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POPIS OZNAKA | KRATICA

AD Alzheimerova bolest, prema engl. Alzheimers disease
AMPAR GluR2-AMPA receptor
ATC kompleks koji usmjerava AMPAR u membranu, prema engl. AMPAR-

trafficking complex
ATP adenozin-trifosfat, prema engl. adenosine triphosphate
Atplal-4 geni za kataliticke podjedinice Na*, K*-ATPaze
Atplb1-3 geni za B podjedinice Na*, K*-ATPaze

Atp2b1-4 geni za Cetiri izoforme Ca?*-ATPaze stani¢ne membrane

BSA serumski albumin goveda, prema engl. bovine serum albuminum
CaM kalmodulin, prema engl. calmodulin

CASK serinske protein-kinaze ovisne o kalciju i kalmodulinu, prema engl.

calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase

CDGg urodeni poremecaji glikozilacije gangliozida, prema engl. congenital
disorders of glycosylation of gangliosides

cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kiselina, prema engl.

complementary deoxyribonucleic acid

EGFR receptor epidermalnog faktora rasta prema engl. epidermal growth
factor receptor

FGF2 faktor rasta fibroblasta 2, prema engl. fibroblast growth factor 2

FXYD obitelj transmembranskih proteina s FXYD aminokiselinskim slijedom na
N-kraju

GABA gama-aminomaslacna kiselina, prema engl. gamma-aminobutyric acid

Gal galaktoza

GalNAc N-acetilgalaktozamin

GBD vezna domena za gangliozide, prema engl. ganglioside-binding domain

Glc glukoza

GPI-sidro prema engl. glycosyl phosphatidylinositol anchor
Ig imunoglobulini
IR inzulinski receptor

KO knock-out Zivotinje
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LacCer laktozilceramid, prema engl. lactosylceramide

LR lipidne splavi, prema engl. lipid rafts

MAG glikoprotein pridruzen mijelinu, prema engl. myelin-associated
glycoprotein

MAGUK gvanilat-ciklaze vezane uz membranu, prema engl. membrane-associated
guanylate kinase

MAPK protein-kinaze aktiviranie mitogenom prema, engl. mitogen-activated
protein kinases

mTOR signalni put mTOR

NCX Na*/Ca?* prijenosnik, prema engl. Na*/Ca?* exchanger

NeuAc N-acetilneuraminska kiselina, prema engl. N-acetyl-neuraminic acid

NHERF2 regulatorni faktor 2 Na*/H* izmjenjivaca, prema engl. Na*/H* exchanger
regulatory factor 2

NKA Na*, K*-ATPaza

nLR ne-splavi, prema engl. non-lipid rafts

nNOS neuronalna sintaza dusikovog oksida, prema engl. neuronal nitric oxide
synthase

Np neuroplastin

Nptn gen koji kodira neuroplastin

Nurr 1 protein 1 povezan s jezgrenim receptorom, prema engl. nuclear receptor
related 1

PD Parkinsonova bolest, prema engl. Parkinsons disease

PMCA Ca?*-ATPaze stani¢ne membrane, prema engl. plasma membrane Ca?*-
ATPase

gRT-PCR lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu, prema engl.
quantitative real-time polymerase chain reaction

RB pufer za izolaciju lipidnih splavi, prema engl. raft buffer

RNA ribonukleinska kiselina, prema engl. ribonucleic acid

ROS reaktivne kisikove vrste, prema engl. reactive oxygen species

SDS PAGE elektroforeza u denaturirajuéim uvjetima, prema engl. sodium dodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
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SZs sredi3nji Zivéani sustav
TRAF6 faktor 6 povezan s receptorom faktora tumorske nekroze, prema engl.
tumor necrosis factor receptor-associated factor 6

TrkA tropomiozin receptor-kinaza A
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1. UVOD I SVRHA RADA

1.1. GANGLIOzZIDI

Glikolipidi su velika i heterogena skupina bioloskih makromolekula u kojima je
jednaiilivise Secernih jedinica glikozidnom vezom vezana na hidrofobnu lipidnu osnovicu
ceramid (Cer). Gangliozidi, kiseli membranski glikosfingolipidi koji sadrZe sijalinsku
kiselinu, skupina su struktura razli¢ite sloZzenosti zastupljena u svim tjelesnim tkivima i
tekuéinama, a njihovu najvecu raznolikost biljezimo u sredidnjem Zivéanom sustavu (SZS)
sisavaca (1). Prije viSe od 80 godina, njemacki znanstvenik Ernst Klenk prvi je put izolirao
do tada nepoznatu vrstu kiselih lipida iz stanica moZzdanih ganglija pacijenta oboljelog
od Niemann-Pickove bolesti, te ih nazvao gangliozidima (2). Strukturno su gradeni od
hidrofilnog oligosaharidnog dijela razli¢éitog stupnja sloZenosti usmjerenog u
izvanstani¢ni okolis, te vezanog na hidrofobnu Cer okosnicu kojom su usidreni u vanjski
sloj stanicne membrane. Ono Sto razlikuje gangliozide od ostalih glikosfingolipida je
prisutnost jednog ili viSe ostataka sijalinske kiseline, N-acetilneuraminske (engl. N-
acetyl-neuraminic acid, NeuAc) ili N-glikolilneuraminske kiseline, vezanih na
lipooligosaharidnu okosnicu (3). Ovo ¢ini gangliozide odrednicama kako lipidoma, tako
i glikoma i sijaloma SZS (4). Do danas je opisano dvjestotinjak razli¢itih struktura
gangliozida, od kojih su cetiri, GM1, GD1a, GD1b i GT1b (Slika 1.1.) najzastupljeniji u
odraslom mozgu sisavaca (1). U tradicionalnoj nomenklaturi prema Svennerholmu (5),
gangliozidi su imenovani i podijeljeni u skupine prema broju ostataka sijalinske kiseline
vezanih na lipooligosaharidnu jedinicu, te prema svojoj kromatografskoj pokretljivosti.
Nakon pocetnog slova ,G“ koje oznacava gangliozid slijedi slovo koje oznacava broj
vezanih molekula sijalinske kiseline. Tako ,,M“ (mono) oznacuje jednu, ,,D“ (di) dvije, , T“
(tri) tri, ,Q" (quatra) Cetiri, ili ,P“ (penta) pet vezanih molekula sijalinske kiseline. Nakon
toga slijedi broj koji oznacava slijed i duljinu oligosaharidnog lanca $to je uzrok razlicite
kromatografske pokretljivosti gangliozida. Primjerice, GM1 ima ukupno 4 Secerne
jedinice u svom oligosaharidnom lancu, odnosno slijed Gal-GalNAc-Gal-Glc vezan na Cer
osnovicu (Gal=galaktoza, GaINAc=N-acetilgalaktozamin, Glc=glukoza). Naziv gangliozida
mozZe sadrZavati i slovo koje oznacava broj sijalinskih kiselina vezanih na unutarnju

molekulu Gal, pa tako ,,a“ oznadava jednu, ,b“ dvije, a ,,c“ tri. Temeljem toga gangliozide
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i dijelimo u a-, b-, c- ili 0, odnosno asijalo, serije. Nomenklatura gangliozida prema
Svennerholmu i danas je uvrijeZena u istraZivanju gangliozida, dok je sluzbena IUPAC
nomenklatura rijetko u upotrebi.

Biosinteza gangliozida slozen je proces koji zapocinje sintezom Cer wu
endoplazmatskoj mrezici, koji se potom prenosi u Golgijev aparat gdje nastaje
laktozilceramid (LacCer) (3),(6). Specificne glikoziltransferaze tada kataliziraju
stupnjevitu sintezu oligosaharidnog lanca na LacCer okosnici, te dodavanjem prve
molekule sijalinske kiseline nastaje gangliozid GM3, te potom GD3 i GT3, koji
predstavljaju osnovu za sintezu sloZenih gangliozida a-, b- i c-serije (Slika 1.2.) (1),(3),(7).
Nastali gangliozidi transportnim vezikulama prenose se do stanicne membrane, a

razgradnja im se odvija primarno u endosomima i lizosomima (7).

Gal GalNAc
OH

GM1
[28%)]
GD1a
[25%)]
Ho PH Ho
o} Q OH
o OH
Ho%ogvb
OH HO NHAc Q o 0
AcHn N o] on  HO O\ccmmxd GD1b

oH [26%]

OH

O
o s o
H()&v\/ N GT1b

OH [18%]

Slika 1.1. Strukture Cetiri najzastupljenija gangliozida u mozgu sisavaca, GM1, GD1a, GD1b, te GT1b s
naznacenim postotnim udjelima u mozgu covjeka. Oznake bojom: Zuta, Gal/GalNAc; plava, Glc; ljubicasta,

NeuAc. Preuzeto i prilagodeno uz dopustenje iz (8).
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@ Cer u((ﬁ;- Cer Kijué: ® Glu [ GalNAc
GlcCer O Gal @ NeuAc
O@® Cer T [JO®Cer —> O[1O@Cer QDO‘Cer > er  0-serija
LacCer GA2 GA1 cisGM1 GD1a
ST3GALS) " (GM1b)
y 3
3 o | & |
Cer 3> Cer-3p> OD?.Cer 42> QDQQCer a- serija
GM3 3 GM2 & GM1 3 GD1a
5
v

Cer —> Cer—> Cer L Cer —> Cer| b-serija
GD3 GD2 GD1b GT1b GQ1b

i i
Najzastupljeniji gangliozidi u
mozgu

Slika 1.2. Biosintetski put gangliozida u sisavaca. Glu — glukoza, Gal — galaktoza, GalNAc — N-

acetilgalaktozamin, NeuAc — N-acetilneuraminska kiselina. Crnim pravokutnicima oznacena su imena

enzima koji sudjeluju u pojedinom biosintetskom koraku. Crvenim pravokutnikom oznacena je blokada u
biosintetskom putu gangliozida u misjem modelu St8sial null, uslijed ¢ega ovim Zivotinjama nedostaju

gangliozidi b- i c-serije. Preuzeto i prilagodeno uz dopustenje iz (8).

