje X-gal (0,5 mg/ml X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-
galaktopiranozid), 2 mM MgCl,, 10 mM K4Fe(CN)s, 10 mM Kj3Fe(CN)s, 0,01% natrijev
deoksiholat, 0,01% Igepal; Sigma) 18 sati pri temperaturi 37°C. Nakon inkubacije u
navedenoj otopini boje, uzorci su isprani u puferu PBS svakih 30 minuta u naredna 3 - 4 sata.
Uzorci rezani skalpelom ili vibratomom nakon ispiranja su prosvijetljeni u rastué¢im
koncentracijama glicerola (20%, 50% i 70% glicerol), potom su kistom prebaceni na
predmetno staklo, te su pomo¢u medija za pokrivanje vodenih preparata (Aquatex, Merck)
poklopljeni pokrovnim stakalcem. Kriorezovi, koji su ve¢ bili zalijepljeni na predmetnom
staklu, nakon ispiranja su prosvijetljeni u otopini histoklir (Histoclear, National diagnostcs), te
su pomoc¢u medija za uklapanje (Histomount, National diagnostcs) poklopljeni pokrovnim

stakalcem.

Preparati su analizirani uz pomo¢ lupe Olympus SZH10, te mikroskopa Olympus AX70.

4.8. Kvantitativne morfoloske analize

Kvantitativne morfoloske metode ucinjene su kako bi dobili uvid u moguéu ulogu

bjelan¢evine STAM2 u enterickom zivéanom sustavu.

4.8.1. Fenotipska analiza homozigotnih i heterozigotnih Zivotinja transgeni¢ne misje
Gt Gaj

linije Stam
Preparati miSi¢nog sloja koji obuhvaca mijentericki pleksus, dobiveni struganjem sluznice i
podsluznice, bojani su otopinom X-gala, te su upotrijebljeni za procjenu volumne gustoce
podrugja obojanih X-galom, prema veé opisanoj metodi (83). Dijelovi migi¢nog sloja (3 cm?)
uzeti su iz dviju Zivotinja po genotipu (Stam®! V1Y | Stam2*/“"1Y). U svakom su uzorku

naizmjeni¢no odredena 10 polja, svako povrsine 1,3 mm?®. Volumna gustoéa izradunata je tako
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da je podijeljen broj tocaka stereoloSke mreze koje se preklapaju s podru¢jem od interesa (P,
podrucja obojana X-galom) s brojem tocaka stereoloSke mreze koje postoje u referentnom
podrucju (Pep, miSiéni sloj). Gustoca stereoloske mreze (broj tocaka), broj preparata, kao i
broj polja uzoraka izabrana su kako bi se dobio procijenjeni koeficijent pogreske manji od 0,1

(84).

4.8.2. Fenotipska analiza homozigotnih Zivotinja transgeni¢ne misje linije Stam2°"%Y i

Zivotinja divljeg tipa

Uzorci debelog crijeva, svaki veli¢ine 1 cm, uzeti su iz dviju Zivotinja po genotipu
(Stam“"' VeG4 Stam2" ). Imunobojanje protutijelom koje boji Zivéane stanice (MAP2)
provedeno je na sedam nasumicno uzetih kriorezova po svakoj zivotinji. Gustoca stereoloske
mreze (broj toCaka), broj preparata, kao i broj polja uzoraka izabrana su kako bi se dobio
procijenjeni koeficijent pogreSske manji od 0,1 (84). Volumna gustoéa MAP2-pozitivnih
podrugja u 0,2 mm? referentnog podrudja miiénog sloja izradunata je tako da je podijeljen
broj to¢aka mreze koje su se preklapale s podruc¢jem od interesa (P, MAP2-pozitivna
podrucja) s brojem tocaka mreze koje postoje u referentnom podrucju (Per, miSiéni sloj),

kako je ve¢ prethodno opisano (83).

4.8.3. Statisticka analiza

Sva mjerenja volumnih gustoc¢a , X-gal-pozitivnih podrucja, te MAP2-pozitivnih podrucja oba
genotipa (homozigota i heterozigota, te homozigota i divljeg tipa) upotrijebljena su kako bi se

testirala distribucija uzorka Kolmogoro-Smirnov testom, te Shapiro-Wilk testom.

Uzorci koji su imali normalnu distribuciju (X-gal pozitivna podrucja) statisticki su analizirani
Studentovim ¢ testom (P<0,1), dok su uzorci koji nisu slijedili normalnu distribuciju (MAP2-
pozitivna podruc¢ja) analizirani neparametrijskim Mann-Whitney U testom (P<0,1). Analiza
varijance (ANOVA) ili Kruskal-Wallis ANOVA upotrijebljene su kako bi se usporedile
srednje vrijednosti pojedinih Zivotinja i potvrdile jednakost varijanca izracunatih usporedbom

dviju grupa genotipa.
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5. REZULTATI

5.1. STAM2 na stani¢noj razini u Zivéanom sustavu misa

5.1.1. Bjelancevina STAM2 prisutna je u Zivéanim stanicama

Kako bi se provjerilo je li STAM2 prisutan u zivéanim stanicama ucinila se primarna kultura
ziv€anih stanica i odredilo prisustvo STAM2 postupkom imunohistokemije, te imunobojanja

bjelan¢evina na membrani (,,western blot®).

Vizualizacija smjeStaja STAM2 u primarnim kulturama Ziv€anih stanica kore velikog mozga
ostvarena je imunocitokemijskim bojanjem. Stanice su imunobojane primarnim protutijelom
specificnim za bjelancevinu STAM2 koriste¢i princip da se odredeno protutijelo veze i

prepoznaje samo ciljni antigen.

Specificnost STAM2 protutijela potvrdena je analizom imunobojanja bjelancevina izoliranih
iz zivCanih stanica na membrani. Iz rezultata postupka vidljiv je nalaz bjelancevine
molekularne mase neSto vece od 58 kDa ($to je oCekivana masa normalne bjelancevine
STAM?2), koja reagira na specificno protutijelo za STAM2. Ova veli¢ina predstavlja
ubikvitiniran oblik bjelan¢evine STAM?2. Takoder, specificnost STAM?2 protutijela potvrdena
je 1 postupkom imunohistokemije, tzv. negativnim kontrolama koje su sastavljene od otopine
za blokiranje bez primarnog protutijela, te otopine za blokiranje bez primarnog i sekundarnog
protutijela zajedno. Buduéi da je na stanicama na kojima su nanesene negativne kontrole
signal izostao, signal dobiven primarnim protutijelom STAM2 zajedno s odgovaraju¢im

sekundarnim protutijelom moze se smatrati specificnim.

Imunohistokemijsko bojanje Zziv€anih stanica pokazalo je kako je bjelancevina STAM?2
prisutna difuzno u citoplazmi, kako u perikarionu, tako i u nastavcima ziv€anih stanica, u

obliku tockastog signala. Takoder, homogeni signal vidljiv je i u jezgri stanice (slika 5).

Ovim je pokusom dokazano kako je bjelancevina STAM?2 prisutna u zZiv€anim stanicama.

38



Slika 5. Imunobojanje protutijelom specificnim za STAM2. (A) Kriorez odraslog mozga imunobojan STAM2
protutijelom. (B, C, D) Primarne kulture zZiv€anih stanica kore odraslog mozga imunobojane komercijalnim
STAM?2 protutijelom razlicitih proizvodaca; Bioworld Technology (B), Abcam (C) i Santa Cruz Biotehnology
(D). Strelice pokazuju signal u jezgri stanica. Crta mjerila - 10 um.

5.1.2. Bjelancevina STAM2 smjeStena je na endosomima Ziv€anih stanica kao dio

kompleksa ESCRT-0

Budu¢i da je na stani¢nim linijjama pokazano kako STAM2 djeluje kao dio kompleksa
ESCRT-0, njegova pretpostavljena uloga je u pocetnom dijelu razvrstavanja ubikvitiranih
bjelancevina unutar endosoma, koje se kasnije prosljeduju u lizosome. Kako bi se provjerilo
je li STAM2 uistinu vezan uz membranu ranih endosoma, kao dio kompleksa ESCRT-0 i u
ziv€anim stanicama, kulture primarnih Ziv€anih stanica kore velikog mozga su fiksirane, te je
na njima ucinjeno dvostruko imunocitokemijsko bojanje. Kolokalizacija bjelancevina
metodom dvostrukog imunocitokemijskog bojanja omogucuje istodobnu detekciju vise
razli¢itih antigena na istom preparatu. Posebnost ove metode je istovremeno koristenje dva
razli¢ita primarna protutijela na koja se vezu odgovarajuéa sekundarna, fluorescentno
obiljeZena protutijela. Pri obiljezavanju sekundarnim protutijelima vazno je da su ona ciljano

usmjerena na IgG zivotinjske vrste u kojoj je primarno protutijelo proizvedeno, te da su ona
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razlicitih eksitacijskih valnih duljina (488 nm ili 546 nm), tj. da njihova fluorescencija ne

interferira.

Dvostruko imunocitokemijsko bojanje sa STAM2 protutijelom, te EEA1 protutijelom (engl.
early endosome antigen [; antigen ranih endosoma 1), kao biljegom ranih endosoma,
pokazalo je kako je STAM2 smjeSten u tockastim strukturama unutar citoplazme koje su

velikim dijelom pozitivne na EEAT.

Kako bi se provijerilo jesu li i ostale bjelan¢evine kompleksa ESCRT-0 vezane uz membranu
ranih endosoma u Ziv€anim stanicama, uc¢injeno je dvostruko imunocitokemijsko bojanje s
biljegom ranih endosoma EEA1 (slika 6A) te drugom STAM izoformom, molekulom STAM1
i molekulom HRS. Imunofluorescentno bojanje pokazalo je kako su molekule STAM1 i HRS
pozitivne na toCkaste strukture koje boji EEA1, ¢ime je potvrdeno da se i ostale bjelancevine

kompleksa ESCRT-0 ve¢inom nalaze vezane na rane endosome.

Kako bi se istrazilo djeluje li uistinu bjelan¢evina STAM2 kao dio kompleksa ESCRT-0,
ucinjeno je dvostruko imunocitokemijsko bojanje na primarnim kulturama Zziv€anih stanica
kore velikog mozga. Kolokalizacijske studije pokazale su kako STAM2 i STAMI, te STAM2

1 HRS medusobno kolokaliziraju u uvjetima in vitro (slike 6B, 6C).

Regionalna distribucija kompleksa ESCRT-0 pokazana je 1 u ziv€anim stanicama srediSnjeg i
perifernog zivéanog sustava. Tako je imunofluorescentno bojanje na koronarnim
kriorezovima mozga, te intramuralnim ganglijima debelog crijeva, pokazalo kako
bjelancevina STAM?2 kolokalizira s bjelanc¢evinama STAMI1 i HRS (slika 7). Raspored
bjelancevina STAMI1 1 HRS nesto je Siri od rasporeda bjelancevine STAM2. Tako su,
primjerice u probavnom sustavu, STAMI i HRS prisutni u svim slojevima probavne cijevi,
iako je njihovo bojanje bilo nesto jace u mijenteriCkom i submukoznom pleksusu enterickog

ziv€anog sustava, u kojem je pokazana kolokalizacija s bjelan¢evinom STAM?2.

Navedena istrazivanja potvrdila su kako je bjelan¢evina STAM?2 vezana uz rane endosome,

kao dio kompleksa ESCRT-0 i u zZiv€éanom sustavu in vivo.
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STAMZ/STAMI

AMEH STAMZEMSH

STAMI/URRY

Slika 6. Izrazaj Stam2 i molekula koje medudjeluju sa STAM2 na primarnim kulturama Ziv€anih stanica kore
velikog mozga. (A) Kolokalizacija STAM2 i EEA, biljega ranih endosoma, upu¢uje na smjestaj STAM2 na
membrani ranih endosoma. (B, C) Dvostruko imunocitokemijsko bojanje STAM2 i bjelancevina kompleksa
ESCRT-0; HRS (B) i STAMI1 (C). (D, E) Dvostruko imunocitokemijsko bojanje STAM?2 i bjelancevina koje
medudjeluju sa STAM2; AMSH (D) i UBPY (E). Strelice pokazuju mjesta kolokalizacije dviju bjelancevina.
Crta mjerila - 10 um.
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Slika 7. Izrazaj Stam2 u enterickom ziv€anom sustavu. (A) STAM2 djelomi¢no kolokalizira s protutijelom
EEA1 (strelice), $to ukazuje na smjestaj STAM2 na membrani ranih endosoma. (B, C) Kolokalizacijske studije
pokazale su kako STAM2 kolokalizira s ostalim ¢lanovima kompleksa ESCRT-0. Strelica pokazuje
kolokalizaciju STAM2 i STAMI1 (B), odnosno HRS (C) u mijenterickom (B) i submukoznom (C) pleksusu
debelog crijeva. Crte mjerila - 10 um.

5.1.3. Bjelancavina STAM2 smjeStena je u jezgri Zivéanih stanica

Imunocitokemijsko bojanje primarnih kultura ziv€anih stanica kore velikog mozga pokazalo
je kako STAM?2 ima tockasti raspored po citoplazmi. Tockasti signal djelomi¢no kolokalizira
s biljegom ranih endosoma, $to upucuje na cCinjenicu da je STAM2 lokaliziran na
endosomima, ali i unutar citoplazme stanice. Ovi su rezultati u skladu s ve¢ otprije poznatim
rezultatima razmjestaja bjelancevine STAM?2 na razli¢itim modelima in vitro. Medutim, vrlo
neocekivano, jak 1 homogen signal STAM?2 pronaden je u jezgri ziv€ane stanice, kako u in
vitro, tako 1 u in vivo uvjetima; u jezgrama ziv€anih stanica mozga, te intramuralnih ganglija.
Dodatna specifi¢nost imunocitokemijskog i imunohistokemijskog bojanja potvrdena je s tri
razliita komercijalno dostupna protutijela STAM2 (tvrtke Abcam, Bioworld Technology i
Santa Cruz Biotechnology). Sva tri protutijela pokazala su vrlo slian signal razmjeStaja
bjelancevine STAM?2 unutar stanice, difuzno u citoplazmi u obliku tockastog signala, uz
izrazito jak signal u jezgri (slika 5). Potvrda da se doista radi o jezgrama Zziv€anih stanica
dobila se imunobojanjem protutijelom NeuN (engl. neuronal nuclei; jezgre neurona),

specificnim protutijelom koje boji jezgre, isklju¢ivo ziv€anih stanica.

Kako bi dobili kona¢nu potvrdu unutarstani¢ne lokalizacije bjelan¢evine STAM2, ucinjen je
pokus substani¢ne frakcionacije. Substani¢na frakcionacija je metoda izdvajanja pojedinih

stani¢nih organela ili manjih odjeljaka iz suspenzije stanica u zasebne frakcije. Ovom je
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metodom stanice potrebno razoriti, drze¢i ih u sredini koja oponasa uvjete u samoj stanici.
Organeli pritom moraju ostati intaktni buduc¢i da njihova aktivnost mora biti ocuvana.
Potrebno je naglasiti kako su proteomske analize primarnih kultura ziv€anih stanica vrlo
zahtjevne zbog morfoloskih i fizioloSkih karakteristika ziv¢anih stanica. U ovom radu
koristena je modificirana metoda Bernocco i suradnika (85) koja se temelji na otopinama za
izolaciju koje sadrze deterdzente, Cime se omogucuje izdvajanje frakcija na relativno malom
broju stanica (oko 3,6 x 107 Ziv€anih stanica). Uzastopnim diferencijalnim centrifugiranjem
stanicnog homogenata u otopinama razli¢itog sastava dobiva se niz frakcija s djelomicno

purificiranim organelama. Pojedine frakcije pritom se razlikuju po masi i gusto¢i.