Distribucija gangliozida unutar stanicne membrane nije ravnomjerna, ve¢ ih
nalazimo koncentriranima u lipidnim splavima (engl. lipid rafts, LR), visokoorganiziranim
domenama bogatim sloZenim sfingolipidima i kolesterolom (9), sto ih ¢ini manje
fluidnima i uredenijima u odnosu na ostatak membrane, te netopljivima u ionskim
deterdZzentima (10). Ove 10-200 nm velike domene su vremenski i prostorno vrlo
dinami¢ne, te omogucuju koncentriranje i segregaciju pojedinacnih stani¢nih
komponenata dovodedi do regulacije njihovih interakcija (11). Kolesterol je od velike
vaznosti za ustroj LR buduci da se interkalira izmedu jedinica sfingolipida, te sluZi kao
svojevrsno , ljepilo” koje drzi komponente LR na okupu (12). Izlazak kolesterola iz LR
praéeno je izlaskom veéine proteina sadrZanih u ovim domenama onemogucujuci
njihovo pravilno funkcioniranje (13). Citoplazmatski proteini koji su kovalentno
modificirani zasi¢enim masnim kiselinama, te proteini staniéne membrane koji su u nju
usidreni glikozil-fosfatidilinozitolnim sidrom (engl. glycosyl phosphatidylinositol anchor,
GPI-sidro) visoko su zastupljeni u LR (10), a transmembranski proteini usmjeravaju se u

LR aminokiselinskim slijedom u svojim izvanstani¢nim, transmembranskim ili
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unutarstani¢nim domenama (14). U domenama LR koncentriraju se i proteini ukljuceni
u puteve prijenosa signala, poput Src kinaza, proteina G, receptora faktora rasta,
proteinskih kinaza aktiviranih mitogenom (engl. mitogen-activated protein kinases,
MAPK), te protein-kinaza C (15)—(18), sto Cini LR svojevrsnim signalnim platformama s

vaznom ulogom u funkcioniranju stanice. Shematski prikaz ustroja LR dan je na Slici 1.3.

Lipidne splavi Ne-splavi (engl. bulk membrane)
A
|
Izvanstanicni prostor Jj

i il

Unutrasnjost stanice

Slika 1.3. Ustroj lipidnih splavi. 1 — gangliozidi; 2 — transmembranski protein; 3 — protein usidren GPI

sidrom; 4 — kolesterol. Shema kreirana na Biorender.com.

Koli¢ina gangliozida u mozgu znacajno se mijenja tijekom razvoja i rasta, te im je
primjerice koli¢ina u mozgu odrasloga misa do 8 puta veca u odnosu na embrionalnu
fazu (19). Tijekom ranijih faza rasta najzastupljeniji su jednostavniji gangliozidi GM3 i
GD3 koji se postepeno zamjenjuju sloZenijim GM1, GD1a, GD1b i GT1b. Prilikom starenja
dolazi do smanjenja ukupne koncentracije gangliozida u mozgu, ali i do promjena u
njihovom sastavu (20),(21), primjerice porasta ekspresije GQlb, GT1b i GD1b, a pada
ekspresije GM1 i GD1a (22).

Gangliozidi pokazuju regionalno specificne ekspresijske profile ovisne o tipu
stanica u SZS (1). Ukupna im koli¢ina u pojedinoj regiji ovisi o omjeru koli¢ine bijele i sive
tvari. Tako primjerice frontalni, parijetalni i temporalni rezanj mozdane kore sadrze
najvise GM1 i GD1a, a mali mozak i strukture povezane s osjetom vida najvise b-serije
gangliozida (23). NajviSe gangliozida eksprimirano je u mijelinu i membranama neurona,

gdje su u najve¢im udjelima zastupljeni GM1 i GM4 (24). Oligodendrociti i astrociti
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eksprimiraju jednostavne gangliozide (25),(26), a njihov sastav u membranama stanica

mikroglije slabo je poznat (27).

Uloge pojedinih gangliozida su videstruke u ustrojstvu i odrzavanju funkcije SZS.
Primjerice, gangliozid GD3 je prepoznat kao klju¢an faktor u neurogenezi. Preko
interakcije s receptorom epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor
receptor, EGFR) utje¢e na njegovu autofosforilaciju i posljedicno na signalnu kaskadu
koja promovira stani¢nu proliferaciju (28). Nadalje, utvrdena je uklju¢enost acetilirane
inacice GD3 na neuronalnu migraciju tijekom razvoja mozga Stakora (29). Za GM1 je
ustanovljeno da kod ljudi sudjeluje u izrastanju neurita i nastanku aksona (30).
Gangliozidi GT1b i GD1a veZu glikoprotein pridruzen mijelinu (engl. myelin-associated
glycoprotein, MAG), sto je klju¢no za stabilnost mijeliniziranih aksona (31),(32). U
membranama aksona utvrdena je interakcija GT1b sa signalnim kompleksom sacinjenim
od Nogo-66 receptora, Lingoa-1 i receptora neurotrofina p75NTR, a ova interakcija
vaZna je za popravak nakon ozljeda SZS (31). Potom, gangliozidi imaju kljuénu ulogu u
organizaciji ¢vorova mijeliniziranih Ziv€anih vlakana, gdje osiguravaju ispravnu
kompartimentizaciju molekula stanicne adhezije poput kontaktina/crisprl i
neurofascina-155 (33). Nadalje, promijenjen sastav gangliozida stanicne membrane
utjeCe na cjelokupnu homeostazu iona u stanici. Gangliozidi utjeCu na transport iona
preko membrana na nekoliko razli¢itih nacina opisanih u literaturi. GM1 utjeCe na
transport Ca®* iona preko staniéne membrane jer potie unos iona aktivacijom
specificnih ionskih kanala (34)—(36), a istraZivanja su i pokazala kako sadrzaj GM1 u LR
korelira s promjenama u specifiénoj aktivnosti Ca2*-ATPaze stani¢ne membrane (engl.
plasma membrane Ca®*-ATPase, PMCA) (37). Opisana je i izravna interakcija GM1 s
Na*/Ca?* prijenosnikom (engl. Na*/Ca? *exchanger, NCX) u jezgrinoj membrani (38), u
kojoj su detektirani gangliozidi GM1 i GD1a (39). Vazno je za istaknuti kako se smatra da
gangliozidi jezgrine membrane epigenetskom regulacijom utjeCu na ekspresiju gena
ovisno o stadiju razvoja i tipu stanica (40). Naime, utvrdena je interakcija GM1 s
kromatinom putem acetilacije histona u diferenciranim Ziv€éanim stanicama, a poznata

je iinterakcija GM3 s histonom H1 u jezgri (41).
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1.1.1. Meduodnos gangliozida i proteina staniche membrane

Gangliozidi stupaju u interakcije s membranskim proteinima i lipidima unutar
same membrane (cis-interakcije), kao i u interakcije s molekulama susjednih stanica i
izvanstani¢nog matriksa (trans-interakcije) (8). Vazna strukturna odlika gangliozida koja
omogucava ove interakcije je moguénost uspostavljanja vodikovih veza s lipidima i
proteinima putem svojih nabijenih hidrofilnih dijelova i amidnih skupina Cer okosnice
(42). Cis-interakcije utje¢u na submembransku lokalizaciju proteina, te mogu dovesti do
dimerizacije receptora i ostvarivanja interakcija receptora s njihovim signalnim
partnerima i regulatorima (43),(44), ¢ime gangliozdi doprinose formiranju
supramolekularnih kompleksa potrebnih za integraciju viSe puteva prijenosa signala u
stanici (45). Primjerice, GM1 veZe tropomiozinsku receptor-kinazu A (TrkA) i laminin-1,
dovodedi do stvaranja kompleksa koji promoviraju rast aksona (46). GM1 se udruzujeis
GIuR2-AMPA receptorom (AMPAR), a GT1lb s kompleksom koji usmjerava AMPAR u
membranu (engl. AMPAR-trafficking complex, ATC), sto omogucduje pozicioniranje
AMPAR u sinaptickoj membrani (47). GT1lb takoder stupa u interakcije sa
sinaptotagminom % Cime se stvara kompleks receptora za botulinum toksin tipa B u
zivéanim zavrSetcima (48). Gangliozid GD3 stupa u interakciju s EGFR dovode¢i do
inhibicije dimerizacije i aktivacije receptora (49), a GM3 stupa u interakciju s inzulinskim
receptorom (IR) dovodedi do prekida interakcije IR i kaveolina Sto rezultira prekidom u
inzulinskoj signalizaciji (43). O samoj prirodi cis-interakcija gangliozida sa specificnim
membranskim proteinima postoje ve¢ spomenuti eksperimentalni dokazi, kao i podaci
dobiveni racunalnim (molekularnim) modeliranjem (50). lzrazita Coulombovska
odbijanja negativno nabijenih karboksilnih skupina prisutnih sijalinskih kiselina
rezultiraju stabilizacijskim ostvarivanjem vodikovih veza izmedu karboksilne skupine
sijalinske kiseline i amino-skupine N-acetilgalaktozamina, poznato kao ,NH-trik“.
Potonje dovodi do prividnog zasjenjenja negativnog naboja u oligosaharidnim lancima
gangliozida te dovodi do specificne prostorne organizacije tih oligosaharidnih struktura
o ¢emu ¢e ovisiti i njihova topologija i interakcija sa specifi¢nim proteinima (50). Nadalje,
specifi¢ni proteini sadrZe i vezne domene za gangliozide, (engl. ganglioside-binding

domain, GBD) (51). S tog aspekta mozemo razlikovati Cetiri tipa veznih domena za
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gangliozide (51), sto ilustrira veliko bogatstvo potencijalnih tocki kontakta izmedu
gangliozida i proteina.