Sastav pojedinih frakcija provjerio se protutijelima bjelancevina za koje je poznato da se
nalaze u to¢no odredenim stani¢nim odjeljcima. Kao biljezi pojedinih frakcija korisStena su
redom sljedeca protutijela: protutijelo VEGF (engl. vascular endothelial growth factor;
vaskularni endotelni ¢imbenik rasta) za frakciju citosola, protutijelo GAP-43 (engl. growth
associated protein 43; bjelanCevina povezana rastom 43) kao biljeg frakcije organela i
membrana, protutijelo NeuN kao biljeg jezgara, dok je protutijelo aktin koristen kao jedan od
najcesc¢ih biljega frakcije citoskeleta. Nakon spektrofotometrijskog odredivanja koncentracije
bjelancevina metodom po Bradfordu, jednaka koli¢ina bjelanCevina pojedinih frakcija (50 pg)
propustena je kroz poliakrilamidni gel. Nakon razdvajanja bjelancevina elektroforezom i
prijenosa na membranu, bjelancevine su imunobojane pojedinim primarnim i odgovaraju¢im
sekundarnim protutijelma. Nakon detekcije signala, bilo je vidljivo da se u frakciji citosola
nalazi bjelancevina mase 43 kDa, §to je ocCekivana masa bjelanevine VEGF; u farkciji
organela i membrana bio je vidljiv nalaz bjelancevine mase 43 kDa, §to odgovara masi
bjelan¢evine GAP-43; u frakciji jezgri bio je vidljiv nalaz bjelancevine mase 46 kDa, §to je
ocekivana masa normalne bjelancevine NeuN; dok je u frakciji citosola bio vidljiv nalaz
bjelancevine mase 43 kDa, Sto odgovara masi bjelanCevine aktin. Iz ovog se pokusa moze
zakljuc¢iti da je metoda izdvajanja pojedinih stani¢nih odjeljaka bila uspjeSna, te da se
dobivene bjelancevine mogu koristiti za daljnje analize utvrdivanja prisutnosti bjelancevine

STAM?2 u pojedinim stani¢nim frakcijama.

Kako bi se provjerilo postoji li bjelanCevina STAM2 u frakciji jezgri ziv€anih stanica
ponovno je primijenjen postupak imunobojanja bjelancevina na membrani. U navedenom je

postupku na bjelancevine dobivene postupkom substani¢ne frakcionacije primijenjeno
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protutijelo specificno za bjelancevinu STAM2. Iz rezultata postupka vidljivo je kako je
bjelan¢evina STAM2 najvise zastupljena u frakciji citosola i u frakciji membrana i organela.
Medutim znacajna koli¢ina bjelan¢evine STAM2 nalazi se i u frakciji jezgri. U navedenim
frakcijama vidljiv je nalaz bjelan¢evine mase neSto vec¢e od 58 kDa, Sto je ocekivana masa
ubikvitinirane bjelancevine STAM2. U frakciji citoskeleta imunobojanjem membrane nije
pronadena bjelan¢evina STAM2 (slika 8). Navedeni pokusi pokazali su po prvi puta kako je

bjelan¢evina STAM?2 prisutna i u jezgri ziv€ane stanice.

1 2 3 4

45 kD - e
T D c—

VEGF GAP43 NeuN aktin

1 2 3 4
R
60 kDa — - -—

STAM2 STAM2 STAM2 STAMZ

Slika 8. Imunobojanje bjelancevina dobivenih substanicnom frakcionacijom postupkom ,westren blot“. 1-
frakcija citosola; 2 - frakcija membrana i organela; 3 - frakcija jezgri; 4 - frakcija citoskeleta. Masa bjelancevina
VEGF, GAP-43 i aktin je 43 kDa. Protutijelo NeuN ostavlja na membrani 2 vrpce, mase 46 - 48 kDa. Ocekivana
masa ubikvitiniranog oblika STAM?2 protutijela nesto je ve¢a od 58 kDa.

5.1.4. Bjelancevine koje medudjeluju s bjelan¢evinom STAM?2 nisu lokalizirane u

jezgri

Kako bi se provjerilo jesu li bjelancevine koje se vezu na molekulu STAM2, a to su redom
molekule STAMI1, HRS, AMSH i UBPY, smjestene u jezgri, u¢injene su imunohistokemijske
analize na ziv€anim stanicama mozga. Imunobojanje je pokazalo kako bjelancevine STAMI,
HRS 1 UBPY nisu smjeStene u jezgri ziv€ane stanice. NeSto razli¢it signal pokazala je

bjelancevina AMSH. Naime, pokazalo se kako njezin unutarstani¢ni raspored ovisi o
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regionalnoj distribuciji. Tako je primjerice u podru¢ju hipokampusa, bjelan¢evina AMSH
prisutna u citoplazmi nastavaka zivCanih stanica, dok u podru¢ju kore velikog mozga,

bjelancevina AMSH ima tockasti signal koji okruzuje jezgrinu membranu.

Slika 9. Imunohistokemijsko bojanje bjelancevina koje medudjeluju s bjelancevinom STAM?2; (A) HRS, (B)
STAMI, (C) AMSH i (D) UBPY. Imunobojanje ne pokazuje signal u jezgri. Crta mjerila - 10 um.

Ovaj je pokus pokazao kako se ostale bjelanCevine kompleksa ESCRT-0, STAMI i HRS ne
nalaze normalno u jezgri ziv€ane stanice, kao ni bjelan¢evina UBPY, koja se veze na domenu
SH3 molekule STAM2. Medutim molekula AMSH, druga molekula koja se veze na domenu

SH3 molekule STAM2, prisutna je na jezgrinoj membrani, ali ne i u samoj jezgri.
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5.2. STAM2 u srediSnjem Zivéanom sustavu

5.2.1. Gen Stam?2 izraZen je u srediSnjem Ziv€anom sustavu

Izrazaj gena Stam?2 odreden je pomocu lokalizacije transkripta mRNA za gen Stam2 u mozgu
odraslog misa postupkom hibridizacije RNA in situ. U metodi se koriste fragmenti DNA
dugacki 45 parova baza obiljeZeni sumporovim izotopom (*>S-dATP), koji se pod strogo
kontroliranim uvjetima optimalne temperature i pH spajaju, odnosno hibridiziraju s ciljnom
sekvencom u tkivu. Takvi oligonukleotidi su fragmenti sekvence DNA komplementarne
mRNA gena Stam?2 koji se detektirao u stanici. Spomenutim procesom nastao je obiljezen

hibrid DNA-RNA koji je vizualiziran u histoloskom uzorku tkiva.

Specifi¢nost detekcije mRNA dobivene hibridizacijom RNA in situ potvrdena je odsutnoséu
hibridizacisjkog signala u uzorcima tkiva inkubiranim sa Stam?2 ,,sense‘* sondom (slika 10L),
koja je zapravo identicna sekvenci mRNA gena Stam2, u odnosu na signal dobiven

mantisense* sondom koja je komplementarna sekvenci mRNA gena Stam?2.

Pokazano je kako je transkript mRNA gena Stam?2 rasprostranjen u razli¢itim regijama mozga

(slika 10, 11).

U telencefalonu najjaci izrazaj gena Stam?2 vidljiv je u podrucju II i III sloja izokorteksa
(lamina granularis externa 1 lamina pyramidalis externa), nesto slabiji izrazaj transkripta
gena Stam?2 vidljiv je u V 1 VI sloju izokorteksa (lamina pyramidalis interna i lamina
multiformis), dok je u IV sloju (lamina granularis interna) izrazaj vrlo slab. U I sloju (lamina
molecularis) 1zrazaj gena nije uocljiv. Signal transkripta gena Stam?2 kroz slojeve izokorteksa
konstantan je u svim dijelovima izokorteksa. Nadalje, vrlo jak izrazaj gena Stam?2 vidljiv je u
podrucju hipokampusa. Najintenzivniji je izrazaj u sloju zrnatih stanica dentatnog girusa, te u
piramidnom sloju podru¢ja amonovog roga (cornu ammonis) CA1l 1 CA2, dok je u
piramidnom sloju podru¢ja CA3 izrazaj neSto slabiji. Snazan signal je takoder vidljiv u
podrucju gyrus fasciolaris, dok je nesto slabiji u subikulumu. U podru¢ju amigdale slab je
signal vidljiv u lateralnim, bazolateralnim, bazomedijalnim, te u posteriornim jezgrama
amigdale. Izrazaj gena Stam?2 vidljiv je 1 u podrucju olfaktornih bulbusa. Jak signal transkripta
mRNA primje¢en je u glomerularnom sloju glavnog olfaktornog bulbusa, te u prednjoj

olfaktornoj jezgri. NesSto slabiji signal transkripta vidljiv je u granularnom sloju glavnog
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olfaktornog bulbusa, dok je u sloju mitralnih stanica signal vrlo slab. Vrlo slab hibridizacijski
signal uocen je i1 u stratum plexiformes internum, dok signal izostaje u stratum plexiformes
externum. Vrlo slab izrazaj gena Stam2 vidljiv je i u podrudju striatuma, i to redom u

podru¢jima caudoputamena, lateralnih septalnih jezgri, te u nucleus accumbens (tablica 5).

Slika 10. Izrazaj gena Stam2 u mozgu odraslog misa. (A - K) Serijski koronarni kriorezovi odraslog mozga misa
divljeg tipa koji posjeduje normalan gen Stam?2. (L) Koronarni kriorez mozga misa divljeg tipa tretiran ,,sense®
sondom, koja predstavlja negativnu kontrolu. p.o.j. - prednja olfaktorna jezgra, gr - granularni sloj olfaktornog
bulbusa, g.o.b. - glavni olfaktorni bulbus, ls.j. - lateralne septalne jezgre, vm.h.j. - ventromedijalna
hipotalamicka jezgra, dm.h.j. - dorzomedijalna hipotalamicka jezgra, mh - medijalna habenula, i - izokorteks,
CA1,CA2,CA3 - cornu ammonis, dg - dentatni girus, gf - gyrus fasciolaris, s - subikulum, j.a. - jezgre amigdale,
cp - caudoputamen, cm - corpus mamillare, p - pons, s.t.p. - siva tvar ponsa , p.s. - sloj Purkinjeovih stanica, g.s.
- granularni sloj malog mozga. Crta mjerila - 1 mm.
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U podrucju diencefalona vrlo je jak signal uocljiv u medijalnoj habenuli epitalamusa. U
podrucju hipotalamusa vrlo je jak izrazaj gena vidljiv u ventromedijalnoj i dorzomedijalnoj
hipotalamickoj jezgri, dok je neSto slabiji izrazaj u corpus mamillare. U talamusu nije

primijecen jaci izraZzaj gena Stam?2 (tablica 5).

U podrucju metencefalona vidljiv je signal u malom mozgu, te u ponsu. U malom mozgu vrlo
jak signal ogranicen je na granularni sloj. U sloju Purkinjeovih stanica signal je nesto slabiji,

dok u molekularnom sloju nije uo¢en. U podrucju ponsa signal je vrlo slab (tablica 5).

Slika 11. Bojanje po Nisslu na staklima tretiranim fotografskom emulzijom nakon hibridizacije RNA in situ.
Crne tocke predstavljaju precipitat srebra koji se veze na sumporom vezanu sondu Stam2. Ljubicasto obojenje
predstavlja bojanje po Nisslu. (A) glomerularni sloj olfaktornog bulbusa, (B) granularni sloj olfaktornog bulbusa,
(C) dentatni girus; dg , (D) prijelaz iz CA2 u CA3 regiju hipokampusa, (E) caudoputamen; cp, (F) mali mozak;
gs - granularni sloj. Crta mjerila - 1 mm.

5.2.2. Stopljena bjelanéevina STAMZ2-f-galaktozidaza prisutna je u srediSnjem

Zivéanom sustavu

Nakon odredivanja izrazaja gena Stam?2 na razini njegove glasnicke RNA, bilo je potrebno
provjeriti odgovara li uzorak izrazaja gena lacZ u misevima Stam2°'“ izrazaju gena Stam2.

Buduéi da vektor genske zamke u liniji Stam2°’“Y sadrzi gen biljeg lacZ, koji je zbog
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nedostatka vlastitog promotora, pod utjecajem promotora gena Stam2, §to znaci da je aktivan
kada je aktivan i sam gen, moguée je pracenje aktivnosti gena /acZ upotrijebiti za analizu
uzorka izrazaja gena Stam2 uhvacenog postupkom genske zamke. Gen lacZ kodira za enzim
B-galaktozidazu, koja cijepa laktozu na monosaharide glukozu i galaktozu. Derivat laktoze,
X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopranozid), koristi se kao boja koja ukazuje
izrazava li stanica B-galaktozidazu, buduéi da svojom aktivno$c¢u stvara plavi precipitat, koji

samo tkivo u kojem postoji izrazaj gena lacZ boji plavo (slika 12).

Slika 12. Morfologija i gusto¢a X-gal bojanja kao pokazatelja aktivnosti B-galaktozidaze, jednake su u
homozigotnih i heterozigotnih Zivotinja. Koronarni rezovi odraslog mozga. Heterozigotni (B, Stam2“"'¥)
nosioci mutacije pokazuju nesto manji intenzitet X-gal bojanja, buduci da posjeduju samo jedan mutirani alel s
ugradenim vektorom genske zamke koji sadrzi transgen lacZ, u odnosu na homozigotne (A, Stam2°"'“% /G164
nosioce koji posjeduju oba takva alela. Zivotinej divljeg tipa (C, Stam2™*) ne posjeduju navedeni alel, stoga je
plavi precipitat X-gal bojanja odsutan. Crta mjerila - 1 mm.

Budu¢i da se homozigotni i heterozigotni nosioci preinake transgeni¢ne misje linije
Stam2°"'°Y morfoloski ne razlikuju od miseva divljeg tipa, genotip misje linije odreduje se
lancanom reakcijom polimerazom pomoc¢u DNA izolirane iz miSjeg repa. Genotipizacija se
temelji na utvrdenoj Cinjenici kako homozigotni miSevi posjeduju uvecani alel Stam2 u
odnosu na normalan alel miSeva divljeg tipa, kao posljedicu ugradnje vektora genske zamke u

taj gen. Heterozigotni nosioci mutacije posjeduju razliCite alele (slika 13).
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Slika 13. Genotipizacija zametaka uc¢injena metodom lancane reakcije polimerazom. Homozigotni misevi (HM)
posjeduju uvecani alel (prikazan vrpcom veli¢ine 767 pb) Stam2 u odnosu na normalan alel (prikazan vrpcom
veli¢ine 580 pb) miSeva divljeg tipa (WT), kao posljedicu ugradnje vektora genske zamke u taj gen.
Heterozigotni nosioci mutacije (HT) posjeduju oba alela.

U skladu s rezultatima dobivenim hibridizacijom RNA in situ, histokemijsko bojanje -
galaktozidaze na homozigotnim nosiocima preinake pokazalo je jednaku raspodjelu gena
Stam?2 u razli¢itim regijama mozga (slika 14). U nekim se regijama mozga razlikuje intenzitet
prisutnosti izrazaja gena Stam?2 1 aktivnosti stopljene bjelancevine STAM2-B-galaktozidaza
(tablica 5). Specifi¢nost signala X-gal bojanja potvrdeno je odsutnosS¢u signala u uzorcima
tkiva divljeg tipa, buduci da B-galaktozidaza nije normalno prisutna u sisavaca (slika 12C,

14L).

Aktivnost B-galaktozidaze u izokorteksu jednaka je izrazaju transkripta gena Stam?2. Najjaci
signal vidljiv je u II 1 III sloju, nesto je slabiji u V 1 VI sloju, dok je u IV sloju izokorteksa
izrazaj vrlo slab. U I sloju izokorteksa aktivnost B-galaktozidaze nije uocena. U podrucju
hipokampusa najintenzivniji je signal [-galaktozidaze u piramidnom sloju podrucja
amonovog roga CAl i CA2, dok je u piramidnom sloju podrucja CA3 izrazaj nesto slabiji,
sli¢no kao 1 kod transkripta mRNA gena Stam?2. Snazan signal takoder je vidljiv u podrucju
gyrus fasciolaris, dok je nesto slabiji u subikulumu. U sloju zrnatih stanica dentatnog girusa
X-gal bojanje pokazalo je nesto slabiji signal nego $to je to vidljivo kod hibridizacije RNA in

situ. U podruc¢ju amigdale slabu p-galaktozidaznu aktivnost pokazuju lateralne, bazolateralne,
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bazomedijalne te posteriorne jezgre amigdale. U olfaktornim bulbusima X-gal bojanje
konzistentno je signalu transkripta mRNA Stam2. Aktivnost -galaktozidaze intenzivna je u
glomerularnom sloju glavnog olfaktornog bulbusa te u prednjoj olfaktornoj jezgri, dok je
neSto manje intenzivna aktivnost u granularnom sloju. Vrlo slaba aktivnost -galaktozidaze

zabiljezena je u sloju mitralnih stanica i u stratum plexiformes internum (tablica 5).