Najvazniji primjer trans-interakcija gangliozida i proteina izvanstani¢nog matriksa
u SZS je vezanje GT1b i GD1a i glikoproteina MAG. Nadalje, GM1 je identificiran kao
koreceptor faktora rasta fibroblasta 2 (engl. fibroblast growth factor 2, FGF2) (52) i a-
Klotho endokrinog faktora sa vaznom neuroprotektivnom ulogom (53). Utvrdena je i
mogucénost vezanja s neuroprijenosnicima, te se smatra kako ih gangliozidi kao
koreceptori dohvaéaju prilikom otpustanja u sinapsama, te ih usmjeravaju prema

njihovim receptorima (54).

1.1.2. Gangliozidi u bolestima sredisnjeqg Zivéanog sustava

Za normalnu funkciju SZS potrebna je precizna regulacija optimalnog sadrzaja
(koncentracije i sastava) gangliozida. Poremecaje u katabolizmu gangliozida, koje
zajednicki nazivamo lizosomskim bolestima nakupljanja, karakteriziraju progresivna
neurodegeneracija i teski neuroloski deficiti (55),(56). Do nedavno, urodene greske
biosinteze gangliozida u ljudi nisu bile poznate. Do danas, opisane su mutacije u samo
tri gena biosintetskog puta gangliozida u ljudi: deficijencija GM3-sintaze (gen ST3GAL5),
deficijencija GM2/GD2-sintaze (gen B4GALNTI1) te deficijencija ST3 B-galaktozid a-2,3-
sijaliltransferaze 3 (kodirane genom ST3GAL3) (45),(57),(58)(59). Prvi slucajevi
deficijencije GM3-sintaze opisani su 2004. godine u izoliranoj zajednici Amisa te je
utvrdeno da su uzrok autosomalnog recesivnog epileptickog sindroma s poéetkom u
djecjoj dobi (59). Za sindrom dosad poznat kao sindrom ,soli i papra” (eng. salt and
pepper syndrome) kojeg karakterizira teSko kognitivno zaostajanje, epilepsija, skolioza,
koreoatetoza, dismorficne crte lica i promijenjena pigmentacija koZe, takoder je
utvrdeno da je uzrokovan mutacijom u genu ST3GAL5 (60). Genska deficijencija
GM2/GD2-sintaze utvrdena je kod pojedinaca s kompleksnim oblikom nasljedne
spasti¢ne paraplegije (61)—(63). Karakteristicna klinicka obiljeZja oboljelih uklju¢uju
progresivhu misi¢nu slabost i spasticitet, kao i ne-progresivno kognitivno ostecéenje.
Vedina ovih pacijenata pokazuje blago do umjereno intelektualno zaostajanje koje
ponekad prate i psihijatrijske bolesti (57). Mutacije u genu ST3GAL3 koji kodira jednu od

dvije sijaliltransferaze uklju¢ene u sintezu gangliozida GD1la i GT1b utvrdene su kao
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uzrok sindroma West, odnosno epilepti¢ke encefalopatije, poremecaja karakteriziranog
epilepti¢kim napadajima, zastojem u razvoju, intelektualnim deficitima te kognitivnim
zaostajanjem uz druge neuroloske simptome (45),(59),(64). Sve to govori u prilog tome
da upravo nedostatak specifi¢nih gangliozida povezan s razvojem epilepsije (45). Posve
je jasno da se svakim danom povedéava broj poremeéaja dosad nepoznate etiologije, a
za koje se sad ispostavlja da su povezani s deficijentnom biosintezom gangliozida. Ti se
poremecaji danas klasificiraju kao urodeni poremecaji glikozilacije gangliozida (prema

engl. congenital disorders of glycosylation of gangliosides, CDG) (57),(58).

Poremedaji u sastavu i koncentraciji gangliozida, kao i promjene u njihovom
metabolizmu povezani su i s nekoliko neurodegenerativnih oboljenja, primjerice
Parkinsonovom (engl. Parkinsons disease, PD), Alzheimerovom (engl. Alzheimers
disease, AD) i Huntingtonovom boleséu (45),(65—72). Smanjenje ekspresije gangliozida
GD1ai GT1b, a povecanje ekspresije GM1 i GD1b zabiljeZzeno je u regiji substantia nigra
u oboljelih od PD (66), te je pokazano kako administracija GM1 poti¢e ubrzano cijepanje
a-sinukleina (65). U oboljelih od AD utvrdeno je kako tijekom razvoja bolesti dolazi do
smanjenja ukupne koli¢ine gangliozida, ali do porasta u ekspresiji GM2, GM3 i GM4 u
frontalnom reZnju mozdane kore (21). Dokazano je da GM1 veZe AB-peptid, te se ova
interakcija smatra vaznom u formiranju A fibrila (67),(68). IstraZzivanja na Zivotinjskim
modelima AD pokazala su protektivnu ulogu gangliozida a- i asijalo serije (45). Primjerice
nakon administracije egzogenog GM1 zabiljezeno je poboljSanje kongnitivnih
sposobnosti i smanjenje neurotoksi¢nosti uzrokovanih amiloidom u miseva i Stakora
(69),(70), a isti ucinak zabiljezen je i nakon jednogodisnje intramuskularne primjene
GM1 u pacijenata (71). Istrazivanja su pokazala i protektivnu ulogu u GM1 u modelima
ishemijskog moZzdanog udara (73),(74). Poremedaji u metabolizmu gangliozida
zabiljeZeni su i u pacijenata i u Zivotinjskom modelu amiotrofi¢ne lateralne skleroze
(75),(76). Buduci da gangliozdi sluze kao koreceptori neuroprijenosnika, smatra se kako

imaju vaznu ulogu i u patologiji poremecaja raspoloZenja (45).
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1.1.3. Misji modeli s poremecenom sintezom gangliozida

U svrhu istrazivanja funkcije gangliozida razvijeni su genetski preinaceni misji
modeli s poremecéenom sintezom gangliozida (engl. knock-out, KO) koji imaju usporedivu
ukupnu koli¢inu gangliozida kao i kontrolni miSevi, medutim sastav gangliozida se
uvelike razlikuje, ovisno o tome koji gen je inaktiviran. Primjerice, miSevi kojima
nedostaje GM2/GD2-sintaza za koju kodira B4galnt1 gen uopce ne eksprimiraju sloZzene
gangliozide, ali sintetiziraju usporedivu ukupnu koli¢inu gangliozida koju najveéim
dijelom ¢ine jednostavni gangliozidi GM3 i GD3 (8),(77),(78). Fenotipske znacajke svih
ovih modela razlikuju se ovisno o sastavu gangliozida i uklju€uju: deficite u mijelinizaciji,
progresivnu neuropatiju, motoricke deficite (79)—(81), gluhoc¢u, poremecenu
homeostazu glukoze (82)—(84), te nedostatnu regeneraciju hipoglosalnog Zivca nakon
ozljede (85). MiSeve kojima su inaktivirana po dva gena koji kodiraju enzime potrebne
za biosintezu gangliozida (tzv. double null Zivotinje), primjerice miSevi kojima su
inaktivirani geni B4galntl i St8sial, karakterizira degeneracija Zivaca, progresivni
motoricki, bihevioralni i senzoricki deficiti te su takoder podlozni indukciji letalnih
audiogenih epileptickih napadaja (86)—(88). Nedostatak svih kompleksnih gangliozida u
misjim modelima uzrokuje letalne epilepticke napadaje u gotovo 100% Zivotinja, Sto
ilustrira povezanost izmedu slozenih gangliozida i pojave epileptickih napadaja.
Medutim, mehanizam koji je u podlozi pojave epilepti¢kih napadaja u slu¢aju potpunog

nedostatka kompleksnih gangliozida joS$ nije razjasnjen (89).

1.1.4. Misji model St8sial null

Misevi St8sial null imaju nefunkcionalan gen St8sial koji kodira enzim GD3-
sintazu (ST2; a-2,8-sijaliltransferaza; EC 2.4.99.8) sto za posljedicu ima nemogucnost
sinteze gangliozida b- i c-serije, no ukupna koli¢ina gangliozida je nepromijenjena zbog
povecane sinteze gangliozida a-serije, ponajvise GM1 i GD1a (Slika 1.2.)(90). Morfoloska
analiza Ziv€anog tkiva ovih miseva ne pokazuje znacajne razlike u usporedbi s kontrolnim
zivotinjama, ne pokazuju smetnje u ponasanju, normalnog su rasta i fertilni, ali imaju
specificne neuroloske poremecaje koji su posljedica starenja i pokazuju depresivno
ponasanje (91), smanjenu moguénost regeneracije Zivaca nakon ozljede (92),(93),

poremecaje pamcenja (94), te auditorne poteSkoce (95). Pokazuju i povecanu
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osjetljivost na formalinskom testu i motoricku disfunkciju (96), te toplinsku hiperalgeziju
i mehanicku alodiniju (97). Nadalje, miSevi s nedostatkom GD3-sintaze imaju znacajno
smanjenu (za ¢ak 30%) osjetljivost na svjetlosne podrazaje te reduciranu vidnu ostrinu
(98). Osim SZS i oka, ekspresija GD3-sintaze je uobicajeno relativno visoka (u usporedbi
s drugim organima) i u bubrezima te je pokazano da nedostatak GD3-sintaze ima
odredene posljedice i za taj organ, odnosno da je kod St8sial null miSeva promijenjena
renalna ekspresija koneksina i paneksina 1 (90).

lako je ocito da inaktivacija GD3-sintaze rezultira brojnim odstupanjima od
optimalnog fizioloSkog funkcioniranja organizma, nije razjasnjen molekularni put koji
vodi od nedostatka ovog enzima do opisanog fenotipa. Svakako valja spomenuti i da je
GD3-sintaza Cesto u fokusu istrazivanja mehanizama maligne transformacije kod
razlicitih tipova tumora (99)—(102). Istrazivanja ve¢ dugo pokazuju da je uz GD2 upravo
gangliozid GD3 pojacano eksprimiran u mnogim tipovima tumora te je vaZan za
proliferativna svojstva stanica. Ekspresija GD3-sintaze je visoka u prenatalnom razvoju i
ranom djetinjstvu, ali opada sa starenjem. Medutim, kod tumora ekspresija opet
znacajno raste i u visoko proliferiraju¢im tumorskim stanicama moZemo detektirati
visoku koncentraciju GD3 gangliozida. Iz tog razloga GD3-sintaza se trenutno istrazuje
kao terapijski cilj u brojnim klini¢kim istrazivanjima i dokazano je da njena inaktivacija
dovodi do smanjene proliferacije i metastatskog potencijala tumora (99)-(102).
Medutim, upravo stoga S$to je nejasno koje sve posljedice za sobom nosi potpuna
inaktivacija GD3-sintaze i kako do tih posljedica dolazi, iznimno je vaino rasvijetliti
fizioloSke ucinke inaktivacije St8sial gena na stanice i tkiva. Iz tog razloga smatramo
St8sial null misji model idealnim ne samo za istraZivanje uloga gangliozida i njihovih
utjecaja na membranske proteine opcenito, vec¢ i odliénim alatom za pomo¢ u razvoju
optimalnih terapija kojima je cilj inaktivirati GD3-sintazu kako bi se izbjegle negativne

posljedice takvog tretmana.
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1.2. Na*, K*-ATPaza

Na*, K*-ATPaza (Na*, K*-adenozin-trifosfataza; NKA; EC 7.2.2.13) elektrogena je
transmembranska ATPaza iz porodice ATPaza tipa P topoloskog tipa |l, membranskih
proteina koji koriste energiju dobivenu hidrolizom adenozin-trifosfata (ATP) za transport
iona preko stanicne membrane nasuprot njihovom koncentracijskom gradijentu.
Karakteristika ovog tipa ATPaza je reakcijski ciklus u kojemu dolazi do izmjene dvaju
konformacijskih stanja (E1 i E2) uslijed reverzibilne fosforilacije specificnog
aminokiselinskog ostatka (103),(104). NKA izbacuje 3 Na* iona iz stanice uz istovremeni
unos 2 K* iona u stanicu po svakoj hidroliziranoj molekuli ATP-a, ¢ime se osigurava veca
izvanstani¢na koncentracija Na* i ve¢a unutarstani¢na koncentracija K*. Time stanica
gubi neto negativan naboj Sto dovodi do hiperpolarizacije potencijala stani¢ne
membrane (105). Koncentracijski gradijenti monovalentnih kationa od velike su vaznosti
za brojne fizioloSke procese ukljucujuci stabilizaciju miruju¢eg membranskog potencijala
stanice, osmotsku regulaciju stanicnog volumena, regulaciju stani¢nog ciklusa i
metabolizma, prijenos signala i ocuvanje ionske homeostaze stanice (106). NKA
neovisno o svojoj ulozi membranskog prijenosnika iona ima i ulogu receptora i signalne
molekule uklju¢ene u sinaptic¢ku plasti¢nost (107),(108). Stvara komplekse s receptorima
faktora rasta i veie se s receptorom inozitol-1,4,5-trifosfata Cime se aktivira
unutarstaniéna signalizacija posredovana Ca?* ionima (108). Vezanje sréanog glikozida
ouabaina mijenja nacin na koji NKA stupa u interakciju sa susjednim membranskim
proteinima Sto dovodi do aktivacije Src tirozinskih kinaza, transaktivacije EGFR i
povecane proizvodnje reaktivnih kisikovih vrsti (engl. reactive oxygen species, ROS)
(109),(110). Stupa i u interakciju s receptorom inozitol-trifosfata, NCX i kaveolinom-1, te
nastaju signalni kompleksi koji koordiniraju transport preko stanicne membrane (111),

a vazni su i za ustroj LR (112).

Aktivnost NKA od velike je vaznosti u mozgu, gdje je u neuronima zaduzena za
preokret postsinaptickog protoka Na*te uspostavljanje gradijenata Na* i K* potrebnih za
stvaranje akcijskog potencijala, dok u astrocitima gradijent Na* osigurava ponovno
preuzimanje neuroprijenosnika (113). Aktivhost NKA u mozgu koncentrirana je u

membranama Zivéanih zavrSetaka (114), gdje su visokozastupljeni i receptori

11
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neuroprijenosnika i neuropeptida (111). Pokazano je i kako prijenos signala posredovan
NKA sudjeluje u pocetnim fazama dendritickog rasta (115). Zanimljivo je kako se
procjenjuje da do 50% ukupne energije konzumirane u mozgu otpada na energiju
potrebnu za rad NKA (116). Potrebna energija dobiva se u oksidativnom metabolizmu
mitohondrija, a ¢ak je dokazano da odredeni transkripcijski faktori specificni za neurone

reguliraju ekspresiju i enzima respiracijskog lanaca, i pojednih podjedinica NKA (117).

Strukturno je NKA najvedi pripadnik porodice ATPaza toploskog tipa Il, a gradena
je kao heterodimer kataliticke a-podjedinice te regulacijske 8-podjedinice odgovorne za
pravilno pozicioniranje a-podjedinice i modulaciju njezine aktivnosti (113) (Slika 1.4.). a-
podjedinica polipeptid je veli¢ine je ~1020 aminokiselina, te se sastoji od 10
transmembranskih uzvojnica (M1-M10) koje sadrze vezna mjesta za katione (118), te
velike unutarstanicne i jednostavne izvanstani¢ne domene (119). Vezno mjesto za ATP,
domena aktuatora (A-domena), te fosforilacijska domena (P-domena) nalaze se unutar
dviju citoplazmatskih petlji (104),(119). Izvanstani¢na domena mjesto je vezanja sréanih
glikozida digoksina i ouabaina koji specificno inhibiraju aktivnost NKA (120),(121). U
sisavaca postoje Cetiri izoforme a-podjedinice (a1-4) kodirane Cetirima razli¢itim genima
(ATP1A1-4, Atplal-4), pozicioniranim na razli¢itim kromosomima (122), s razli¢itim
ekspresijskim profilima te kineti¢kim svojstvima (123). Afinitet prema Na* razlikuje se
medu izoformama u smjeru al > a2 > a3, a naponska ovisnost a2 > al > a3 (124). al
predominantna je i ubikvitarno eksprimiranaizoforma, s najveéim afinitetom za K* (125),
a u mozgu je eksprimirana u neuronima i glija stanicama (126). a2 ponajvise je
eksprimirana u sréanom, kostanom i adipoznom tkivu, te potom tkivu pluéa i mozgu, u
astrocitima i oligodendrocitima(126),(127). Izoforma a3 pokazuje vrlo mali afinitet za
Na* (125), te je primarno eksprimirana u neuronima (127),(128) i glijalnim stanicama
(125), dok je a4 izoforma eksprimirana samo u testisima (129). B-podjedinica
transmembranski je glikoprotein (130) i klju¢na je za pravilno smatanje, sazrijevanje, te
usmjeravanje i pozicioniranje aB-heterodimera u stani¢cnu membranu (131),(132). U
sisavaca postoje tri izoforme (81-3), kodirane razli¢itim genima (ATP1B1-3, Atp1b1-3), s
razlicitim ekspresijskim profilima ovisno o vrsti tkiva i tipu stanica (113),(128). 81

ubikvitarno je eksprimirana izoforma (133), dok 82 ima ulogu adhezijske molekule u
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stanicama glije, ostvarujuci interakcije s neuronima (134) te je visokoeksprimirana u
malom mozgu misa (135). 83 izoforma eksprimirana je u tkivima pluéa, bubrega, slezene,
crijeva te mozga, u oligodendrocitima (126),(136). B-podjedinica se sastoji od 30
aminokiselina velikog N-kraja, unutarstani¢éne domene, transmembranske uzvojnice, te
240 aminokiselina C-kraja koji €ini izvanstani¢nu domenu (113). Transmembranska
uzvojnica sadrzi konzerviranu aminokiselinsku sekvencu Y(XX)YF (gdje je X bilo koja
hidrofobna aminokiselina) koja je klju¢na za ostvarenje interakcije izmedu a- i 8-
podjedinice (137). Osim uloge svojevrsnog pratitelja (engl. chaperone), istrazivanja su
pokazala i kako 8-podjedinica ima utjecaj na samu enzimsku aktivnost NKA, s utjecajem
na afinitet za K* uslijed stabilizacije E2P intermedijera (104), s razli¢itim afinitetima
tkivno eksprimiranih izoformi (124),(138). Uz pomo¢ proteoliticke digestije (139), te
fluorimetrije naponskom stezaljkom (130) konformacijske promjene unutar 8-
podjedinice tijekom reakcijskog ciklusa NKA. 82 ukljuéena je i u ostvarivanje
medustani¢nih interakcija (140). Treéa, y-podjedinica NKA proteini su iz FXYD obitelji
transmembranskih proteina sa FXYD aminokiselinskim slijedom na N-kraju (141). Sedam
razli¢itih FXYD proteina tkivno specifi¢no se vezu za a-podjedinicu i reguliraju njezinu

aktivnost (142).