Vrlo je slabo bojanje vidljivo i u striatumu, u podrucju lateralnih septalnih jezgri, te u nucleus
accumbens, dok je u caudoputamenu neSto jate. U epitalamusu, u podru¢ju medijalne
habenule, signal X-gal bojanja je vrlo jak. U podrucju hipotalamusa aktivnost -galaktozidaze
nesto je niza nego Sto je to signal transkripta mRNA gena Stam?2. Nesto je slabiji izrazaj u
ventromedijalnoj i dorzomedijalnoj hipotalamickoj jezgri, dok je vrlo slaba aktivnost u corpus
mamillare. U podruc¢ju talamusa takoder nije primije¢ena jac¢a aktivnost. U ponsu
metencefalona signal dobiven X-gal bojanjem je jednako slab kao i onaj dobiven
hibridizacijom RNA in situ. U podru¢ju malog mozga vrlo jaka aktivnost vidljiva je u
granularnom sloju. U sloju Purkinjeovih stanica signal je nesto slabiji, dok u molekularnom

sloju nije uocen (tablica 5).

B-galaktozidazna aktivnost prisutna je takoder u sivoj tvari ledne mozdine (slika 18D).
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Slika 14. B-galaktozidazna aktivnost kao biljeg izrazaja Stam?2. (A - K) Serijski koronarni kriorezovi odraslog
mozga Stam2°'%Y°"'59 misa. (L) Koronarni kriorez mozga misa divljeg tipa (Stam2™") koji predstavlja
negativnu kontrolu. p.o.j. - prednja olfaktorna jezgra, gl - glomerularni sloj olfaktornog bulbusa, gr - granularni
sloj olfaktornog bulbusa, m - sloj mitralnih stanica olfaktornog bulbusa, g.0.b. - glavni olfaktorni bulbus, Ls.j. -
lateralne septalne jezgre, n.a. - nucleus accumbens, vin.h.j. - ventromedijalna hipotalamicka jezgra, dm.h.j. -
dorzomedijalna hipotalamicka jezgra, mh - medijalna habenula, i - izokorteks, CA1,CA2,CA3 - cornu ammonis,
dg - dentatni girus, gf - gyrus fasciolaris, s - subikulum, Lj.a. - lateralne jezgre amigdale, blLj.a. - bazolateralne
jezgre amigdale, bm.j.a. - bazomedijalne jezgre amigdale, p.j.a. - posteriorne jezgre amigdale, cp -
caudoputamen, p - pons, s.t.p. - siva tvar ponsa, p.s. - sloj Purkinjeovih stanica, g.s. - granularni sloj malog
mozga. Crta mjerila - 1 mm.
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Tablica 5. Izrazaj gena Stam2 u mozgu misa odreden hibridizacijom RNA in situ (ISH) i X-gal bojanjem.
“- - nema signala, “+* - slab signal, “++* - jak signal, “+++ - vrlo jak signal.

REGIJA MOZGA ISH X-gal
TELENCEPHALON
Izokorteks
11/111 sloj 4+ 4+
IV sloj + +
V/VI sloj ++ ++
Hipokampus
Piramidni sloj CA1 +++ ++
Piramidni sloj CA2 +++ +++
Piramidni sloj CA3 ++ ++
Sloj zrnatih stanica (dentatni girus) +++ ++
Subikulum ++ ++
Fasciola cinerea (gyrus fasciolaris) +++ +++
Amigdala
Lateralne jezgre amigdale + +
Bazolateralne jezgre amigdale + +
Bazomedijalne jezgre amigdale + +
Posteriorne jezgre amigdale + +
Olfaktorni bulbus
Glavni olfaktorni bulbus, granularni sloj ++ ++
Glavni olfaktorni bulbus, glomerularni sloj +++ +++
Glavni olfaktorni bulbus, stratum plexiformes internum + +
Glavni olfaktorni bulbus, stratum plexiformes externum - -
Glavni olfaktorni bulbus, sloj mitralnih stanica + +
Prednja olfaktorna jezgra +++ +++
Sporedni olfaktorni bulbus + +
Striatum
Caudoputamen ++ ++
Lateralne septalne jezgre + +
Nucleus accumbens + +
DIENCEFALON
Epitalamus
Medijalna habenula +++ +++
Hipotalamus
Ventromedijalna hipotalamicka jezgra +++ ++
Dorzomedijalna hipotalamicka jezgra ++ ++
Corpus mamillare ++ +
METENCEPHALON
Mali mozak
Molekularni sloj - -
Sloj Purkinjeovih stanica + +
Granularni sloj +++ +++
Pons
Siva tvar ponsa (Pontine gray) + +
Jezgre ponsa + +
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5.2.3. Bjelancevina p-galaktozidaza kao biljeg STAM2 prisutna je u STAM2-

pozitivnim stanicama srediSnjeg Ziv€anog sustava

Kako bi provjerili odgovara li zaista uzorak izrazaja transgena lacZ endogenom izrazaju gena
Stam2, mna kriorezovima heterozigotnog (Stam2”“’°“) mozga uginjeno je dvostruko
imunohistokemijsko bojanje s protutijelima specificnim za bjelanCevine STAM2 i B-
galaktozidaza. Uoceno preklapanje u raspodjeli bjelancevine STAM?2 i bjelancevine f-
galaktozidaza ukazuje na Cinjenicu da X-gal bojanje vjerno prikazuje izrazaj gena Stam2

(slika 15).

STAM?Rgal

Slika 15. Kolokalizacija bjelancevina STAM2 i B-galaktozidaza u hipokampusu heterozigotnog misa
(Stam2"“"'9¥) Uo&eno preklapnje u razmjestaju bjelantevina STAM2 i B-galaktozidaza potvrduje kako izrazaj
gena /acZ na miSevima preinacenim postupkom genske zamke vjerno prikazuje izrazaj Stam2. Crta mjerila - 10
pm.

Kolokalizacijske imunohistokemijske studije pokazale su kako su bjelancevine STAM2 1 3-
galaktozidaza prisutne u heterozigotnih misSeva u istim regijama mozga, te u istim stanicama,
medutim unutarstanicna raspodjela ovih bjelancevina je razli¢ita. STAM?2 je prisutan u tijelu
stanica i u nastavcima, s vrlo jakim, tockastim, fluorescentnim signalom vidljivim unutar
citoplazme, kao 1 unutar jezgri nekih stanica. Protutijelo na B-galaktozidazu daje homogen
signal unutar citoplazme, dok unutar jezgre, signal nije vidljiv. Razlog razli¢ite unutarstanic¢ne
raspodjele stopljene Dbjelancevine STAM2-B-galaktozidaza u odnosu na normalnu

bjelancevinu STAM?2 jest moguca nestabilnost mutirane bjelancevine, kojoj nedostaju kljucne
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funkcionalne domene koje odreduju smjestaj bjelancevine u stanici, stoga je ovakav mutirani

oblik bjelanc¢evine nesposoban doputovati do mjesta djelovanja unutar stanice.

5.2.4. Bjelancevina STAM?2 prisutna je u Zivéanim stanicama srediSnjeg Ziv€anog

sustava

Za odredivanje prisutnosti bjelan¢evine STAM2 u pojedinim stanicama srediSnjeg zivéanog
sustava upotrijebljeni su koronarni kriorezovi mozga odraslih miseva linije C57B1/6NCrl koji
nisu nosioci mutacije, te posjeduju aktivnu bjelancevinu STAM2. Lokalizacija bjelancevine
STAM?2 analizirala se uz pomo¢ specificnog anti-STAM?2 protutijela, te niza protutijela koja
se koriste kao biljezi razli¢itih stani¢nih tipova. Kao biljezi zZiv¢anih stanica koristila su se
protutijela  MAP2 (engl. microtubule-associated protein 2; bjelanCevina povezana s
mikrotubulima 2) i NeuN. MAP2 je bjelancevina specifi¢na za citoskelet ziv€anih stanica, a
nalazi se posebice u nastavcima zivCanih stanica, dok je bjelanCevina NeuN specificna za
jezgre ziv€anih stanica. Kao biljezi glija stanica koristila su se protutijela: GFAP (engl. glial
fibrillary acidic protein; kisela glijalna fibrilarna bjelancevina), bjelancevina intemedijarnog
filamenta koja je izrazena u astrocitima i nekim podvrstama ependimskih stanica sredi$njeg
ziv€anog sustava, zatim IBA1 (engl. ionized calcium binding adaptor molecule I; molekula
prilagodiva¢ koja veze ionizirani kalcij 1), bjelanCevina koja je specificno izrazena u
mikrogliji, te O4 (engl. oligodendrocyte marker O4; oligodendrocitni biljeg O4), bjelancevina

koja se nalazi na povr$ini tijela i nastavaka oligodendrocita.

Vecina Stam2-pozitivnih stanica kolokalizira s biljezima zZiv€anih stanica MAP2 i NeuN, Sto
upucuje na Cinjenicu da su stanice koje izrazavaju Stam2, ve¢inom ZzivCane stanice. Glija
stanice, vizualizirane protutijelima GFAP i1 IBAIl, kao biljezima astrocita i mikroglije,
pokazale su slabo imunobojanje za bjelancevinu STAM2, dok je protutijelo O4, kao biljeg

oligodendrocita, pokazalo vrlo slabo imunobojanje za bjelancevinu STAM?2 (slika 16).
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Slika 16. Izrazaj Stam?2 u razli¢itim stanicama srediSnjeg zivCanog sustava. (A) Vec¢ina Stam2-pozitivnih stanica
kolokalizira s biljegom Zziv€anih stanica NeuN. (B, C) Glija stanice vizualizirane protutijelima GFAP i IBA1,
kao biljezima astocita i mikroglije pokazale su slabo imunobojanje za STAMZ2. (D) Izrazaj Stam2 u
oligodendrocitima, koji su vizualizirani protutijelom O4, vrlo je slab i usporediv s ubikvitarnim izrazajem koje

posjeduju gotovo sve stanice. Crta mjerila - 10 um.
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5.3. STAM2 u perifernom Ziv€anom sustavu

5.3.1. Bjelancevina STAM2 prisutna je u perifernom Zivéanom sustavu

Kako bi se istrazila prisutnost bjelancevine STAM2 u perifernom zivéanom sustavu
upotrijebljen je postupak imunohistokemije. Imunobojanjem kriorezova enterickog zivcanog
sustava, protutijelom specificnim za bjelanéevinu STAM2, analizirane su zivotinje divljeg
tipa. BjelanCevina STAM2 prisutna je u mijentericCkom pleksusu (plexus myentericus
Auerbachi) 1 submukoznom pleksusu (plexus submucosus Meissneri) cijelom duljinom
probavne cijevi. Samo u jednjaku, gdje submukozni pleksus nedostaje kod misa,
imunobojanje je ograniceno samo na mijenteri¢ki pleksus. Nadalje, vrlo slab signal STAM?2
prostire se duz cijele probavne cijevi, §to ukazuje na ¢injenicu da je vrlo niska razina STAM?2
prisutna u svim tkivima (epitelnom, vezivhom i miSi¢nom tkivu), §to je u skladu s vec
objavljenim rezultatima “northern blot” analize (hibridizacije RNA) i RT-PCR (engl. reverse
transcription-polimerase  chain  reaction; reverzna transkripcija-lanana  reakcija

polimerazom) (29, 79).

Ovim imunobojanjem pokazano je kako je bjelanCevina STAM?2 prisutna u enterickom

Zivéanom sustavu.

5.3.2. Stopljena bjelanevina STAMZ2-B-galaktozidaza prisutna je u perifernom

Zivéanom sustavu

Kako bi provjerili odgovara li uzorak izrazaja gena lacZ u enterickom ziv€anom sustavu
transgeni¢ne misje linije Stam29'“Y, izrazaju bjelancevine STAM2 u miseva divljeg tipa,
aktivnost B-galaktozidaze analizirana je X-gal bojanjem. X-gal bojanje duz cijele probavne
cijevi pokazalo je jaku B-galaktozidaznu aktivnost u mijenterickom i submukoznom pleksusu

(17A - 17F), kako homozigotnih, tako i heterozigotnih nosioca preinake.

Morfologija i gusto¢a X-gal bojanja, kao pokazatelja aktivnosti B-galaktozidaze jednake su u
homozigotnih i heterozigotnih Zivotinja. Heterozigotni (Stam2”'““) nosioci mutacije
pokazuju nesto manji intenzitet X-gal bojanja, buduci da posjeduju samo jedan mutirani alel s
ugradenim vektorom genske zamke koji sadrzi transgen /acZ, u odnosu na homozigotne

(Stam?2 ©1194 /169y posioce koji posjeduju oba takva alela (17G - 171).
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Slika 17. B-galaktozidaza kao biljeg izrazaja Stam2 prisutna je u enterickom ziv€anom sustavu. (A - F)
Koronarni rezovi Zeluca (A, B), tankog crijeva (C, D) i debelog crijeva (E, F) debljine 500 pm, vizualizirani
stereomikroskopom. Uzorci A, C, E uzeti su iz Stam 26164 G”G"j, auzorci B, D, F iz Stam2™* zivotinja. Plavo
obojenje (strelice) u mijenterickom pleksusu predstavlja -galaktozidaznu aktivnost. (G - I) Kriorezovi debelog
crijeva debljine 20 pum, vizualizirani mikroskopom. Plavo obojenje u mijenterickom pleksusu (strelice) i
submukoznom pleksusu (glava strelice) predstavlja f-galaktozidaznu aktivnost. Gustoca plavog precipitata X-
gal bojanja podjednaka je u homozigotnih (G) i heterozigotnih (H) Zzivotinja, dok je odsutna u kontolnim
zivotinjama (I, divlji tip). m - miSiéni sloj, p - podsluznica, Z - zlijezde u mukoznom sloju. Crta mjerila - 100

pm.

Kao bi provjerili postoji 1i izrazaj gena Stam2 i u drugim organima perifernog zivéanog
sustava, analizirana je -galaktozidazna aktivnost na nizu organa perifernog ziv€anog sustava.

Aktivnost [B-galaktozidaze vidljiva je u trigeminalnom gangliju, spinalnim ganglijima,

adenohipofizi 1 neurohipofizi, te srzi nadbubrezne zlijezde (slika 18).
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Slika 18. Izrazaj Stam?2 predstavljen B-galaktozidaznom aktivno$éu (X-gal bojanje) u organima perifernog
zivéanog sustava: (A) hipofiza, (B) nadbubrezna Zlijezda, (C) trigeminalni ganglij, (D - F) spinalni ganglij. (D)
X-gal bojanje vidljivo je i u sivoj tvari ledne mozdine. Crta mjerila - 100 um.

5.3.3. Bjelancevina p-galaktozidaza kao biljeg STAM2 prisutna je u STAM2-

pozitivnim stanicama perifernog Zivcéanog sustava

Kako bi na razini intramuralnih ganglija dodatno provjerili odgovara li izrazaj gena lacZ u
transgeni¢noj misjoj liniji Stam2“’“Y, izrazaju gena Stam2 normalnih miseva, dvostrukim
imunohistokemijskim bojanjem protutijelima STAM2 i [-galaktozidaza, analizirani su
kriorezovi heterozigotnih nosioca preinake, koji posjeduju normalan i mutirani alel. Izrazito
fluorescentno bojanje, kako STAM2, tako 1 [-galaktozidaze prisutno je na razini
mijenterickog 1 submukoznog pleksusa (slika 19). Uoceno poklapanje u razmjestaju
bjelancevina STAM2 i B-galaktozidaza ukazuje na cinjenicu kako X-gal bojanje vjerno

prikazuje izrazaj Stam2.
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Slika 19. Kolokalizacija STAM?2 i B-galaktozidaze u mijenterickom pleksusu debelog crijeva heterozigotnog
mida (Stam2”"'“). Uoteno preklapnje u razmjeitaju bjelantevina (strelice) STAM2 i B-galaktozidaza
potvrduje kako izrazaj gena lacZ na miSevima transgeni¢ne linije Stam2°”’“? vierno prikazuje izrazaj Stam2.
Crta mjerila - 10 um.