Unutrasnjost stanice

Slika 1.4. Shematski prikaz strukture NKA unutar staniéne membrane. NKA je heterodimer a- i 8-
podjedinice, te pridruZene y-podjedinice (FXYD). a-podjedinica sadrzi 10 transmembranskih domena (M1-

10), dok 8- i y-podjedinice sadrze jednu transmembransku regiju. Shema kreirana na Biorender.com.
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Za aktivnost NKA od iznimne je vaznosti njezin lipidni mikrookolis uslijed fizikalnih
i kemijskih interakcija s lipidima koji je okruzuju (143). IstraZivanja su pokazala
postojanje dviju populacija NKA unutar membrane: aktivna populacija smjestena u
najvecem dijelu stanicne membrane te neaktivna unutar lipidnih splavi, i u kaveolama
(144). Specificno vezani lipidi imaju vezna mjesta unutar o« uzvojnica u
transmembranskim regijama proteina ili unutar Supljina na njihovoj povrsini, te su za
NKA kristalografskim metodama definirana vezna mjesta za fosfolipide i kolesterol (143).
Osim lipida s odredenim veznim mjestima unutar enzima, poznati su i tzv. prstenasti
lipidi (engl. annular lipids) koji okruzuju transmembranske regije proteina (143), od kojih
je otprilike 30 definirano u interakciji s NKA, najveé¢im udjelima fosfatidilkolin,
fosfatidilserin i kolesterol (145). NKA pokazuje vecu sklonost interakcijama s negativno
nabijenim fosfolipidima, poglavito fosfatidilserinom, nego s neutralnim lipidnim
strukturama (145). Dokazano je i kako navedeni lipidi imaju funkcionalni utjecaj na
aktivnost same NKA na nacin da ju fosfatidilserin i kolesterol stabiliziraju, polinezasiéeni
fosfatidiletanolamini stimuliraju, a sfingomijelin i kolesterol mogu i inhibirati (143).
Kolesterol se moZe vezati na dva mjesta u strukturi NKA, izmedu a- i FXYD podjedinica

Sto stabilizira NKA, iliizmedu a- i 8-podjedinice $to onemogucuje aktivnost enzima (146).

Utjecaj gangliozida na aktivnost NKA zabiljeZen je u studijama u kojima je njezina
aktivnost mjerena uz egzogeni dodatak gangliozida u homogenatima razliCitog
podrijetla, Cesto kontradiktornih rezultata (147). Primjerice, pokazano je kako
nanomolarne koncentracije gangliozida GM1, GD1a, GD1b, GT1b aktiviraju NKA (148),
medutim jo$ nije razjasnjeno na koji nacin (147). Spektroskopskom analizom
upregnutom elektronskom spinskom rezonancijom i spinski obiljezenim gangliozidima
GM1, GM2, GM3, GD1b utvrden je nedostatak selektivnosti GM1, GM2 i GM3 prema
NKA u odnosu na fosfatidilkolin, dok je GD1b pokazao selektivnost manju u odnosu na
fosfolipide (149). Dosadasnja istraZivanja naSe skupine pokazala su kako dolazi do
promjene u aktivnosti NKA zbog redistribucije gangliozida i potencijalno ostalih
membranskih komponenti uslijed brojnih ciklusa smrzavanja i odmrzavanja.
Preraspodjelu NKA izmedu lipidnih splavi i ostatka membrane odnosno intenzitet

imunoreaktivnosti prati i preraspodjela GM1, dok preraspodjela GD1a, GD1b, i GT1lb
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prati promjene u aktivnosti NKA (150). Pokazali smo i kako na razini genske ekspresije
postoje suptilne razlike u ekspresiji specificnih podjedinica NKA u misjim modelima s
poremecéenom sintezom gangliozida Sto upucuje na mnogo dublji i sloZeniji utjecaj
gangliozida na NKA (151). Nadalje, submembranska lokalizacija NKA se mijenja izmedu
LR i ostatka membrane ukoliko je gangliozidni sastav stanicne membrane promijenjen.
Smatramo da su ova vrijedna opazanja kao i nepodudarnost medu rezultatima
istrazivanja utjecaja gangliozida na NKA razli¢itim pristupima odli¢na polaziSna tocka
koju treba popratiti s detaljnim razumijevanjem temeljnih procesa koji dovode do ovih

promjena.

1.2.1. Na*, K*-ATPaza u bolestima sredisnjeq Zivéanog sustava

S obzirom na velik broj procesa u koje je ovaj enzim ukljucen, nije iznenadujuce
kako se disfunkcije NKA povezuju s brojnim patofiziolokim promjenama u SZS, poput
glioma, multiple skleroze, subakutnog skleroznog panencefalitisa, PD, AD, sistemskog
eritemskog lupusa, Downovog sindroma, te epilepsije (152)—(154). Razli¢iti fenotipovi u
epilepsiji povezani su s mutacijama gena koji kodiraju za izoforme a-podjedinice (126).
Mutacije u genu koji kodira za al-podjedinicu povezane su s hipomagnezinemijom i
epilepsijom u djece (155), a mutacije u genu za a2-podjedinicu u obiteljskoj
hemiplegijskoj migreni s pojavom epileptickih napadaja u adolescentskoj dobi (156), te
u oboljelih od polimikrogirije (157). Nekoliko razli¢itih mutacija u genu za a3-podjedinicu
zabiljezene su u naizmjeni¢noj djec¢joj hemiplegiji (158). Tijekom epilepti¢nih napadaja
smanjena aktivnost NKA zabiljeZzena je i kod ljudi kao i u mnogim istrazivanjima na
animalnim modelima epilepsije (159)—(162). Potencijalan mehanizam uklju¢enosti NKA
u patogenezu epilepti¢nih napadaja je da uslijed disfunkcije NKA dolazi do porasta
unutarstanicne koncentracije Na* Sto uzrokuje inhibiciju prijenosa gama-aminomaslaéne
kiseline (engl. gamma-aminobutyric acid, GABA), povedanja ekscitacije posredovane
NMDA receptorom, te porast unutarstani¢ne koncentracije Ca?* uslijed interakcije s NCX
(126). Snizena aktivnost i ekspresija NKA zabiljezene su kod pacijenata oboljelih od AD i
u animalnim modelima i kulturama stanica (163)—(167), a mutacije u genima za a-

podjedinicu smatraju se vainim faktorom u razvoju patogeneze AD (154),(168).
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Smanjenje aktivnosti NKA moze biti izazvano lipidnom peroksidacijom, buduéi da
amiloid dovodi do lipidne peroksidacije u kortikalnim i hipokampalnim neuronima (166).
Utvrdeno je i stvaranje kompleksa izmedu AB(1-42) peptida i NKA, u kojemu se amiloid
veze u prazninu izmedu a- i 8-podjedinice te dovodi do gubitka aktivnosti enzima (169).
Nedavno objavljeno istrazivanje identificiralo je a2-podjedinicu NKA kao pozitivni
regulator neuroinflamacije ovisne o astrocitima budu¢i da je njezina ekspresija
zabiljezena i u ljudi i na misjem modelu tauopatija (170). Mutacije gena za a3-
podjedinicu povezane su i s manijom (171), a agrin, antagonist NKA, potencijalni je
kandidat za njezino lijeCenje, kao i za lije¢enje drugih poremecaja s uo¢enim smanjenjem
aktivnosti NKA (172). Brojni dokazi upucuju i na uklju¢enost NKA u razvoju bipolarnog
poremecaja (173), a smanjena aktivnost zabiljeZena je i u depresivnim poremecajima
(174),(175). Smatra se kako inhibicijom kalcineurina dolazi do smanjenja aktivnosti NKA,
Sto uzrokuje pojavu simptoma depresije djelovanjem signalnog puta mTOR (176).
Smanjenje aktivnosti NKA uoceno je i u eksperimentalnom modelu ozljede mozga (177),
kao i u Zivotinjskom modelu akutne ishemije (178).

S obzirom na veliki broj dokaza o uklju¢enosti NKA u patofizioloSke promjene u
S7S, kao i u njegovom normalnom funkcioniranju i modulaciju razli¢itih puteva prijenosa

signala, ovaj enzim predstavlja zanimljivog kandidata za razvoj buducih terapija.

1.3. Ca?*-ATPaza STANICNE MEMBRANE

PMCA (EC 3.6.3.8) je pripadnik porodice ATPaza topoloskog tipa Il i jedan je od
kljuénih enzima u odrZavanju stani¢éne homeostaze Ca%*(179). Samim time, PMCA je od
velike vaznosti zbog uloge Ca?* kao drugog glasnika u putevima prijenosa signala
uklju¢enih u brojne stani¢ne procese, poput fosforilacije i defosforilacije proteina,
genske ekspresije, diobe stanice i stani¢ne proliferacije (180). PMCA posjeduje veliki
afinitet za prijenos unutarstani¢nih Ca?* iona u izvanstaniéni prostor, prenoseci jedan
Ca?* ion po hidroliziranoj molekuli ATPa, medutim pokazuje mali kapacitet za prijenos u
usporedbi s drugim prijenosnicima Ca?*, poput NCX (181). U SZS je koncentracija
unutarstanié¢nog Ca?* kljuéan regulatorni mehanizam ukljuéen u procese otpustanja
neuroprijenosnika, prijenos signala, induciranje genske ekspresije, sinapticku

plasti¢nost, te procese uéenja i paméenja (182). Uslijed signalizacije posredovane Ca?*,

16



Borna Puljko Doktorska disertacija

neuroni ponovno uspostavljaju osnovnu koncentraciju Ca?* kako bi omogudili novu
stimulaciju, te kako bi se sprijecila citotoksicnost zbog poveéane unutarstanicne
koncentracije Ca%* (183). Upravo djelovanje PMCA jedan je od kljuénih nadina za
odrZavanje unutarstani¢ne koncentracije Ca%* (181).