5.3.4. Bjelanfevina STAM2 prisutna je u Ziv€anim stanicama enterickog Zivéanog

sustava, te u nekim intersticijskim Cajalovim stanicama

Za odredivanje prisutnosti bjelanc¢evine STAM2 u pojedinim stanicama perifernog, odnosno
enterickog Ziv€anog sustava, upotrijebljeni su poprecni rezovi debelog crijeva miseva linije
C57BI/6NCrl, koji posjeduju normalnu bjelancevinu STAM2. Lokalizacija bjelanCevine
STAM?2 istrazila se uz pomo¢ specificnog STAM?2 protutijela, te biljega Ziv€anih stanica,
glija stanica 1 intersticijskih Cajalovih stanica. Kao biljezi ziv€anih stanica upotrijebljena su
protutijela MAP2 1 PGP9.5 (engl. protein gene product 9.5; bjelanCevina produkt gena 9.5).
MAP?2 je bjelancevina koja se posebice nalazi u dendritima ziv€anih stanica, dok je PGP9.5
bjelancevina koja se nalazi u tijelu i nastavcima zivCanih stanica srediSnjeg i1 perifernog
ziv€anog sustava. Protutijelo GFAP koristeno je kao biljeg glija stanica, budu¢i da GFAP
boji, osim astrocita i ependimskih stanica srediSnjeg ziv€anog sustava, i stanice periferne
glije, tj. Schwannove stanice, satelitne stanice, te entericke glija stanice. Kao biljeg
intersticijskih Cajalovih stanica, specificnih mezenhimskih stanica u gastrointestinalnom
traktu koje nisu niti ziv€ane, niti miSiéne stanice, koristilo se protutijelo c-Kit, kao najvjernija

metoda prikazivanja ovih stanica (86).
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Imunobojanje protutijelima MAP2 i PGP9.5 pokazalo je kako je STAM2 jako izrazen u
ziv€anim stanicama. STAM2 protutijelo pokazuje tocCkasti signal unutar citoplazme
perikariona 1 nastavaka ziv€anih stanica, te homogeni signal unutar jezgre. C-Kit
imunobojanje pokazalo je signal u stanicama umetnutim izmedu mijenterickog pleksusa, te u
misi¢nom sloju. Dvostruko imunohistokemijsko bojanje pokazalo je kako je STAM2 prisutan
samo u nekim intesrsticijskim Cajalovim stanicama, i to onima lokaliziranim u mijenterickom
pleksusu. Enteroglija stanice predo¢ene GFAP protutijelom pokazale su slab signal za
bjelancevinu STAM2, §to se moZe usporediti sa signalom u ostalim strukturama probavnog

trakta (slika 20).

STAMZMAFD

STAMZ PG

Slika 20. Izrazaj Stam?2 u razli¢itim stanicama enterickog ziv€anog sustava. Mijentericki pleksus debelog crijeva
miseva divljeg tipa. (A) Najjaci izrazaj Stam2 naden je u Ziv€anim stanicama (strelica) §to je pokazano s
biljegom ziv€anih stanica MAP2. (B) Dvostruko bojanje STAM?2 i biljega ziv¢anih stanica PGP9.5 pokazalo je
kako je izrazaj Stam?2 u citoplazmi, ali isto tako i u nukleoplazmi (strelice). (C) Vrlo slab STAM2 signal (glava
strelice) pronaden je u GFAP-pozitivnim stanicama (strelice) Sto ukazuje na odsutnost jakog izrazaja Stam?2 u
enterogliji. (D) Pronalazak STAM2 protutijela u nekim c-Kit-pozitivnim stanicama, pokazuje izrazaj Stam2 u
nekim intersticijskim Cajalovim stanicama (strelica), ali ne u svima (glava strelice). Crte mjerila - 10 um.
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Navedena imuobojanja pokazala su kako je STAM2 lokaliziran uglavnom u Ziv€anim
stanicama enterickog ziv€anog sustava, te u nekim skupinama intersticijskih Cajalovih

stanica.

5.3.5. Fenotipske analize perifernog zivéanog sustava nisu pokazale razlike

izmedu mieva transgeni¢ne linije Stam2°’%Y i miseva divljeg tipa

Kako bi dobili uvid u mogucu ulogu bjelan¢evine STAM?2 u enterickom ziv€anom sustavu,
uéinjena je fenotipska analiza izmedu transgeni¢nih Zivotinja linije Stam2°'“Y, te Zivotinja

koje posjeduju normalnu bjelanc¢evinu STAM?2.

Kako bi provjerili utjece li mutacija unutar gena Stam2 na morfologiju stanica koje izrazavaju
gen Stam2, usporedena su lacZ-pozitivna podrucja u intramuralnim ganglijima debelog
crijeva homozigotnih (Stam2°"'¥'14) i heterozigotnih (Stam2™“"'“¥) nosioca mutacije.
Nije pronadena statisticki znacajna razlika u volumnoj gusto¢i X-gal pozitivnih podrucja
homozigotnih i heterozigotnih misSeva, Sto ukazuje na Cinjenicu da se morfologija enterickog

zivéanog sustava nije promjenila zbog mutacije u genu Stam?2 (slika 21A i 21B).

Kako bi se usporedila gusto¢a neurona u mijenterickom ziv€anom sustavu izmedu normalnih
1 transgeni¢nih zivotinja, primijenjeno je imunobojanje protutijelom MAP2, specificnim za
ziv€ane stanice. Usporedena je volumna gustoca MAP2-pozitivnih podru¢ja u misi¢nom sloju
debelog crijeva izmedu homozigotnih (Stam2°“Y“"159) zivotinja i Zivotinja divljeg tipa
(Stam2™™"). Volumna gusto¢a MAP2-pozitivnih podrugja nije pokazala statisticki znacajne
razlike u raspodjeli ziv€anog sustava izmedu homozigotnih miSeva i miSeva divljeg tipa (slika

21Ci21D).
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Slika 21. Analiza utjecaja Stam2 na morfologiju mijenterickog pleksusa. (A) X-gal pozitivna podruéja (plavo
obojenje) u mijenterickom pleksusu preparata debelog crijeva Stam2°°Y“"%Y miga, dobivenog nakon
odstranjivanja sluznice i podsluznice. Kvantifikacija X-gal pozitivnih podrucja dobivena je stereoloskim
mjerenjima volumne gustoce u referentnom podrucju (stjenka debelog crijeva s odstranjenom sluznicom). Crta
mjerila - 100 pm. (B) Srednje vrijednosti volumnih gustoéa X-gal pozitivnih podru¢ja u debelom crijevu
homozigotnih i heterozigotnih miSeva (dvije Zivotinje po genotipu) pokazuju ravnomjernu prisutnost X-gal
podrucja u Stam2°CVCNCY § Stgm 2" migeva. (C) Migiéni sloj debelog crijeva (3irina migiénog sloja
prikazana je bijelom crtom) s MAP2-pozitivnim podru¢jem prikazan konfokalnim mikroskopom. Crta mjerila -
10 pm. (D) Srednje vrijednosti MAP2-pozitivnih podrudja u referentnom podru¢ju misi¢nog sloja homozigotnih
miseva 1 miSeva divljeg tipa (dvije Zivotinje po genotipu). Nisu opazene statisticki znacajne razlike MAP2-
pozitivnih podrucja izmedu obje linije miSeva (P < 0.1). Okomite crte na oba grafa pokazuju standardnu
pogresku.

5.4. STAM2 tijekom razvoja Zivéanog sustava misa

5.4.1. Gen Stam?2 izraZen je tijekom razvoja zZivéanog sustava misa

Izrazaj gena Stam?2 tijekom razvoja odreden je pomocu lokalizacije transkripta mRNA za gen

Stam2 u 16,5 dana starim zamecima misa postupkom hibridizacije RNA in situ.
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Transkript gena Stam2 rasprostranjen je tijekom razvoja u razliitim regijama Ziv€anog

sustava (slika 22B).

U 16,5 dana starim zamecima transkript mRNA gena Stam2 prisutan je duz cijele
kraljezni¢ne mozdine, u podrucju krovne ploce, bazalne ploce, ploc¢e dna, te u podrucju raphe
1 sive tvari. Izrazaj gena Stam?2 vidljiv je 1 kroz cijelu produljenu mozdinu, u podrucju ploce
dna, raphe, te sive tvari. Signal je vidljiv i u telencefalonu, u ventrikularnoj i marginalnoj
zoni, te u podrucju kortikalne plocCe, dok je najjaci izrazaj gena Stam?2 u intermedijarnoj zoni.
Signal transkripta mRNA gena Stam?2 primjecuje se joS u podrucju hipokampusa, zatim u
olfaktornim bulbusima, te u trigeminalnom gangliju, spinalnim ganglijima, hipofizi 1 srzi

nadbubrezne Zlijezde (tablica 6).
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Slika 22. Izrazaj Stam2 u 16,5 dana starim zamecima prikazan X-gal bojanjem (A) i hibridizacijom RNA in situ
(B). (A) B-galaktozidazna aktivnost na kriorezovima zametaka E16,5. (B) Stam?2 hibridizacija RNA in situ na
zamecima E16,5. Lijevo je prikazana ,antisense” (AS) Stam2 specifi¢na sonda, a desno ,sense” (S) Stam?2
specifi¢na sonda koja predstavlja negativnu kontrolu. H - hipofiza, K - korteks, LM - ledna mozdina, NZ -
nadbubrezna Zzlijezda, SG - spinalni ganglij, PT - probavni trakt, NS - nespecificno bojanje hrskavice. Crta
mjerila - 1 mm.
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5.4.2. Bjelancevina STAM2 prisutna je tijekom razvoja Zivéanog sustava misa

Budu¢i da prisutnost mRNA gena Stam?2 u razvoju miseva divljeg tipa ne mora znaciti da ¢e
se ona prevesti u bjelancevinu, za odredivanje prisutnosti bjelancevine STAM2 primijenjen je
postupak imunohistokemije. Kako bi se provjerilo postoji li normalna bjelancevina STAM2 u
razvoju ziv€anog sustava misa, upotrijebljeno je protutijelo specificno za bjelancevinu

STAM2.

U zametaka starih 11,5 dana bjelancevina STAM2 prisutna je u notokordu, te duz cijele

neuralne cijevi.

U zamecima starim 16,5 dana bjelanCevina STAM?2 prisutna je duz cijele kraljezni¢ne
mozdine; u podrucju krovne ploce i bazalne ploCe signal je nesto jaci nego u podrucju ploce
dna, u podrucju raphe i sive tvari. STAM2 bojanje vidljivo je i kroz cijelu produljenu
mozdinu, u podrucju ploce dna, raphe, te sive tvari. STAM2 imunobojanje prisutno je i u
telencefalonu (slika 23B). Imunohistokemijski signal je u kortikalnoj plo¢i nesto slabiji, a u
intemedijarnoj zoni nesto ja¢i nego kod hibridizacije RNA in situ. U ventrikularnoj i
marginalnoj zoni imunobojanje bjelanc¢evine STAM2 jednako je kao i signal transkripta
mRNA. Bjelancevina STAM2 prisutna je takoder u podru¢ju hipokampusa, zatim u
olfaktornim bulbusima, te u trigeminalnom gangliju, spinalnim ganglijima, hipofizi 1 srzi

nadbubrezne Zlijezde.

1z rezultata pokusa vidljivo je kako je bjelancevina STAM?2 u razvoju Ziv€anog sustava misa

prisutna u istim strukturama kao 1 transkript gena Stam?2 (tablica 6).
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Slika 23. Izrazaj Stam2 u zamcima E11,5 i E16,5 prikazan imunobojanjem STAM?2 protutijelom potvrduje
uzorak izrazaja dobiven X-gal bojanjem. (A) p-galaktozidazna aktivnost prikazana X-gal bojanjem na
sagitalnom rezu korteksa zametaka E16,5. (B) Imunohistokemijska analiza protutijelima specifi¢cnim za STAM?2
i P-galaktozidazu na sagitalnim rezovima telencefalona zametaka E16,5. (C) Kolokalizacija bjelancevina
STAM?2 i B-galaktozidaza u ventralnom dijelu neuralne cijevi zametaka E11,5. MZ - marginalna zona, KP -
kortikalna ploca, IZ - intermedijarna zona, VZ - ventrikularna zona. Crta mjerila (A - B) - 100 um; (C) - 10 um.

5.4.3. Stopljena bjelan¢evina STAM?2-B-galaktozidaza prisutna je tijekom razvoja

Zivéanog sustava misa

Kako bi se istrazila rasprostranjenost izrazaja gena Stam?2 tijekom razvoja ziv€anog sustava,
postupak histokemijskog odredivanje aktivnosti P-galaktozidaze pomocu supstrata X-gala,
zbog lakoce izvedbe, proveo se na nizu razvojnih stadija razvitka srediSnjeg i1 perifernog
zivéanog sustava. Bojanje se provodilo na homozigotnim nosiocima preinake transgeni¢ne
misje linije StamZG”G“j, a analizom su obuhvaceni zameci starosti 11,5, 14,5 1 16,5 dana

(tablica 6).
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Izrazaj gena Stam?2 u ziv€anom sustavu po prvi se puta pojavljuje u zamecima starim 11,5

dana, u notokordu, te u neuralnoj cijevi u podrucju ploce dna i bazalne ploce.

Aktivnost B-galaktozidaze u 14,5 dana starim zamecima prisutna je u kraljezni¢noj mozdini,
u podrucju krovne ploce, plo¢e dna i u podrucju raphe, a vrlo je slaba u sivoj tvari. U
produljenoj mozdini i ponsu, aktivnost [B-galaktozidaze prisutna je u plo¢i dna, te u
ventralnom djelu poducja raphe, dok je u sivoj tvari vrlo slaba aktivnost B-galaktozidaze. U
ovom stadiju pojavljuje se aktivnost u telencefalonu, i to u intermedijarnoj zoni. Signal X-gal
bojanja vidljiv je jo§ u olfaktornim bulbusima, dok je neSto slabiji signal zamijecen u

trigeminalnom gangliju, spinalnim ganglijima, te u hipofizi (slika 24A).
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Slika 24. Vizualizacija [B-galaktozidazne aktivnosti histokemijskim bojanjem X-galom na kriorezovima
homozigotnih Zivotinja. (A) p-galaktozidazna aktivnost na sagitalnom kriorezu zametka E14,5. (B) B-
galaktozidazna aktivnost na sagitalnom kriorezu zametka E16,5. (C) p-galaktozidazna aktivnost na
horizontalnim kriorezovima zametaka E16,5; lokalizacija reza prikazana je vodoravnim strelicama na rezu B. 1Z
- intermedijarna zona korteksa, LM - ledna mozdina, OB - olfaktorni bulbus, PM - produljena mozdina, PT -
probavni trakt, SG - spinalni ganglij. Crta mjerila - I mm.

U 16,5 dana starim zamecima B-galaktozidazna aktivnost prisutna je u kraljezni¢noj mozdini
u podrucju ploce dna, te sive tvari, dok u podrucju krovne i1 bazalne ploce aktivnost izostaje.

U produljenoj mozdini bojanje je prisutno u svim dijelovima, u podrucju ploc¢e dna, raphe, te
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sive tvari. U telencefalonu se pojavljuje slab signal u ventrikularnoj i marginalnoj zoni, te u
podrucju kortikalne ploce, dok u intermedijarnoj zoni X-gal bojanje pokazuje najjaci signal.
Slab signal X-gal bojanja primjecuje se u podru¢ju hipokampusa, dok je nesto jaci signal
vidljiv u olfaktornim bulbusima, trigeminalnom gangliju, spinalnim ganglijima, hipofizi, te

srzi nadbubrezne Zlijezde (slika 24B 1 24C).

5.4.4. Bjelancevina p-galaktozidaza kao biljeg STAM2 prisutna je u STAM2-

pozitivnim stanicama tijekom razvoja Zivéanog sustava

U skladu s rezultatima dobivenim postupkom hibridizacije RNA in situ 1 postupkom
imunohistokemije, X-gal bojanje koje ukazuje na aktivnost B-galaktozidaze, pokazalo je
jednaku raspodjelu signala u razvojnim stadijima ziv€anog sustava misa. U nekim se regijama
ziv€anog sustava u razvitku razlikuje intenzitet prisutnosti izrazaja gena Stam?2, bjelancevine
STAM?2, te aktivnosti stopljene bjelancevine STAM2-B-galaktozidaza. Opcenito, X-gal
bojanje jest viSe ograni¢eno no $to je to imunobojanje bjelancevine STAM?2 ili hibridizacijski
signal transkripta mRNA gena Stam?2, $to ukazuje na Cinjenicu da se Stam?2 izrazaj dobiven X-

gal bojanjem podudara s regijama najjaceg izrazaja mRNA Stam?2 (23A, 23B).

Dvostrukim imunohistokemijskim bojanjem s protutijelima specificnim za bjelancevine
STAM?2 i P-galaktozidaza, na rezovima 11,5 i 16,5 dana starih heterozigotnih zametaka,
nosioca mutacije (Stam2"/'“Y), ug&injena je dodatna provjera promatranog X-gal bojanja.
Oba protutijela pokazala su jak fluorescentni signal u regijama izrazaja Stam2 koja su
pokazana i X-gal bojanjem. Medutim, oba su protutijela pokazala manje restriktivni intenzitet
bojanja, nego Sto je to slucaj s X-gal bojanjem, Sto dokazuje da X-gal bojanje ne pokazuje
regije vrlo slabog, ubikvitarnog izrazaja Stam2. Bjelancevine STAM2 1 [-galaktozidaza
prisutne su u istim stanicama u razvoju Ziv€anog sustava, medutim njihova unutarstani¢na
raspodjela je razli¢ita (slika 23C). STAM2 je prisutan u nastavcima stanica, u obliku
toCkastog signala, takoder je prisutan u perikarionu, te u jezgri nekih stanica. B-galaktozidaza
daje homogeniji signal unutar cijele citoplazme. U nekim stanicama prisutne su sitne tockice

koje predstavljaju B-galaktozidazne nakupine (87, 88).
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Tablica 6. Usporedba izrazaja gena Stam?2 tijekom razvoja Ziv€anog sustava odredena hibridizacijom RNA in

situ (ISH), imunohistokemijom (IHC) i X-gal bojanjem.

signal, “++ - jak signal, “+++ - vrlo jak signal.

1313

- nema signala, “-/+* - djelomican signal, “+* - slab

E11,5 E14,5 E16,5
Regija
X-gal IHC X-gal X-gal ISH IHC
Notokord + +
Kraljezni¢na mozdina - + + - + +/-
(krovna ploca)
Kraljezni¢na mozdina + ++ - - + +/-
(bazalna ploca)
Kraljezni¢na mozdina + ++ + + + +
(ploca dna )
Kraljezni¢na mozdina (raphe) + + + +
Kraljezni¢na mozdina (siva tvar) +/- + + +
Produzena mozdina, pons (ploca + + + +
dna)
Produzena mozdina, pons (raphe) + + + +
Produzena mozdina, pons (siva +/- + + +
tvar)
Telencefalon (ventrikularna zona) - +/- + +
Telencefalon (intermedijarna + ++ ++ ++
zona)
Telencefalon (kortikalna ploca) +/- + +/-
Telencefalon (marginalna zona) + + +
Hipokampus +/- + +
Olfaktorni bulbus + + + +
Trigeminalni ganglij +/- + + +
Spinalni ganglij +/- + + +
Hipofiza +/- + + +
Srz nadbubrezne zlijezde + + +

U skladu s postavljenim ciljevima rada navedenim pokusima pokazano je kako uzorak

izrazaja gena lacZ u transgeniénim zamecima mi§je linije Stam2°’“Y, odgovara uzorku

izrazaja gena Stam?2 i bjelancevine STAM?2 tijekom embrionalnog razvoja ziv€anog sustava

misa.
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6. RASPRAVA

6.1. STAM2 na stani¢noj razini u Zivéanom sustavu misa

Provedeno istrazivanje predstavlja prvu sustavnu analizu svih razina izrazaja gena Stam?2 u
ziv€anom sustavu, te unutar zivCanih stanica. Vec¢ina dosadasnjih istrazivanja o ulozi Stam?2
molekule provedena su u uvjetima in vitro na kulturi stanica koje nisu zivéanog podrijetla (29,
30, 33, 43, 81). Budu¢i da je STAM2 jako izrazen u zivéanom sustavu, istrazivanje
unutarstanicnog rasporeda u stanicama ziv€anog sustava nuzan je uvjet za daljnje

razumijevanje uloge ovoga gena, pogotovo njegove uloge u zivéanom sustavu.

6.1.1. Bjelancevina STAM2 prisutna je na endosomima i u citosolu zZiv¢anih stanica

Imunohistokemijsko bojanje ziv€anih stanica pokazalo je kako je bjelancevina STAM?2
prisutna difuzno u citoplazmi, kako u perikarionu, tako i u nastavcima ziv€anih stanica, u
obliku tockastog signala. Dvostruko imunocitokemijsko bojanje s protutijelom STAM?2, te
protutijelom EEA1, kao biljegom ranih endosoma, pokazalo je kako je STAM2 smjesten u
tockastim strukturama unutar citoplazme koje su dijelom pozitivne na EEAI. Takoder,
kolokalizacijske studije su pokazale kako STAM2 medudjeluje s ostalim bjelancevinama

kompleksa ESCRT-0 (STAM1 i HRS) u ziv€anim stanicama.

Ovakav raspored bjelancevine STAM2 dodatno potvrduje njezino sudjelovanje u pocetnom
dijelu endosomskog razvrstavajuéeg kompleksa (ESCRT) kojim se ubikvitinirane
bjelan¢evine usmjeruju prema razgradnji u lizosomima (53). Ubikvitinirane bjelancevine
namijenjene razgradnji u lizosomima usmjeruju se kroz cetiri bjelancevinska kompleksa:
ESCRT-O0, -1, -II 1 —III. Vezanje ubikvitina za te bjelancevine svojevrstan je signal koji sluzi
usmjeravanju bjelancevina prema daljnjoj razgradnji (25). Ubikvitin-vezujuée domene
kompeksa ESCRT-0 prve prepoznaju kovalentno vezan ubikvitin. ESCRT-0 ¢ine redom
molekule HRS, STAMI1 1 STAM2, koje su i same ubikvitinirane i nalaze se na ranim
endosomima. Djelovanje kompleksa ESCRT-0 zapocinje vezivanjem molekule HRS za
klatrin koji se nalazi sa citosolne strane ranih endosoma. Za molekule STAM je pokazano
kako takoder mogu vezati klatrin, iako funkcionalna vaznost ove interakcije nije poznata,

budu¢i da se molekule STAM vezu za molekulu HRS (89). Podjedinice kompleksa ESCRT-0
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vezuci se na nizvodne molekule, potom predaju ubikvitinirani sadrzaj ostalim podjedinicama
kompleksa ESCRT (ESCRT-I, -II), koje svojim ubikvitin-vezujuéim domenama prihvacaju
bjelan¢evine u membranske invaginacije formirane od membrane endosoma koje u konacnici
zavrSavaju formiranjem intraluminalnih mjehuri¢a multivezikularnih tjeleSaca. Sadrzaj ovih
intraluminalnih mjehuri¢a razgradi se kada se multivezikularna tjeleSca spoje s lizosomima.
Posljednja podjedinica kompleksa ESCRT, ESCRT-III, djeluje obrnuto, tj. privlaci
deubikvitinirane enzime koji potom cijepaju kovalentnu vezu izmedu bjelancevine
namijenjene razgradnji i ubikvitina, kako bi se sam ubikvitin otpustio u citosol prije

zatvaranja intraluminalnih mjehurica.

Nedavne studije pokazale su kako ESCRT ne posreduje samo u lizosomskoj degradaciji
receptora Cimbenika rasta i citokina, ve¢ je takoder uklju¢en u regulaciju brojnih drugih
bjelancevina plazma membrane, kao $to je receptor za neurotransmiter GABA (engl. gamma-
aminobutyric acid; gama-aminomaslacna kiselina) (90), ¢ime bi se mogla barem djelomi¢no
objasniti jaka izrazenost STAM2 i ostalih podjedinica ESCRT-0 u Zziv€anim stanicama.
Zanimljivo je da je za negativni regulator degradacije GABA receptora, GISP (engl. G-
protein coupled receptor-interacting scaffolding protein; spregnuti receptor povezan s G-
bjelancevinama-interaktivna gradevna bjelancevina) pokazano kako reagira s molekulom
Tsgl01 (engl. tumor susceptibility gene 101, gen osjetljiv na tumor 101), podjedinicom
kompleksa ESCRT-I. UtiSavanje Tsg/0! ili preizrazenost molekule GISP, dovodi do usporene
degradacije receptora, Sto upucuje na mogucu Cinjenicu kako bjelancevina GISP prilagodava

endosomski promet posredovan kompleksom ESCRT (90, 91).

Analize unutarstani¢nog rasporeda pokazale su kako je STAM2 prisutan difuzno u citoplazmi,
kako u tijelu, tako i u nastavcima ziv¢anih stanica u obliku tockastog signala. Medutim, iako
je pokazana kolokalizacija STAM?2 s biljegom ranih endosoma, ova kolokalizacija je samo
djelomi¢na. Takoder, postupkom substani¢ne frakcionacije pokazano je kako je STAM?2
podjednako zastupljen u frakciji membrana i1 organela (koja vjerojatno odgovara smjestaju
STAM2 na membrani endosoma), te u frakciji citosola, Sto upucuje na moguce djelovanje
molekule STAM2 samostalno ili u kompleksu s drugim bjelancevinama u citosolu, neovisno
o endosomima. Pronalazak bjelancevine STAM2 u frakciji membrana 1 citosola potvrduje
rezultate istrazivanja Takata i suradnika, koji su napravili substani¢nu frakcionaciju na

modelu migjih stanica melanoma B16-F1 (29). Oni su rezultate svog istrazivanja pokusali
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opravdati nedostatkom eksperimentalne metode pri ¢emu nakon diferencijalnog
centrifugiranja prilikom izdvajanja citosolne frakcije postoji moguénost mijesanja s frakcijom
membrana. Kao razlog pronalaska STAM2 u citosolnoj frakciji ziv€anih stanica nikako ne bi
pripisali nedostatak tehnike, budu¢i da se citosolna frakcija izdvaja puferom koji sadrzi
digitonin, deterdzent koji reagira s kolesterolom, te stvara pore koje omogucuju izlazak samo
otopljenih citosolnih bjelancevina, stoga se u toj frakciji ne provodi centrifugiranje i ne

postoji moguénost mijeSanja pojedinih frakcija.

Bache i1 suradnici nekoliko su godina kasnije potvrdili nalaz Takate i suradnika na tumorskim
stanicama HEp-2 (engl. human epidermoid carcinoma; humani epidermoidni karcinom).
Pokazali su kako je STAM2 prisutan i u citosolnoj i u membranskoj frakciji, a
koimunoprecipitacijom su pokazali kako se bjelanc¢evina STAM?2 u obje frakcije pojavljuje u

kompleksu s bjelancevinom HRS (35).

Pronalazak STAM2 u citosolnoj i membranskoj frakciji Ziv€anih stanica potvrduje nalaze

Takata i suradnika, te Bache i suradnika (29, 35).

Pronalazak molekule STAM2 u razli¢itim frakcijama nije nimalo zacuduju¢i, buduéi da je
STAM?2 sastavljena od modularnih domena koje joj omogucuju medudjelovanje s mnogim
drugim bjelanCevinama. Ubikvitin 1 ubikvitinirane bjelancevine vezuju se za ubikvitin
vezujuu domenu (UIM), kao i za N-terminalnu domenu VHS (33). STAM2 je takoder
monoubikvitiniran, vjerojatno na nekoliko razli¢itth mjesta na nafin na koji zahtjeva
funkcioniranje navedenih domena. Nije poznato veze li se ubikvitin odvojeno za domene
VHS 1 UIM (2 ubikvitin veze po STAM2) ili dvije ubikvitin-vezuju¢e domene imaju
sinergisticki ucinak, tako da povecaju ukupni afinitet ubikvitina naspram afinitetu koji bi
imala svaka domena pojedinacno. Tijekom endocitoze, ubikvitin dolazi u obliku pojedina¢nih
molekula ubikvitina koje se slobodno nalaze u citosolu ili iz monoubikvitiniranih supstrata, a
kasnija forma liganda, tj. vezanog ubikvitina moze stvarati veze razliitim afinitetom od

slobodnog ubikvitina (92).

Nije poznato zasto je sama molekula STAM?2 ubikvitirana. Poznato je kako se ubikvitinacija
receptora dogada na nekoliko razina endocitotskog puta, a Cini se kako je kontinuirana

ubikvitinacija neophodna za ucinkovitu degradaciju (44).
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Osim monoubikvitinacije, bjelancevine uklju¢ene u proces endocitoze podvrgnute su
tirozinskoj fosforilaciji, u nekim slucajevima posredovanoj obitelji SRC kinaza, u odgovoru
na citokine ili faktore rasta vezane za receptor tirozinskih kinaza (93). Fosforilacija tirozinskih
ostataka na STAM2 i HRS dogada se tijekom endocitoze. Ove dvije post-translacijske
modifikacije ¢ine se povezanim, buduci da je u nekim sluCajevima tirozinska fosforilacija
uvjetovana monoubikvitinacijom (94). Takoder, pokazano je kako kod molekule HRS,
fosforilacija moze zahtijevati direktno medudjelovanje ubikvitiniranih receptora i HRS.
Tipicna bioloska uloga fosforilacije joS uvijek nije u potpunosti poznata, ali u slucaju
molekule HRS pokazala se kako predstavlja regulacijski mehanizam koji poti¢e daljnje
specificno djelovanje molekule HRS (93). Vaznost fosforilacije kod molekule STAM?2
vjerojatno je sli¢na onoj u molekule HRS, budu¢i da smjestaj na membrani ranih endosoma
molekula STAM2 zahvaljuje vezanjem svojih domena CC i SSM za bjelanc¢evinu HRS (29,
34).

Novija istrazivanja pokazala su odredeni stupanj kolokalizacije bjelan¢evine STAM2 s
nekoliko biljega rane egzocitoze, koji ukljucuju biljeg cis-strane Golgijevog tjelesca, GM130
(engl. cis-Golgi marker 130, biljeg cis strane Golgijevog tjeleSca), te biljeg posredovanja
endoplazmatskog retikuluma i1 Golgijevog tjeleSca, ERGIC-53 (engl. ER-Golgi intermediate
compartment; odjeljak posredovanja endoplazmatskog retikuluma i Golgijevog tjelesca).
Navedeno istrazivanje ukazuje na jo$ jednu moguéu ulogu molekule STAM2, a to je
djelovanje na morfologiju Golgijevog aparata. Preizrazenost bjelan¢evine STAM?2 u stani¢noj
kulturi HeLa stanica uzrokuje rasap Golgijevog aparata, dok nedostatak STAM?2 uzrokuje
zgusnjavanje Golgijevog aparata u tvorbu slicnu kugli. Na taj nadin djelovanje STAM2
povezano je s COPII (engl. coat protein complex II, oblozni bjelancevinski kompleks II)
bjelancevinama, a to su molekule koje reguliraju transport izmedu endoplazmatskog
retikuluma 1 Golgijevog tjelesca (43). Budu¢i da u ovom radu nisu ispitivani navedeni biljezi
ne isklju¢uje se moguca uloga molekule STAM2 unutar kompleksa COPII u ziv€anim

stanicama.