Strukturno se PMCA sastoji od 10 transmembranskih regija, dok su joj N- i C-
krajevi s citosolne strane stanicne membrane (180) (Slika 1.5.). U strukturi su od velike
vaznosti dvije unutarstanicne petlje vazne za ostvarivanje konformacijskih promjena u
reakcijskom ciklusu enzima (184). Citosolna regija sadrzi kataliticku domenu s veznim
mjestom za ATP, te aspartatni ostatak podloZzan fosforilaciji (P-mjesto), karakteristi¢an
za ATPaze tipa P (184). Od velike vaZznosti su i tri mjesta alternativnog prekrajanja (A-, B-
i C-mjesto), uslijed kojeg proizlazi velik broj proteina u rasponu masa 120-140 kDa (184).
Cetiri glavne izoforme PMCA u sisavaca, PMCA1-4, kodirane su &etirima razli¢itim
genima (ATP2B1-4, Atp2bil-4), koji su kod ljudi i miSeva izmjesSteni na razlicitim
kromosomima (180),(184),(185). PMCA1 i 4 ubikvitarno su eksprimirane izoforme (180),
a PMCA1l smatra se odrzavateljskom izoformom (engl. House-keeping) za Ciji je
nedostatak pokazano da u misSeva uzrokuje smrt ve¢ u embrionalnom stadiju razvoja
(186). PMCA2 i 3 predominanto su eksprimirane u SZS i ekscitabilnim tkivima
(180),(184),(187). PMCA2 posebno je zastupljena u Purkinjeovim i granularnim
stanicama malog mozga, a PMCA3 u dendritickim zavrSetcima maloga mozga i koroidnog
spleta (188). Funkcionalna zna&ajnost i lokalizacija ostalih izoformi PMCA u SZS jo3 je
uvijek nedovoljno istrazena (189), no poznato je kako im se ekspresija mijenja tijekom
razli¢itih stadija razvoja mozga (190), te prilikom starenja (37). Osim njihove tkivno-
specifitne ekspresije, izoforme PMCA razlikuju se i po svojim kinetickim svojstvima.
PMCA1 i 4 smatraju se ,sporim“, a PMCA2 i 3, brzim“ izoformama zbog visoke bazalne
aktivnosti (191). Osim uloge membranskog prijenosnika iona, PMCA je putem interakcija
s drugim membranskim proteinima takoder uklju¢ena u puteve prijenosa signala u
stanici (179). ZabiljeZeno je ostvarivanje interakcija s proteinima iz porodice membranski
vezanih gvanilat-kinaza (engl. membrane-associated guanylate kinase, MAGUK)(192),
regulatornim faktorom 2 Na*/H* izmjenjivaca (engl. Na*/H* exchanger regulatory factor
2, NHERF2) (193), Ania-3 Homer proteinom (194), neuronalnom sintazom dusikovog

oksida (engl. neuronal nitric oxide synthase, nNOS) (195), te serinskom protein-kinazom
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ovisnom o kalciju i kalmodulinu (engl. calcium/calmodulin-dependent serine protein
kinase, CASK) (196). PMCA je uklju¢ena i u regulaciju signalnog puta Ras/Erk putem

interakcija s njegovim nizvodnim efektorom Rassf1A (197).

Unutrasnjost stanice

COO0-

Slika 1.5. Shema strukture PMCA unutar stani¢ne membrane. 1 — mjeto alternativnog prekrajanja A; 2 —
P-mjesto; 3 — mjesto alternativnog prekrajanja C; 4 — vezno mjesto za kalmodulin. Shema kreirana na

Biorender.com.

Zanimljivo je za istaknuti kako je istrazivanjem u stani¢nim kulturama utvrdena
inhibicija aktivnosti PMCA u ovisnosti o NKA zbog termodinamic¢kog pomaka koli¢ine
slobodne energije u korist NKA uslijed dostizanja kriticne koncentracije ATP-a. Drugim
rijeCima, NKA ,krade” ATP od PMCA odnosno dostupni ATP Ce iskoristiti NKA prije PMCA
te dolazi do inhibicije aktivnosti PMCA (198). Aktivhost PMCA najveéim dijelom
regulirana je vezanjem kalmodulina (engl. calmodulin, CaM) za regulatornu domenu
¢ime se onemogucuje autoinhibicija enzima uslijed niskih koncentracija Ca?* (199).
Aktivnost joj regulira i citoplazmatska endopeptidaza kalpain aktivirana kalcijevim
ionima (200), te proteinske kinaze A i C fosforilacijom serinskih i treoninskih ostataka na
C-kraju proteina (201),(202). Promjene u lipidnom sadrzaju membrana kao posljedica
starenja takoder utjecu na aktivnost PMCA (37)(203). U neuronalnim membranama
najveca koli¢ina PMCA zastupljena je viSesinaptickim zavrSecima u blizini mjesta
otpustanja neurotransmitera (191). Negativno nabijeni fosfolipidi, poput
fosfatidilserina, kardiolipina, fosfatidilinozitola stimuliraju (204),(205), dok neutralni

lipidi nemaju ucinka na aktivnost PMCA (204). Fosfatidilinozitol-4,5- bisfosfat smanjuje
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aktivnost PMCA u mozgu (204). Utvrdeno je kako je najveéa aktivhost PMCA unutar

mikrodomena LR bogatih gangliozidima i kolesterolom (37),(206).

Za gangliozide postoje saznanja da utjeCu na homeostazu Ca?* u mozgu, te je
pokazano kako promjena u kolicini pojedinih gangliozida kao posljedica starenja utjece
na aktivnost PMCA. Gangliozid GD1b stimulira PMCA, GM1 smanjuje, a asialo-GM1 u
potpunosti inhibira u mozgu Stakora (181). Ista zapaZanja zabiljeZzena su prilikom
dodavanjem egzogenih gangliozida u sinaptosome svinje¢eg mozga, ukazujuci na
vaznost prisutnosti ostataka sijalinske kiseline u regulaciji aktivnosti PMCA (207).
Gangliozidi GM1, GM2 i GM3 takoder su smanjivali aktivnost PMCA, a u istom
istraZivanju pokazano je i kako gangliozidi utje¢u na afinitet PMCA prema Ca?*i kineti¢ke
parametre enzima, na nacin da GD1b i GM2 poveéavaju afinitet, dok GDb1 snizava, a
GM2 povecava Vmax (207). Nasa istrazivacka skupina pokazala je da su kompleksi PMCA
s neuroplastinom (engl. neuroplastin, Np) selektivno stabilizirani u lipidnim splavima
koje sadrze GM1, te da promijenjen sastav ili poremecena organizacija lipidnih splavi
rezultira promijenjenom regulacijom prometa Ca?* iona u neuronima (208). Nadalje,
pokazali smo da blokiranje GM1 specifinim protutijelom u primarnim hipokampalnim
kulturama rezultira odgodenim obnavljanjem razine Ca?* iona nakon otpustanja
potaknutog elektricnim podrazajem u somi hipokampalnih neurona (208). Nasi
preliminarni rezultati takoder ukazuju na preraspodjelu PMCA izmedu organiziranih
domena LR i ostatka membrane ukoliko je gangliozidni sastav stanicne membrane
promijenjen. Medutim, iako su neki ucinci gangliozida na PMCA dokumentirani, to¢an

mehanizam i prirodu interakcija izmedu njih tek treba razjasniti.

1.3.1. Ca?*-ATPaza stanicne membrane u bolestima sredisnjeq Zivéanog sustava

Buducdi da je SZS jedino mjesto u tijelu u kojemu su eksprimirane sve &etiri izoforme
PMCA, napravljen je velik broj istrazivanja o mogucoj uklju¢enosti ovog enzima u razvoj
neuropatoloskih promjena. Polimorfizmi gena ATP2B2 koji kodira za PMCA2 zabiljezeni
su u ljudi s poremedajima iz spektra autizma (209),(210) , a mutacije unutar ovog gena

zabiljeZzene su i u oboljelih i u miSjem modelu Huntingtonove bolesti (211). PMCA2 KO
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misevi razvijaju gluhoCu i probleme s odrzavanjem ravnoteze i hodanjem, vjerojatno
zbog visoke ekspresije ove izoforme u malome mozgu (212). Smanjena ekspresija
PMCA2 zabiljezena je i u Stakorskom modelu autoimunog encefalomijelitisa (213).
Mutacije unutar gena koji kodira za PMCA3 zabiljeZzene su u oboljelih od cerebelarne
ataksije (214),(215). Buduéi da je ekspresija PMCA2 i 3 ograni¢ena na SZS i ekscitabilna
tkiva, nije neobi¢no da se promjene u njihovim genima odrazavaju u vidu razlicitih
neuropatoloskih fenotipova. Smanjenje ekspresije PMCA2 zabiljezeno je i nakon
inducirane ozljede kraljeznicne moZdine u Stakora (216). Medijatori lokalne upale u
ozljedi SZS, bradikinin i ATP aktiviraju PMCA4 u neuronima dentatnog girusa (217), $to
ukazuje da povecanje aktivnosti PMCA dovodi do poveéane ekscitabilnosti senzornih
neurona u odgovoru na ozljedu (218). Mutacije unutar gena ATP2B4 utvrdene su u
oboljelih od hereditarne spasticne parapareze sa simptomima mentalne retardacije i
konvulzijama (219). PMCA je i jedan od proteina ija se koli¢ina pokazala nizom u mozgu
oboljelih od shizofrenije (220). Gubitak aktivnosti PMCA zabiljezen je i u oboljelih od AD
i PD, te u Zivotinjskim modelima ovih neurodegenerativnih bolesti (221). Nemoguc¢nost
odrzavanja homeostaze Ca?* u mozgu jedna je od znacdajki AD (218), te je dokazana
inhibicija PMCA AB-peptidom, s najveéim inhibitornim uc¢inkom na PMCA4 (222). Pad
aktivnosti PMCA uslijed akumulacije tau i AP proteina, te posljedicno povecanje
unutarstaniéne koncentracije Ca?* mogu¢ je uzrok stani¢ne smrti u AD (191). CaM kao
aktivator PMCA predlaze se i kao ciljna molekula u razvoju terapija bududi da je

pokazano da kao antagonist AB-peptida kompetitivho veze PMCA (223).