6.1.2. Bjelancevina STAM2 prisutna je u jezgri Ziv€anih stanica

Imunobojanje specificnim protutijelom STAM2 pokazalo je kako je, osim u tockastim

strukturama unutar citoplazme, STAM?2 prisutan u obliku homogenog jakog signala 1 u jezgri
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ziv€anih stanica. Kako bi dokazali da se ne radi o nespecifi¢nosti protutijela, postupak
imunohistokemije na tkivima sredis$njeg i perifernog zivéanog sustava, te imunocitokemije na
primarnim kulturama zivcanih stanica kore velikog mozga ponovljeni su, s tada, jedina tri
komercijalno dostupna protutijela razli¢itih proizvodaca. Sva tri protutijela pokazala su slican
signal bjelanCevine STAM2 u Zziv€anim stanicama; tocCkasti signal unutar citoplazme
perikariona 1 nastavaka zivCanih stanica, te homogeni signal unutar jezgre. Dodatna potvrda
lokalizacije bjelanevine STAM2 u jezgri zivCanih stanica dobivena je postupkom
substanicne frakcionacije. Imunobojanje bjelanCevina frakcije jezgara postupkom ,,western
blot*“ s protutijelom STAM?2, pokazalo je nalaz bjelan¢evine mase nesSto vece od 58 kDa (Sto
je ocekivana masa ubikvitinirane bjelanevine STAM2), Sto je dokaz da je bjelancevina

STAM?2 zaista prisutna u jezgri ziv€anih stanica.

Nalaz STAM2 u frakciji jezgri suprotan je od rezultata dobivenih substani¢nom
frakcionacijom Takata 1 suradnika, te Bache i suradnika (29, 35). Medutim treba imati na umu
kako su prethodne grupacije svoje pokuse temeljile na tumorskim stani¢nim linijama (B16-F1
1 HEp-2) koje ne moraju predstavljati vjeran odraz izrazaja bjelancevine u normalnoj stanici.
U istrazivanjima navedenim u ovom radu po prvi se puta pokazala prisutnost bjelancevine
STAM?2 u jezgri ziv€anih stanica. Iako u jezgri glija stanica srediSnjeg i1 perifernog ziv€anog
sustava nije uocena bjelancevina STAM2, moguénost postojanja bjelanéevine STAM2 u

nekim drugim stanicama ovaj rad ne iskljucuje.

Osim u endosomskoj aktivnosti, STAM2 sudjeluje takoder u unutrastanicnom prijenosu
podrazaja citokinske signalizacije, Sto potencijalno moze objasniti ovakav unutarstani¢ni
raspored STAM?2 i specifi¢ni nuklearni izrazaj u Ziv€anim stanicama. Bjelan¢evina STAM?2
visoko je fosforilirana na tirozinskim ostacima, a uklju¢ena je u odgovor na citokine (IL-2,
IL-3, GM-CSF) i cCimbenike rasta (EGF, PDGF, HGF). Bjelan¢evina STAM2 na C-
terminalnom kraju posjeduje domenu ITAM koja vezuje tirozinske kinaze JAK2 1 JAK3, te je
dokazano da sudjeluje u citokinima posredovanoj indukciji gena c-myc odgovornog za

pokretanje stani¢nog ciklusa i sintezu DNA (29, 30, 31).

Budu¢i da vaznu ulogu u prijenosu podrazaja nizvodno od JAK2 1 JAK3 ima transkripcijski
c¢imbenik STATS (engl. signal transducers and activators of transcription 5; prijenosnici
podrazaja 1 aktivatori transkripcije 5) koji se premjesta u jezgru i1 potiCe transkripciju ciljanih

gena na poticaj citokina, kao Sto je IL-3 (95), moguca je uloga molekule STAM2 kao
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molekule prilagodivaca u signalnom putu JAK-STAT. Jo§ uvijek se malo zna o nizvodnoj
regulaciji STAM?2 u putu induciranom bjelan¢evinom c-myc, medutim nitko do sada jos nije
pokazao kako se STAM?2 translocira u jezgru nakon stimulacije s navedenim citokinima,
posebice Sto bioinformatiCke analize joS nisu pokazale postojanje domene koja bi imala

mogucnost dopremanja molekule do jezgre.

S druge strane, mnogo je dokaza koji ukazuju na ¢injenicu da bjelancevine kompleksa
ESCRT mogu takoder sudjelovati izravnije u stani¢noj signalizaciji, kako u citoplazmi, tako i
u jezgri, kroz izravna medudjelovanja s bjelancevinama signalizacije. Pokazano je kako
nekoliko bjelancevina ukljucenih u kompleks ESCRT ima dodatnu ulogu u jezgri stanice.
Studije substani¢nog smjestaja pokazale su kako je bjelancevina CHMP1 (engl. chromatin
modifying protein; bjelancevina izmjene kromatina) koja je dio kompleksa ESCRT-III,
pronadena u citosolnoj frakciji, ali 1 u frakciji jezgre, budu¢i da posjeduje signal za
lokalizaciju bjelancevine u jezgri (NLS; engl. nuclear localization signal), a pokazano je kako
igra ulogu u pregradnji kromatina (96). Nadalje pronadeno je kako se CHMP3, dio kompleksa
ESCRT-III, osim na endosomima, nalazi i u jezgri stanice (97). Bjelancevina TSG101, dio
kompleksa ESCRT-I, veze se na glukokortikoidene receptore, te inhibira transkripcijsku
aktivaciju receptora (98). Takoder postoje bjelancevine koje nisu dio kompleksa ESCRT, ali
su ukljucene u proces endocitoze, a pokazano je kako povezuju endocitezu i transkripcijsku
regulaciju. Primjerice, Eps15 (engl. epidermal growth factor receptor pathway substrate 15;
klon br. 15 supstrata biokemijskog puta receptora epidermalnog ¢imbenika rasta), epsin 1 -
arestin, koji su komponente klatrinskog omotaca vezikula, sudjeluju u prijenosu tvari iz
citoplazme u jezgru (99, 100, 101, 102). Osim detaljnije karakterizacije nukleo-
citoplazmatskog prijenosa ovih bjelanCevina, te bjelancevina koje medudjeluju s njima,
moguca uloga ovih endocitotskih bjelanCevina u jezgri joS uvijek je nepoznata. Regulacija
signala jezgre kojim djeluju ove bjelancevine takoder je jos uvijek nejasna. Nesto je bolje
razjasnjen put u kojem Rab5 (engl. Rab protein 5; bjelancevina Rab 5) i bjelancevine APPL1
1 APPL2 (engl. beta amyloid protein precursor-like; bjelancevina slicna preteci bjelancevine
beta amiloid) djeluju kao posrednici u signalizaciji izmedu plazma membrane i jezgre. APPL1
1 APPL2 nuzni su za stani¢nu proliferaciju, a njihova aktivnost ovisi o vezanju za
bjelancevinu Rab5, koja se normalno nalazi na membrani ranih endosoma. Nakon
produljenog djelovanja EGF, APPL1 i APPL2 premjestaju se s membrane ranih endosoma u

jezgru, gdje se vezuju s NuRD/MeCP1 kompleksom, multibjelanc¢evinskim kompleksom koji
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sudjeluje u pregradnji kromatina i deacetilaciji histona (103). Sve ove studije zajedno
povecavaju vjerojatnost da neke bjelancevine ukljucene u proces endocitoze imaju direktnu ili
indirektnu ulogu u transkripcijskoj regulaciji, te da endocitoza i signalizacija ipak nisu zasebni
procesi koji postoje neovisni u stanici. Budu¢i da je u ovom radu po prvi puta pokazano kako
je molekula STAM2, koja je inaCe prisutna u citosolu i na membrani ranih endosoma, prisutna
u jezgri ziv€anih stanica, postoji moguc¢nost kako i STAM?2 ima dvojaku ulogu u razli¢itim
stani¢nim odjeljcima, a mogucée je da uloga ovisi o jaini izrazaja koju stanica posjeduje

prema genu Stam?2.

6.1.3. Bjelancevine koje medudjeluju s bjelancevinom STAM2, osim bjelancevine

AMSH, nisu smjeStene u jezgri Ziv€anih stanica

Imunohistokemijskim analizama pokazano je kako ostale bjelancevine kompleksa ESCRT-0

(STAMI i1 HRS) nisu smjeStene u jezgri ziv€anih stanica.

Nadalje, osim podjedinica kompleksa ESCRT, postoje bjelancevine koje imaju sposobnost
medudjelovanja s jednom ili vise komponenti ESCRT-a, a njihov je broj svakim danom sve

vedi, Sto ukazuje na kompleksnost ovog procesa (44).

Kako bi provjerili jesu 1i neke druge molekule s kojima STAM?2 intenzivno medudjeluje,
smjestene u jezgri, u¢injene su imunohistokemijske analize s bjelan¢evinama AMSH i1 UBPY.
Imunobojanje s UBPY pokazalo je, poput STAMI1 i HRS, ve¢inom signal u nastavcima
ziv€anih stanica. Imunobojanje s AMSH pokazalo je takoder signal u citoplazmi nastavaka
ziv€anih stanica, medutim u nekim regijama mozga pokazalo je tockasti signal koji okruzuje
jezgrinu membranu. Ovakav razmjestaj bjelancevine AMSH ne zacuduje, budu¢i da AMSH
posjeduje signal za lokalizaciju bjelancevine u jezgri (NLS) (104). Budu¢i da se smatra kako
se proces ulaska bjelancevina u jezgru sastoji od dva vazna koraka; prvog u kojem se
bjelancevine vezu za pore na jezgrinoj ovojnici u procesu koji ne zahtjeva energiju, te drugog
koji zahtjeva energiju, a u kojem se dogada prijenos bjelan¢evina kroz kanale porinih
kompleksa unutar jezgre (105), postoji moguénost kako samo jedan NLS nije u moguénosti
dovesti molekulu AMSH unutar jezgre, ve¢ svoju ulogu u jezgri obavlja vezanjem na kanale

pora.
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Ubikvitin-specificne proteaze AMSH 1 UBPY najvaZzniji su enzimi koji vr§e deubikvitinaciju
u kompleksu ESCRT sisavaca. Ovi enzimi vezu se za bjelancevine CHMP kompleksa
ESCRTIHI pri ¢emu vrSe deubikvitinaciju, tj. odstranjuju ubikvitin s membranskih
bjelancevina u citosol, prije no Sto se bjelancevine namijenjene razgradnji ne invaginiraju u
endosomske membrane multivezikularnih tjeleSaca (106, 107). Medutim, povezanost izmedu
molekula AMSH, UBPY i kompleksa ESCRT nije ograni¢ena samo na podjedinicu ESCRT-
III. Ovi enzimi takoder reagiraju s podjedinicom ESCRT-0, vezujuéi se za domenu SH3
molekula STAM (36, 37). Opravdanost domene SH3 1 vezivanje enzima koji vrse
deubikvitinaciju u tako ranom stadiju razgradnje bjelancCevina nije u potpunosti poznato,
posebice kada se zna da je stalna ubivitinacija nuzna za pravilno usmjeravanje endocitotskog
prometa. Moguce je da enzimi AMSH i UBPY imaju ulogu u kontroli receptora namijenjenih
razgradnji u lizosomima ili recikliranja na stani¢nu povrSinu putem recikliraju¢ih endosoma,
budu¢i da se nalaze na pocetnom i zavrSnom dijelu kompleksa ESCRT. Pokazano je kako
utiSavanje deubikvitiniraju¢ih enzima AMSH i UBPY u stanici ima suprotan ucinak na
degradaciju EGF. Utisavanje AMSH dovodi do povecéanja degradacije EGF, dok utiSavanje
UBPY dovodi do znacajne inhibicije razgradnje EGF u uvjetima in vitro (108). Razlog ove
proturjecnosti, molekula naizgled vrlo slicne uloge, nije u potpunosti jasan, kao S§to nije jasna

potreba za domenom NLS u enzima koji je namijenjen deubikvitinaciji.

Postoji mogucnost da su vezna mjesta nekih bjelan¢evina kompleksa ESCRT selektivnija za
neke bjelancevine, dok se druge bjelancevine moraju za njih natjecati. Budu¢i da utiSavanje
AMSH dovodi do povecane degradacije receptora, moguc je veci afinitet ove bjelancevine za
molekule STAM, dok vjerojatno vecéa selektivnost molekule UBPY za bjelancevine
kompleksa ESCRT-III moze dovesti do inhibicije razgradnje receptora ukoliko je ova
analizama u ovom radu potvrduje mogucu selektivnost molekule AMSH prema molekuli

STAM2, te njihovu mogucu ulogu u drugim stani¢nim odjeljcima.

Navedene ¢injenice ukazuju kako je molekularna masSinerija koja usmjeruje membranske
bjelancevine u degradacijski signalni put trenutno vrlo aktualno znanstveno podrucje.
Nizvodna regulacija signalizacije receptora osigurava slabljenje proliferacije i minimalizira
stani¢ni rast, a gubitak kontrole nizvodne regulacije dovodi do izrazitog rasta, Sto se povezuje

s nastankom mnogih tumora.
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6.2. STAM?2 u zivéanom sustavu misa

6.2.1. lIzrazaj gena Stam?2 poklapa se s izraZzajem stopljene bjelancevine STAM?2-f-

galaktozidaza u Ziv€anom sustavu

Izrazaj gena Stam?2 odreden je pomocu lokalizacije transkripta mRNA za gen Stam2 u miSa
divljeg tipa postupkom hibridizacije RNA in situ, a smjestaj bjelanc¢evine STAM2 odreden je
pomocu protutijela specificnog za STAM2. Kako bi dodatno provjerili izrazaj i mogucu ulogu
gena Stam?2, upotrijebljen je prethodno konstruiran misji model koji nosi preinaku u genu
Stam?2 dobivenu postupkom genske zamke. Sustavna analiza ovih miSeva pokazala je kako je
Stam?2 jako izrazen u zivéanom sustavu. Sve stanice u kojima je opazena B-galaktozidazna
aktivnost, takoder su pokazale i specificno STAM2 imunobojanje, Sto je potvrdilo kako
izrazaj gena lacZ na miSevima preinacenim postupkom genske zamke odgovara stvarnom
izraZzaju gena Stam2. Ovaj nalaz takoder pokazuje kako je transgeni¢na misja linija Stam2°"’%
prikladan i pouzdan model za istrazivanje izrazaja gena odnosno bjelancevine STAM?2.
Opazanje kako je B-galaktozidazna, odnosno STAM2 aktivnost ograni¢ena samo na zivéani

sustav moze se na prvi pogled Ciniti suprotnim od prethodno objavljenih rezultata dobivenih

postupcima ,,northern blot* 1 RT-PCR koji ukazuju na ubikvitaran izrazaj Stam?2 (29, 79).

Prethodno ograni¢ena B-galaktozidazna aktivnost na heterozigotnim nosiocima misje linije
Stam2°'“Y pokazana je na zamecima starim 11,5 dana u razvoju sredi$njeg Zivéanog sustava,
Sto je 1 bio glavni razlog za odabir ove misje linije za daljnja istrazivanja (32, 109). Rezultati
pokazani u ovom istrazivanju razrijesili su proturjecnost izmedu molekularnih analiza 1
izrazaja lacZ transgena. Hibridizacija RNA in situ i imunohistokemija pokazale su dvije
razine Stam2 izrazaja; niske i ubikvitarne naspram jake i specifi¢ne. Podrucja jakog signala
dobivena postupcima hibridizacije RNA in situ 1 imunohistokemije preklapaju se s regijama
B-galaktozidazne aktivnosti. Niza osjetljivost X-gal histokemije ocekivana je zbog razliitih
razina detekcije triju uporabljenih metoda (mRNA, bjelancevine, te enzimske aktivnosti).
Pokazano je kako X-gal histokemija ima nizu procijenjenu razinu genskog izrazaja, dok
imunohistokemija ima vecu osjetljivost (110, 111). Nestabilnost mutirane bjelanevine moze
biti razlogom niZe osjetljivost X-gal bojanja. Medutim, identificiranje regija s jacom razinom
izrazaja Stam2 ne moze se smatrati nedostatkom, budué¢i da pokazuje podrucja koja su

najrelevantnija za istrazivanje uloge STAM?2.
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6.2.2. STAM2 u srediSnjem Zivéanom sustavu

6.2.2.1. Gen Stam?2 prisutan je u srediSnjem Ziv€anom sustavu

Pretpostavka ovog rada bila je da ¢e analiza regija visokog izrazaja otkriti dosad, jo§ uvijek
nepoznatu ulogu STAM?2, specifi¢nu za zivcani sustav. Ovakav pristup zahtijevao je sustavnu

analizu izrazaja gena Stam2.

lako je izrazaj Stam2 pronaden u svim regijama mozga, broj stanica koje izrazavaju gen,
odnosno koje posjeduju aktivnu bjelancevinu, vrlo je razli¢it u razli¢itim regijama mozga, $to
ukazuje na cCinjenicu kako je Stam?2 vjerojatno ukljuen u razli¢ite unutarstani¢ne procese.
Izrazaj gena Stam?2 pronaden je u svim dijelovima mozga, a najintenzivniji je u podrucju kore
velikog mozga, posebice u 2. i 3. sloju, u hipokampusu, posebice u piramidalnim neuronima
CALl 1 CA2 regije, te u podrucju gyrus fasciolaris, u granularnom sloju i sloju mitralih stanica
olfaktornog bulbusa, te u sloju Purkinjeovih stanica maloga mozga. Kada se usporeduje s
ostalim ¢lanovima kompleksa ESCRT-0, regije najintenzivnijeg izrazaja Stam2 poklapaju se s
regijama izrazaja Staml 1 Hrs. Najjaci izrazaj Staml mRNA uocen je u hipokampusu, kori
velikog mozga, olfaktornim bulbusima, talamusu, kori maloga mozga, te u putamenu (112).
Izrazaj gena Hrs najintenzivniji je u hipokampusu, i to posebice u CA3 regiji, kori velikog
mozga 1 hipotalamusu (113). Stoga je moguca uloga STAM2 u regijama najjaceg izrazaja,
koje se poklapaju s regijama izrazaja ostalih bjelanc¢evina ESCRT-0, u endocitozom-

posredovanoj razgradnji bjelancevina.

Zanimljiva je i1 usporedba izrazaja Stam?2 s molekulama AMSH i UBPY, deubikvitinirajuéim
enzimima koji se vezuju za molekulu STAM2. Najjaci izrazaj molekule Amsh pronaden je u
kori velikog mozga, olfaktornim bulbusima, hipokampusu, posebice u CA1 regiji, te u malom
mozgu (114), Sto se poklapa takoder s regijama najjaceg izrazaja StamZ2. Mnogo opSirnija
neuroanatomska analiza izrazaja ucinjena je sa sondama specificnim za gen Ubpy. Glasni¢ka
RNA Ubpy najjace je izrazena u CAl regiji hipokampusa, dentatnom girusu, preopti¢kim 1
periventrikularnim jezgrama diencefalona, u substantii nigri, ventralnom tegmentalnom
podrucju mezencefalona, te u granularnom sloju malog mozga (115). Vece preklapanje regija
najjaceg izrazaja molekula Stam2 i1 Amsh, u odnosu na preklapanje izrazaja molekula Stam?2 i

Ubpy na razini tkiva, govori u prilog mogucoj €injenici kako molekula AMSH viSe sudjeluje
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u deubikvitinaciji bjelancevina u pocetnom dijelu kompleksa ESCRT, barem Sto se tice

srediSnjeg ziv€anog sustava.

Specifican fenotip miSeva kojima nedostaju STAMI1, HRS i AMSH, §to su sve redom
molekule povezane sa STAM2, ukazuje na vaznost bjelancevina koje medudjeluju s
bjelancevinom STAM?2 u zivéanom sustavu. U svrhu istrazivanja bjelancevina povezanih sa
STAM?2, proizvedeni su misSevi s nul-mutacijama ovih gena. Onemogucivanje gena Staml
(engl. ,,knock-out*) dovodi do morfoloskog zaostajanja u rastu dva tjedna nakon rodenja, a
takoder je vidljiv abnormalan refleks podizanja straznjih udova. Histoloske su analize
pokazale kako kod tih miSeva dolazi do progresivnog odumiranja piramidalnih neurona u
CA3 regiji hipokampusa nakon cetiri tjedana zivota (112). Onemogucavanjem gena Stam?2
rada se miS koji ne pokazuje znakove abnormalnosti, medutim onemogucéavanje oba Stam
gena je letalno (116). Smatra se kako, zbog vrlo slicne uloge gena Stam! 1 Stam2, ukoliko je
jedan od njih onemogucen, drugi gen moze djelomi¢no preuzeti njegovu ulogu.
Kompenziranje uloge gena Stam sigurno postoji u embrionalnom razdoblju, ali u slucaju

onemogucavanja gena Stam 1, Stam?2 nije u moguénosti preuzeti njegovu ulogu.

Analiza regija visokog, odnosno niskog izrazaja gena Staml 1 Stam2 djelomi¢no moze
objasniti nekompenziranje uloge u CA3 regiji hipokampusa. Stam 1 vrlo je intenzivno izrazen
u CA3 regiji hipokampusa, dok je u ovom radu pokazano kako je Stam?2 slabije izrazen u CA3
regiji u odnosu na regije CA1 i CA2. Moguce je da zbog nize razine izrazaja u CA3 regiji

hipokampusa, Stam?2 nije u mogucénosti kompenzirati potpuni nedostatak gena Stam 1.

Uvjetnim onemogucavanjem gena Hrs u misa, upotrebom Hrs-Flox misjeg modela (pokusni
model koji ne utjeCe na djelovanje gena tijekom embrionalnog razvitka, Sto se koristi u
slu¢ajevima kada konvencionalne nul-mutacijske metode rezultiraju embrionalnom
letalnoS¢u) ipak se uspio dobiti mi§ s mutacijom u genu Hrs. Fenotip takvog miSa slican je
onom u miSeva s nedostatkom gena Staml, odnosno dolazi do zaostajanja u rastu od treceg
tjedna Zivota na dalje. HistoloSke su analize pokazale odumiranje piramidalnih neurona u
CA3 regiji hipokampusa nakon pet tjedana zivota, koje je uzrokovano nakupljanjem
ubikvitina u piramidalnim neuronima. Na ovom mi$jem modelu pokazano je nagomilavanje
ubikvitiranih bjelancevina 1 u drugim regijama mozga, kao Sto je to korteks, a koli¢ina

ubikvitiniranih bjelancevina rasla je sa starosti miSeva. Testovima ponaSanja pokazano je
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kako je sposobnost uc¢enja kod takvih miSeva bila umanjena u korelaciji s akumuliranjem

ubikvitina (113), Sto ukazuje na moguéu vaznost bjelancevina ESCRT-0 u uc¢enju i pamcenju.

Sli¢na neurodegeneracija dogada se i onemogucavanjem gena Amsh. U tom slucaju dolazi do

odumiranja ziv€anih stanica u CA1 regiji hipokampusa (114).

Navedene ¢injenice ne za¢uduju buduci da najnovija istrazivanja pokazuju kako bjelancevine
kompleksa ESCRT, osim u procesu endocitoze i razgradnji unesenog sadrzaja u lizosom,
sudjeluju i u drugom nacinu razgradnje, a to je proces autofagije. Autofagijom se razgraduju
dotrajali stani¢ni dijelovi (npr. mitohondriji, peroksisomi). Autofagijom se najprije formira
preautofagosomalna struktura, koja nastaje od izolirane membrane, a dozrijevanjem prelazi u
fagofor. Kada se fagofor okruzi dvoslojnom membranom nastaje autofagosom, koji je
morfoloski sli¢an multivezikularnom tjeleScu koje sudjeluje u procesu endocitoze.
Autofagosom se u nekim sluc¢ajevima moze spoji s multivezikularnim tjeleScem, formirajuci
amfisom, koji pritom posjeduje bjelancevine koje se razgraduju procesom endocitoze i
procesom autofagije. Autofagosom se moze takoder povezati s lizosomom, pri ¢emu nastaje
autolizosom, gdje se njegov sadrzaj razgradi (68, 117) (slika 25). Do sada jo$ nije poznato
kako bjelanCevine ESCRT odlucuju izmedu spajanja lizosoma s multivezikularnim tjeleScem
ili autofagosomom, ali je pronadeno kako obje ESCRT podjedinice, ESCRTO i I, reagiraju s
podjedinicom Vps18 kompleksa HOPS (engl. homotypic fusion and vacuole protein sorting
complex; kompleks homotipnog spajanja i razvrstavanja bjelancevina u vakuoli) koja je
potrebna za spajanje lizosoma s jednom ili drugom organelom (118). Da podjedinica ESCRT-
0 kompleksa ESCRT sudjeluje u procesu autofagije, pokazano je na molekuli HRS. Pokazano
je kako domena FYVE kojom se molekula HRS veze za membranu endosoma, takoder moze
vezati za membranu autofagosoma, a utiSavanje molekule HRS dovodi do znacajnog porasta
broja autofagosoma u stanici, Sto znaci da je proces autofagije nedjelotvoran (119). Budu¢i da
se molelekula STAM?2 veze za molekulu HRS, moguce je da i bjelancevina STAM?2 sudjeluje

u spomenutom procesu.

Niska razina autofagije u stanici ima neuroprotektivnu ulogu (120, 121), ali je pretjerana
autofagija opasna. Autofagija ubikvitiranih citosolnih bjelancevina moze se smatrati drugim
mehanizmom kojim ubikvitin signalizira bjelancevinsku razgradnju u lizosomima. Jo§ uvijek

nije poznato razgraduju li se autofagijom degradirane bjelancevine trenutno, ili dolazi do
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opasnog nagomilavanja ubikvitiniranih bjelancevina koje mogu dovesti do neuodegeneracije

stanica (122).
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Slika 25. Shematski prikaz razgradnje bjelancevina u lizosomu procesom endocitoze i autofagije. Endocitozom
se bjelan¢evine namjenjene razgradnji razvrstavaju u endosome i multivezikularna tjeleSca. Autofagijom se
bjelancevine razvrstavaju u fagofor, koji dozrijevanjem prelazi u autofagosom koji se tada spaja s lizosomom. U
nekim slucajevima autofagosom se moze spojiti s multivezikularnim tjeleScem, formiraju¢i hibridnu strukturu -
amfisom, koja ima moguénost spajanja s lizosomom (preuzeto i prilagodeno iz 68).
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6.2.2.2. Bjelanfevina STAM2 prisutna je u Zivéanim stanicama srediSnjeg Ziv€éanog

sustava

Budu¢i da se pokazalo kako je Stam?2 najintenzivnije izrazen u ziv€anom sustavu, bilo je
potrebno odrediti stanice s vrlo jakim izrazajem StamZ2. Ispostavilo se da su ove stanice

veéinom Ziv¢ane stanice.

Visoka razina Stam?2 izrazaja pronadena je u svim ziv€anim stanicama. STAM2 imunobojanje
pokazalo se u obliku tockastih struktura u tijelu ziv€anih stanica, te u njihovim nastavcima. U
ovom radu je pokazano kako se toCkaste strukture u citoplazmi dijelom poklapaju s biljegom
ranih endosoma, te da je lokalizacija STAM2 u ziv€anim stanicama povezana i s ostalim
¢lanovima kompleksa ESCRT-0; STAMI i HRS, kao §to je to ranije pokazano na drugim
tipovima stanica (35, 54). Visoka razina izrazaja Stam2 u ziv€anim stanicama ukazuje kako
STAM2-povezana endosomska aktivnost moze biti vrlo jaka u ziv€anim stanicama. Endosomi
su uistinu organele koje sudjeluju u aktivnosti ziv€anih stanica, koja ukljucuje formaciju
sinaptickih vezikula, retrogradni aksonski transport, unutarstani¢ni prijenos podrazaja
posredovan faktorima rasta, te razvrstavanje receptora i nizvodnu regulaciju (123). U
usporedbi s ostalim stani¢nim tipovima, neuroni su posebice osjetljivi na oStecenja
endosomsko-lizosomskog sustava, te je nenormalni endosomski promet povezan s mnogim
neurodegenerativnim bolestima (62, 63, 64). U Huntingtonovoj bolesti povecanje
poliglutamatnog lanca u huntingtinu uzrokuje odumiranje neurona u striatumu i korteksu
(124). Za mutirani huntingtin vjeruje se kako dovodi do stani¢ne smrti na nekoliko nacina koji
ukljucuju endosomsku disfunkciju, a huntingtin se u normalnim uvjetima veze za HIP1 (engl.
huntingtin interacting protein; bjelanCevina povezana s bjelancevinom huntingtin 1),
bjelancevinom koja kolokalizira s bjelan¢evinom HRS na ranim endosomima (125). Mutacije
u genu CHMP2B kompleksa ESCRT-II dovode do nakupljanja ubikvitin-pozitivnih
bjelancevina, Sto ima za posljedicu pojavu frontotemporalne demencije i amiotrofi¢ne
lateralne skleroze (65, 66). Nadalje, pokazano je kako bjelancevine ESCRT sudjeluju u
uklanjanju TDP-43, glavnog ubikvitiniranog biljega u amiotrofi¢noj lateralnoj sklerozi (68).
Ova otkrica zajedno ukazuju na znacaj kompleksa ESCRT za odrzavanje normalne

homeostaze u zivéanom sustavu.
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6.2.3. STAM2 u perifernom Zivéanom sustavu

6.2.3.1. Bjelancevina STAM2 izraZena je u enterickom Zivéanom sustavu

Izrazit izrazaj Stam2 pokazan je u mijentericCkom i submukoznom pleksusu enterickog
ziv€anog sustava cijelom duljinom probavne cijevi. Stanice koje su pokazale jak izrazaj
Stam?2 jesu entericki neuoni, dok je u stanicama entericke glije vidljiv slab signal, kakav

postoji ubikvitarno u svim stanicama.

Izrazaj Stam2 u enterickim neuronima ne zacuduje, buduci da je ve¢ receno kako je normalna
aktivnost endosoma vrlo vazna za funkciju ziv€anog sustava. Nadalje, u novim je
istrazivanjima pokazana korelacija izmedu enterickih neurona i onih srediSnjeg ziv€anog
sustava. Homologija izmedu obje vrste neurona (embrioloska, morfoloska, neurokemijska)
pokazuje kako kod bolesti koje zahvacaju sredisnji ziv€ani sustav moze do¢i i do disfunkcije

enterickih neurona. Ova Cinjenica je ve¢ dokumentirana u Parkinsonovoj bolesti (126, 127).

Prisutnost STAM2 i ostalih bjelanc¢evina ukljucenih u kompleks ESCRT-0; STAM1 i HRS u
enterickom zivéanom sustavu, daju dodatnu potvrdu kako se entericki neuroni mogu dovesti u

vezu s onima koji su pogodeni neurodegenerativnim procesima u mozgu.

U perifernom ziv€anom sustavu, osim u enteriCkim neuronima, jak Stam?2 izrazaj pronaden je
u nekim intersticijskim Cajalovim stanicama. U ovom je radu pokazano kako samo dio
intersticijskih Cajalovih stanica, i to onih prisutnih u mijenterickom pleksusu, kolokolazira sa
STAM?2 imunoreaktivnoscu. Intersticijske Cajalove stanice specijalizirane su mezenhimske
stanice u gastrointestinalnom traktu koje nisu niti neuroni niti glatke misSi¢ne stanice. Moguca
uloga ovih stanica je uloga pejsmejkera u intersticijskoj peristaltici tako da proizvode
spontane, ritmicke, elektricke oscilacije u obliku tzv. ,sporih valova®“ (128). Izmedu
intersticijskih Cajalovih stanica i enterickih ziv€anih nastavaka pokazani su sinapticki
kontakti. Specifi¢ne subpopulacije enterickih intersticijskih Cajalovih stanica ukljucene su u
provedbu i pojacanje signala iz ekscitacijskih kolinergickih i inhibicijskih nitrergi¢kih

motoneurona (129, 130).