1.3.2. Glikoprotein neuroplastin kao funkcionalna podjedinica Ca®**-ATPaze stanicne

membrane

Visokoglikozilirani protein Np pripadnik je porodice imunoglobulinskih proteina
(engl. immunoglobulins, Ig) te je molekula stani¢ne adhezije zaduZena za trans-
homofilno vezanje u sinapsama (224). Prepisivanjem jednog gena (NPTN, Nptn) nastaju
dvije izoforme, ubikvitarno eksprimirana Np55 te Np65 eksprimirana u mozgu, s 2
odnosno 3 Ig domene (Slika 1.6.) (224),(225). Np65 predominatno je eksprimiran u

neuronima mozdane kore, hipokampusa i strijatuma, te u manjim koli¢inama u talamusu
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i hipotalamusu, dok je relativnho slabo zastupljen u malome mozgu (225). Np55 je
detektiran u svim regijama mozga, a u malome mozgu predstavlja 95% ukupnog Np
(226). Np je ukljuen u regulaciju strukture i funkcije sinapsi i odrZavanje sinapticke
plasti¢nosti (227) te dugorocnu potencijaciju u CA1 hipokampalnim sinapsama (228),
izrastanje neurita (229), procese ucenja i formiranja asocijativhog pamcenja (230), a
ukljucen je i u puteve prijenosa signala u stanici interakcijom sa signalnim putem MAPK
kinaza (231). Identificiran je i kao vezni partner receptora GABA-e (232) i faktora 6
povezanim s receptorom faktora tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor
receptor-associated factor 6, TRAF6) (233). Promjena u ekspresiji Np povezana je s
brojnim poremecajima SZS i njihovim Zivotinjskim modelima, ukljuéujuci shizofreniju
(234), poremecaje iz spektra autizma (235), razvoj simptoma anksioznosti i depresije

(236) i AD (237).

Np je identificiran kao vezni partner i funkcionalna podjedinica PMCA klju¢na za
njezinu ekspresiju i aktivnost, te shodno tome i za homeostazu Ca?* (225),(238).
Kompleks ljudske PMCA1 i Np strukturno je opisan krioelektronskom mikroskopijom u
istrazivanju koje je pokazalo kako PMCA1 bez Np gubi svoju kataliticku aktivnost, te je
definirano i vezno mjesto unutar transmembranske uzvojnice Np i transmembranske

regije PMCA1 (239).

Np65 NpS5

Izvanstanicni prostor i ;
Unutrasnjost stanice

Slika 1.5. Shema strukture Np65 i Np55. Uz transmembransku domenu, izoforma Np65 posjeduje tri, a
Np55 dvije imunoglobulinske domene usmjerene u izvanstani¢ni prostor. Shema kreirana na

Biorender.com.
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Nadalje, poznato je da dolazi do preraspodjele Np izmedu razli¢itih membranskih
domena, te je veéina Np preferentno zastupljena u domenama LR, ukazujuci na vaznost
lipidnog mikrookolisa za njegovo funkcioniranje i ostvarivanje interakcija s proteinima
poput glutamatnih receptora, receptora GABA-e i PMCA (240). Nasa istrazivacka skupina
utvrdila je da uslijed promijenjenog sastava gangliozida membrane dolazi do promjene
u ekspresiji i imunolokalizaciji Np u misjem hipokampusu (241). Ova vrijedna opazanja
polazisna su tocka za rasvjetljavanje nacina na koji lipidni okolis modulira funkciju Np i
posljedicno stani¢ne procese i razvoj neuropatofizioloskih promjena u koje je ovaj

protein ukljucen.

Svrha ovog doktorskog rada je primjenom metoda analize genske i proteinske
ekspresije, submembranske lokalizacije i enzimske aktivnosti NKA i PMCA doprinijeti
razumijevanju funkcionalnosti ovih enzima. Pri tome ¢emo uzeti u obzir kompleksnu
mrezu interakcija izmedu NKA i PMCA unutar membrane i unutar stanice, te imati na
umu vaznost lipidnog mikrookolisa na njihovo funkcioniranje uslijed promijenjenog
sastava gangliozida. Rezultati ovog istrazivanja ¢e doprinijeti rasvjetljavanju utjecaja
gangliozida na aktivhost membranskih prijenosnika iona zaduZenih za stvaranje
akcijskog potencijala neurona i unutarstani¢nu signalizaciju, kao i razumijevanju
patologije poremedaja u ljudi uzrokovanih mutacijama u genima koji kodiraju za enzime

biosintetskog puta gangliozida (urodenih poremecaja glikozilacije gangliozida).
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2. HIPOTEZA

Poveéana koli¢ina gangliozida a-serije i nedostatak gangliozida b- i c-serije u
mozdanom tkivu miseva St8sial null uzrokuje smanjenje genske i proteinske ekspresije
membranskih prijenosnika iona NKA i PMCA, manju enzimsku aktivnost NKA i PMCA, te
intramembransku redistribuciju NKA, PMCA i neuroplastina, funkcionalne podjedinice

PMCA.
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3. CILJEVI RADA

3.1. oPCI CIL

Sustavno utvrditi utjecaj promijenjenog sastava gangliozida membrane na gensku

i proteinsku ekspresiju, te submembransku lokalizaciju NKA, PMCA i Np, kao i na

enzimsku aktivnost NKA i PMCA u razlicitim regijama mozga koristeci se miSjim modelom

St8sial null s poremecenom sintezom gangliozida.

3.2. SPECIFICNI CILJEVI

1)

1)

V)

Odrediti proteinsku i gensku ekspresiju NKA, PMCA i Np u regijama mozga
misjeg modela St8Sial null u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama.
Odrediti enzimsku aktivnost NKA i PMCA u regijama mozga miSeva St8Sial
null u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama.

Odrediti  utjecaj promjene sastava gangliozida ~membrane na
submembransku lokalizaciju PMCA, NKA i Np u regijama mozga miSeva
St8Sial null u odnosu na odgovarajuée kontrole.

Odrediti koncentraciju kolesterola u homogenatima i frakcijama lipidnih
splavi i ne-splavi u regijama mozga miSeva St8Sial null u usporedbi s

odgovarajucim kontrolama.
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4. MATERUALII METODE

4.1. MATERUAL

4.1.1. Pokusne Zivotinje

U svrhu ovog istrazivanja koristeno je ukupno 25 miseva dvaju sojeva: 12 miseva
soja St8sial null s poremeéenom sintezom gangliozida i 13 kontrolnih miSeva soja
B6;129S. Sve koristene Zivotinje muskog su spola i starosti 6 mjeseci. Zivotinje su
ustupljene ljubaznos$éu prof. dr. sc. Marije Heffer s Katedre za medicinsku biologiju i
genetiku Medicinskog fakulteta Sveucilista u Osijeku. MiSevi su uzgajani u Vivariju i
prostoru za kirurSke zahvate na glodavcima Medicinskog fakulteta Sveucilista u Osijeku,
u nastambi broja odobrenja HR-POK-005. Zivotni uvjeti uzgoja definirani su ciklusima
dan/no¢ u intervalima od 12 sati (12/12) uz stalno odrZavanje temperature i vlaznosti
zraka. Hrana i voda bile su dostupne Zivotinjama ad libitum, u okoliSu obogacenom
predmetima za igru. Rad s misjim modelima odobren je od strane Etickog povjerenstva
Medicinskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu u sklopu HRZZ projekta ,,Molekularni biljezi
vulnerabilnosti, adaptacije i plasti¢nosti neurona u akutnoj i kroni¢noj ozljedi mozga“(IP-
2016-06-8636) te Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske u sklopu HRZZ projekta
,Patofiziologke posljedice promjena sastava lipidnih splavi“ (IP-2014-09-2324). Zivotinje
su uzgajane i koristene u skladu sa Zakonom o zastiti Zivotinja (NN 102/2017),
Pravilnikom o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/2013) te
Direktivom 2010/63/EU Parlamenta Europske unije. Rad sa Zivotinjama odvijao se
prema smjernicama ARRIVE 2.0 za rad sa laboratorijskim Zivotinjama uz poStovanje

nacela 3R (242).

4.1.1.1. Uzorkovanje

Zivotinje su koridtene isklju¢ivo u svrhu uzorkovanja tkiva te nisu podvrgnute
eksperimentalnim postupcima. Usmréene su u komori s CO, bez anestetika za
eutanaziju, nakon Cega je izdvojen mozak. Mozgovi su potom neuroanatomski disecirani

izdvajajuci tri mozdane regije za analizu; mozdanu koru, hipokampus i mali mozak.
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Pojedinacne regije su potom smrznute u teku¢em dusiku te pohranjene na -80 °C do

koriStenja.