Prethodno je predlozeno da STAM?2 sudjeluje, ne samo u vezikularnom transportu endocitoze,

ve¢ 1 u regulaciji procesa egzocitoze (131, 132). Za molekulu HRS je pokazano kako je
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uvucena u proces otpusStanja neurotransmitera u neuronima, buduéi da se svojom domenom
CC veze za SNAP-25 (engl. synaptosomal-associated protein 25; bjelancevina povezana sa
sinaptosomima 25), bjelancevinu ukljuenu u otpustanje i spajanje sinaptickih mjehurica s
presinaptickom membranom, vezuéi se s membranskom integralnom bjelan¢evinom sintaksin,
te bjelanCevinom sinaptickog mjehurica VAMP (engl. vesicle-associated membrane protein
1; membranska bjelan¢evina povezana s mjehuri¢ima) (133, 134, 135). Budu¢i da STAM?2
djeluje u kompleksu s molekulom HRS, moguca je uloga STAM2 u sinapsi u stapanju
presinaptickih mjehurica s presinaptickom membranom. Takoder je poznato kako
intersticijske Cajalove stanice na svojoj povrsini sadrze raznolike receptore za entericke
neurotransmitere, a mnogi takvi receptori izrazeni su u enterickim neuronima (136). Iz ovog
razloga nije iznenadujuéi izrazaj Stam2 kako u neuronima tako i u intesticijskim Cajalovim

stanicama.

6.2.3.2. U transgeni¢noj misjoj liniji Stam2°’““ nisu opaZene fenotipske promjene

Onemoguéavanjem gena Stam2 u transgeniénoj misjoj liniji Stam2°“Y rada se mis koji se
morfoloski ne razlikuje od ostalih miseva. Sli¢ni rezultati pokazani su u slu¢aju kompletnog
onemogucavanja gena Stam2 u homozigotnih mutanata dobivenih onemogucavanjem ciljanog

gena (116).

Takoder, ne moze se potvrditi je 1i visoka razina izrazaja Stam2 u enterickom ziv€anom
sustavu povezana sa specificnom ulogom u pojedinim organima. Histokemijska i
imunohistokemijska kvalitativna i kvantitativna ispitivanja homozigotnih miseva pokazala su

normalnu morfologiju enterickog Ziv€anog sustava.

Vektor genske zamke ubacen je u gen Stam? izmedu drugog i treceg egzona, stoga se
pretpostavlja kako zbog posljedica mutacije genskom zamkom nedostaje 86% normalne
bjelancevine STAM?2 sa C-terminalnog kraja (79). Bilo bi vrlo nevjerojatno kada bi odrezani
dio bjelancevine koji sadrzi svega 14% STAM2 mogao odrzati svoju funkciju. Dio mRNA
koja se prepisuje u bjelancevinu sadrzi samo regiju VHS, do sada jo§ nepoznate uloge, a koja
uz regiju UIM sudjeluje u vezanju ubikvitina i ubikvitiniranih bjelanc¢evina. Sve ostale
funkcionalne domene, redom: UIM, SH3, CC, SSM i ITAM nedostaju. Mogu¢i razlog

nedostatka fenotipskih promjena lezi u Cinjenici kako mutacija genske zamke nije u

85



potpunosti ponistila funkciju STAM2 zbog nepotpune ucinkovitosti ubacenog primaca
prekrajanja, i na taj nac¢in omogucila prepisivanje normalne mRNA Stam2 u bjelancevinu,
unato¢ mutaciji genske zamke. Medutim, najvjerojatnije objasnjenje Cini se da lezi u
kompenzacijskoj ulozi gena Staml 1 Stam2, odnosno na mogucoj cCinjenici da Staml
nadoknaduje ulogu Stam?2 u transgeni¢noj misjoj liniji s mutacijom u genu Stam2. Ova se
¢injenica moze obrazloziti preklapanjem izrazaja obje bjelancevine STAM koja je uocena na

razini cijelog Ziv€anog sustava.

6.3. STAM2 tijekom razvitka Zivéanog sustava miSa

Analiza izrazaja gena Stam2 tijekom embrionalnog razvoja pokazala je kako se Stam2
pojavljuje u razvoju ziv€anog sustava u stadiju embrionalne starosti E11,5 gdje ostaje izrazen

do kraja embrionalnog razdoblja.

Endocitoza je vazan proces u razvoju iz vise razloga, iako je mozda najvazniji uspostavljanje
gradijenta morfogena kroz planarnu transcitozu, te njihov daljnji selektivni unos i degradacija.
Potencijalne regije za ove procese odgovaraju regijama Stam?2 izrazaja, a ukljucuju notokord,

krovnu plocu i1 plo¢u dna neuralne cijevi, kortikalnu plocu telencefalona, te hipokampus.

PredloZeno je takoder da STAM?2 sudjeluje u egzoticoznom izbacivanju sekrecijskih granula
(131, 132), stoga ne zacuduje jak izrazaj Stam2 u ziv€anom sustavu tijekom razvoja, kao i u
endokrinom sustavu, kao $to je primjerice hipofiza pri kraju gestacijskog razdoblja, koja je u

ovom stadiju ve¢ jako sekrecijski aktivna.

Stam?2 je pokazao vrlo jak i specifiCan izrazaj u korteksu telencefalona. Pojavljivanje jakog
Stam?2 izrazaja u intermedijarnoj zoni u vrijeme diferencijacije 1 stratifikacije korteksa, te
daljnje Sirenje izraZaja na kortikalnu plocu tijekom intenzivne neuralne migracije i formacije

kortikalnih slojeva, ukazuje na mogucu ulogu Stam?2 u procesima kortikalne diferencijacije.

Kada se usporeduje s ostalim ¢lanovima kompleksa ESCRT-0; Hrs 1 Staml, uoCeni izrazaj
Stam?2 je neSto ograniceniji no $to je to izrazaj gena Hrs u misjim i Stakorskim zamecima
(137, 138, 139). Usporedba izrazaja Stam2 u ovom radu i ve¢ publicirane studije o izrazaju

Stam1 (112) pokazuje kako se izrazaj Stam2 1 Staml mRNA poklapaju.
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Onemogucavanjem gena Stam2 rada se mi§ koji se morfoloski ne razlikuje od miseva divljeg
tipa. Takoder, onemogucavanjem gena Staml rada se normalna zivotinja. Medutim,
dvostruka nul-mutacija gena Staml 1 Stam2 letalna je u embrionalnom razdoblju. Takvi
zameci umiru s 11,5 dana embrionalne starosti s poremecajem u ventralnom savijanju
zametnog cilindra (116). Nalaz kako nedostatak obje bjelan¢evine STAM dovodi do
letalnosti, naglasava vaznost bjelanéevina STAM jo§ u embrionalnom razdoblju. Sli¢no je
dokazano i u uvjetima in vitro, gdje se pokusala napraviti dvostruka mutacija gena Stam! 1
Stam?2 na kulturi Hela stanica, upotrebom RNAIi (engl. RNA interference; interferencija RNA)
tehnologije ¢iji je cilj specificno utiSavanje genske poruke, a time i stvaranje ciljne
bjelancevine, upotrebom malih interferiraju¢ih sljedova RNA. Takve stanice nisu uspjele
prezivjeti dvostruku mutaciju (43), Sto ukazuje na neophodnost gena Stam za osnovna
stani¢na zbivanja. Pretpostavlja se da zbog vjerojatno vrlo sli¢ne uloge gena Staml i1 Stam2,
ukoliko je jedan od njih onemogucen, drugi gen ga moze nadomjestiti i djelomi¢no preuzeti
njegovu ulogu (116). Druga podjedinica kompleksa ESCRT-0, bjelan¢evina HRS, takoder je
nuzna za prezivljavanje zametaka. Nul-mutacija ovog gena je letalna, a zameci umiru nakon
10,5 dana embrionalnog razvitka pokazujuéi sliCan poremecaj u ventralnom savijanju

zametnog cilindra (138).

Rezultati ovog rada pokazuju dvije razine izrazaja Stam?2, nizu razinu izrazaja detektiranu
slabim signalom hibridizacije RNA in sifu 1 imunohistokemije, te jacu razinu izrazaja koja je
bila jasno vidljiva pomocu svih triju metoda (hibridizacija RNA in situ, imunohistokemija i -
galaktozidazna aktivnost). Ukoliko bi sli¢no vrijedilo i1 za Stam i, mogli bi nagadati kako ove
jace razine izrazaja pomazu u kompenziranju uloge STAM1 ili STAM2 u sluc¢aju njihovog
individualnog gubitka, medutim u sluaju onemoguéavanja oba gena, njihove uloge nije

moguce nadomjestiti, §to rezultira embrionalnom letalno$cu.

Ovi rezultati zajedno ukazuju na vaznost bjelan¢evine STAM2 u odrzavanju zdrave stanice.
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7. ZAKLJUCCI

1.  Gen Stam?2 izrazZen je u Zivéanom sustavu misa

Sustavna analiza odraslih miSeva i zametaka divljeg tipa pokazala je kako je gen Stam?2 jako
izrazen u ziv€anom sustavu. Izrazaj gena Stam2 odreden je pomocu lokalizacije transkripta
mRNA za gen Stam2 postupkom hibridizacije RNA in situ. lzrazaj Stam?2 pronaden je u svim
dijelovima mozga, a najintenzivniji je u podru¢ju kore velikog mozga, hipokampusu,
granularnom i sloju mitralih stanica olfaktornog bulbusa, te u sloju Purkinjeovih stanica
maloga mozga. Analiza Stam2 tijekom embrionalnog razvoja pokazala je kako tijekom
razvoja zZiv€anog sustava izrazaj zapocinje kod zametaka starih 11,5 dana, te traje do kraja

embrionalnog razdoblja.

2.  Bjelancevina STAM2 prisutna je u Zivéanom sustavu misa

Kako bi se istrazila prisutnost bjelancevine STAM2 u ziv€anom sustavu, upotrijebljen je
postupak imunohistokemije uporabom anti-STAM?2 protutijela. Bjelancevina STAM2
prisutna je i u srediSnjem 1 u perifernom zivéanom sustavu. Prisutnost bjelancevine STAM?2

poklapa se s izrazajem gena Stam?.

3.  Izrazaj stopljene bjelancevine STAM2-f-galaktozidaza odgovara izrazaju Stam2 u

Zivéanom sustavu transgeni¢ne misje linije Stam2° Y

Izrazaj gena lacZ, odnosno bjelancevine p-galaktozidaza u transgeni¢noj misjoj liniji

Stam2611%9

odgovara stvarnom izrazaju gena Stam2. Sve stanice heterozigotnih nosioca
mutacije u kojima je opazena B-galaktozidazna aktivnost, takoder su pokazale 1 specificno
STAM?2 imunobojanje. Ovaj nalaz takoder pokazuje kako je transgeni¢na miSja linija
Stam2°"'“¥ prikladan i pouzdan model za istraZivanje izraZaja gena, odnosno bjelandevine

STAM2.
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4. Bjelancevina STAM2 najjace je izraZena u Ziv€anim stanicama

Vecina Stam2-pozitivnih stanica srediSnjeg i perifernog ziv€anog sustava kolokalizira s
biljezima ziv€anih stanica, $to upucuje na Cinjenicu da su stanice koje izrazavaju Stam?2
vec¢inom zivCane stanice. BjelanCevina STAM2 neznatno je prisutna u glija stanicama, kako
srediSnjeg tako 1 perifernog zivCanog sustava. Bjelancevina STAM2 prisutna je 1 u

intersticijskim Cajalovim stanicama u enterickom Ziv€anom sustavu.

5. Bjelancevina STAM?2 smjeStena je unutar citoplazme i na endosomima Zivéanih

stanica, kao dio kompleksa ESCRT-0

Imunohistokemijske analize Ziv€anih stanica pokazale su kako je bjelancevina STAM?2
prisutna difuzno u citoplazmi u obliku tockastog signala. Tockasti signal djelomicno
kolokalizira s biljegom ranih endosoma, te s bjelan¢evinama STAMI i HRS, $to upucuje na

djelovanje bjelancevine STAM?2 u okviru kompleksa ESCRT-0 u Ziv¢anim stanicama.

6. Bjelancevina STAM2 smjeStena je u jezgri Zivéanih stanica

Imunobojanje specificnim protutijelom STAM2 pokazalo je kako je, osim u tockastim
strukturama unutar citoplazme, homogen i jak signal prisutan u jezgri Ziv€anih stanica in vivo
i in vitro. Ovaj nalaz upuéuje na djelovanje molekule STAM2 u jezgri, a time i na mogucéu

dvojaku ulogu STAM2 u razli¢itim stani¢nim odjeljcima.
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8. SAZETAK

Izrazaj gena Stam2 u Zivéanom sustavu misa odreden na razini mRNA, bjelancevine, te

pomocu lacZ reporterskog sustava

Katarina Kapuralin

Zagreb, 2012.

STAM2 dio je endosomskog kompleksa ESCRT-0, u kojem je ukljucen u razvrstavanje
monoubikvitiniranih bjelanCevina namijenjenih razgradnji u lizosomima. Budué¢i da je
STAM?2 fosforiliran nakon vezanja Cimbenika rasta i citokina za stanicu, sudjeluje u
stani¢noj signalizaciji, nalaze¢i se tako na krizanju signalnih putova i membranskog

transporta stanice.

Cilj ovog rada bio je odredivanje izrazaja Stam2 u ziv€anom sustavu misa kako bi se dobio

uvid u mogucu ulogu toga gena u zivéanom sustavu.

Kako bi se istrazila molekula STAM2 ucinjene su tehnike hibridizacije RNA in situ i
imunobojanja. Stam? je izrazen u centralnom i u perifernom ziv€anom sustavu. Potvrdeno je
kako uzorak izrazaja Stam?2 takoder moze biti praen histokemijskim odredivanjem
aktivnosti B-galaktozidaze u miseva koji nose preinaku u genu Stam?2. Velina Stam2-
pozitivnih stanica kolokalizira s biljezima ziv€anih stanica, §to upucuje na ¢injenicu da su
stanice koje izrazavaju Stam2 uglavnom zivcane stanice. Osim u citosolnoj frakciji, znacajna
koli¢ina STAM?2 prisutna je takoder i u frakciji jezgara, §to upucuje na mogucu dvojaku

ulogu STAM?2 u razli¢itim stani¢nim odjeljcima.

Ovaj rad ukazuje kako smjestaj STAM2 u Ziv€anim stanicama omugucuje unutarstani¢nu
signalizaciju posredovanu endosomima, a time prisutnost u kljuénim zbivanjima u djelovanju

ziv€éanog sustava.
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9. SUMMARY

Stam?2 expression in the mouse nervous system at the mRNA and protein level and using

lacZ reporter system

Katarina Kapuralin

Zagreb, 2012.

STAM2 is a member of the endosome-associated complex ESCRT-0, and is involved in the
sorting process of mono-ubiquitinated endosomal cargo for degradation in the lysosome. As
STAM?2 is phosphorylated upon binding diverse growth factors and cytokines to the cell
membrane, it might also play a regulatory role in cell signalling, being at the intercross of

signalling pathways and membrane transport in the cell.

The aim of this research was to determine Sftam2 expression in mouse nervous system in

order to get insight into its possible role.

In order to investigate Stam2 molecule, in situ RNA hybridization and immunostaining were
performed. Stam?2 is expressed in the central and peripheral nervous system. It was confirmed
that expression pattern of Stam2 can be assessed by histochemical detection of beta-
galactosidase activity in a mouse carrying a gene trap modification of Stam?2 gene as well.
The majority of Stam2-positive cells co-stained with the neuronal markers, indicating that
Stam2-expressing cells are largely neurons. Apart in the cytosolic fraction, significant
amount of STAM?2 is present in the nuclear fraction as well, indicating possible dual role of

STAM? in the different subcellular compartments.

This work indicates that localization of STAM2 enables endosome mediated intracellular

signaling in neurons and hence involvement in the crucial events in the nervous system.
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neurogenetika i stani¢na signalizacija. Autorica sam 3 znanstvena rada indeksirana u CC bazi,
te 15 kongresnih sazetaka. Sudjelujem u nastavi iz predmeta ,,Histologija i embriologija“ za
studente dodiplomske nastave Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu na hrvatskom i
engleskom jeziku. Redovna sam clanica Hrvatskog druStva za neurozanost, te Hrvatskog

mikroskopijskog drustva.
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