4.1.2. Kemikalije, predgotovljeni kompleti, protutijela i pocetnice

U svrhu istrazivanja koristene su kemikalije navedene u Tablici 4.1, te
predgotovljeni kompleti navedeni u Tablici 4.2. U Tablici 4.3. navedena su protutijela s
pripadaju¢im razrjedenjima koriStena za westernsku metodu otiska, a u Tablici 4.4.
sekvencije pocetnica koristenih za izvedbu lanc¢ane reakcije polimerazom u stvarnom

vremenu (engl. quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR).

Tablica 4.1. Popis kemikalija koriStenih u istraZivanju

Kemikalija Proizvodac Kataloski broj
Adenozin-trifosfat, ATP Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD A9062-1G
Amonijev molibdat heksahidrat, (NH4)sM07024 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD 09878-25G
- 4H,0
Brij® 020 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD 436240-100G
Ditiotreitol Fluka BioChemica, Buchs, Svicarska 43819
Fenilmetansulfonil-fluorid Acros Organics B.V.B.A., Geel, Belgija 215740050
Gangliozid GD1b Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD G0146-1MG
Gangliozid GT1b Ustupljeno ljubaznoséu prof. Schnaara
Glicin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD G7126-1KG
Inhibitor proteaza cOmplete Mini, EDTA free Roche Holding AG, Basel, Svicarska 11836170001
Kalcijev klorid, CaCl Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska 11072 06
Kalijev dihidrogenfosfat, KH,PO4 Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska 11124 08
Kalijev klorid, KCI Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska 11209 07
Karboksieozin Marker Gene Technologies, Inc., Eugene, OR, SAD 111900
Magnezijev klorid, MgCl» Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska 13017 07
Metanol, CHsOH Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska 13089 01
Natrijev dodecilsulfat, SDS GE Healthcare Life Sciences 17-1313-01
Natrijev florid, NaF Alkaloid, Skopje, Sjeverna Makedonija -
Natrijev hidrogenfosfat, Na;HPO, Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska 14098 06
Natrijev klorid, NaCl T.T. T. Ltd., Novaki, Hrvatska -
Ouabain oktahidrat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD 03125-250MG
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD 26617
Saharoza Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska 18004 08
Sumporna kiselina, H2S04 Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska 18165 01
Trikloroctena kiselina, CClsCOOH Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Njemacka 8789
Tris(hidroksimetilllaminometan, Tris Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD 252859-500G
Tween® 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD P1379-100ML
Zeljezo (Il) sulfat heptahidrat, FeSO4 - 7 H20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD 215422-250G
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Tablica 4.2. Popis predgotovljenih kompleta koristenih u istraZivanju

Svrha Naziv Proizvodac Kat. broj
Komplet za izolaciju ribonukleinske kiseline GenelET RNA Purification kit Thermo Fisher Scientific, K0702
Waltham, MA, SAD
Komplet za lan¢anu reakciju polimerazom u RT-PCR SYBR Green PCR Applied Biosystems, 4309155
stvarnom vremenu Master Mix Waltham, MA, USA
Komplet za provjeru kakvoce ribonukleinske Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies, 5067-1511
kiseline na mikroCipovima Santa Clara,CA, SAD
Komplet za odredivanje koncentracije Amplex™ Red Cholessterol Thermo Fisher Scientific, Al12216
kolesterola Assay Kit Waltham, MA, SAD
Komplet za odredivanje koncentracije Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, 23225
proteina Rockford, IL, SAD
Komplet za reverznu transkripciju High-Capacity RNA-to-cDNA™ Applied Biosystems, 4388950
KIT with RNase Inhibitor Waltham, MA, USA
Komplet za tretman Dnazom | DNase | Amplification grade Sigma-Aldrich, St. Louis, ENO0521
MO, SAD
Komplet za vizualizaciju kemiluminiscencije SuperSignal™ West Femto Thermo Fisher Scientific, 34095
Maximum Sensitivity Substrate Waltham, MA, SAD
Pufer za denaturaciju uzoraka NUuPAGE™ LDS Sample Buffer Thermo Fisher Scientific, NPO007
(4x) Waltham, MA, SAD
Reducirajuca otopina NuPAGE™ Sample Reducing Thermo Fisher Scientific, NP0O009
Agent (10X) Waltham, MA, SAD

Tablica 4.3. Popis protutijela koristenih u westernskoj metodi otiska s pripadaju¢im razrjedenjima

Primarna protutijela

Naziv Klasa protutijela Organizam Proizvodac i kataloski broj Razrjedenje
porijekla
Anti-Neuroplastin (Np) Polikolonalno, IgG Ovca R&D Systems, Minneapolis, MN, 1:1000
SAD, AF5360
Anti-Na*/K* ATPaza (panNKA) Monoklonalno, Kunié¢ Abcam, Cambridge, UK, ab300507 1:2500
1g8G
Anti-Na*/K* ATPaza izoforma al Monoklonalno, Kunié Abcam, Cambridge, UK, AEP1845Y 1: 100 000
1g8G
Anti-Plazma membranska Ca%* Molonklonalno, Mis Merck KgaA, Darmstadt, 1:2000
ATPaza (panPMCA) 18G Njemacka, #HMABN1802
Anti-Plazma membranska Ca%* Monoklonalno, Kunié Abcam, Cambridge, UK, ab190355 1:1000
ATPaza izoforma 1 (PMCA1) 18G
Anti-Plazma membranska Ca%* Polikolonalno, IgG Kunié Abcam, Cambridge, UK, ab3529 1:1000
ATPaza izoforma 2 (PMCA2)
Anti-Plazma membranska Ca%* Polikolonalno, IgG Kunié Novus Biologicals, Bio-Techne Ltd., 1:1000
ATPaza izoforma 3 (PMCA3) Abingdon, UK, NBP1-59465
Anti-Plazma membranska Ca?* Monoklonalno, Mis Abcam, Cambridge, UK, ab2783 1:1000
ATPaza izoforma 4 (PMCA4) 18G
Anti-Transferinski receptor (TfR) Monoklonalno, Mis Thermo Fisher, Life Technologies 1:1000
18G Corporation, Carlsbad, CA, USA,
136800
Anti-Flotilin (Flot) Monoklonalno, Mis BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 1:1000
IgG USA, 610821
Podjedinica beta Kolera toksina Rekombinantno / Thermo Fisher, Life Technologies 1: 50 000
(CTB) konjugirana HRP-om Corporation, Carlsbad, CA, USA,
34780
Anti-misje protutijelo HRP- Polikolonalno, IgG Magarac Jackson Immunoresearch 1: 50 000
konjugirano Laboratories, West Grove, PA,
SAD, 715-035-150
Anti-kunic¢ protutijelo HRP- Polikolonalno, IgG Magarac Jackson Immunoresearch 1: 50 000
konjugirano Laboratories, West Grove, PA,
SAD, 711-035-152
Anti-ov¢je protutijelo HRP- Polikolonalno, IgG Magarac Jackson Immunoresearch 1: 50 000
konjugirano Laboratories, West Grove, PA,
SAD, 713-035-147
Anti-kozje protutijelo HRP- Polikolonalno, IgG Magarac Jackson Immunoresearch 1: 50 000
konjugirano Laboratories, West Grove, PA,
SAD, 705-035-003
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Tablica 4.4. Sekvencije pocetnica koristenih za metodu gRT-PCR. Sekvencije su navedene u 5' - 3'

smjeru *
Gen Uzvodna pocetnica Nizvodna pocetnica Veli¢ina produkta
(pb)
Actb CATTGCTGACAGGATGCAGAA GCTGATCCACATCTG CTGGA 55
Atplal TTGAAGAGACAGCCCTTGCT GAGGGGATACATCCTAAGGGC 74
Atpla2 AGTCCATCGCATACACCCTG GGAAGGGGGATGTTGGCAAT 82
Atpla3 TCGGCTTGTTTGAGGAGACG GAGAGGGTACATGCGAAGGG 83
Atplbl TTAAGAGCTGATCACAAGCACA ACTTATTAAATGGCTAGTGGGAAAG 50
Atplb2 TCAGCCTTTGGTGGCTGTAA TGCGGCATTCAACATTCACC 68
Atp1b3 CATTCACAATGTGGGCCATGC TCTGGTCTCGATATTTCGGAACTT 63
Atp2b1 TGGCAAACAACTCAGTTGCATATAGTGG TCCTGTTCAATTCGACTCTGCAAGCCTCG 57
Atp2b2 GCTGAACTTGGTCACACAGTC AGTGGAGCCCATGTCTTGC 50
Atp2b3 TCCTGTTCAATTCGACTCTGCAAGCCTCG TCTGCTCCTGCTCAATTCGG 68
Atp2b4 CAAGCTTCGGGTACTGGCAC TTTCACCAATGTGTGCTTGTCTG 55
Nptn TCTCGCTCTTGCTGGTCTCT TGGTGACAATTCTTGGTTCG 113

* pb — broj parova baza

4.2. METODE

Na Slici 4.1. dan je shematski prikaz istraZivanja s brojem Zivotinja Cije je tkivo

koriSteno za pojedinu metodu.

Stésial null Kontrole

l n=12 n=13 I
Neuroanatomska disekcija:
4 * Mozdana kora
* Mali mozak

* Hipokampus

!

Priprema tkivnih homogenata

Utvrdivanje koncentracije
kolesterola
n=6

T v
v l l 1zolacija lipidnih splavi i utvrdivanje
submembranske lokalizacije

Analiza genske ekspresije Analiza proteinske ekspresije Odredivanje enzimskih aktivnosti prot_eina
metodom lancane reakcije westernskom metodom otiska sa i bez dodavanja gangliozida n=6
polimerazom u stvarnom vremenu n=10 n=16 Cai> e
n=16 — |
- —
8 / Ampléication -
H - -
i - = v Z
- J Nowmpifcation | i — - = =
it et = ——t ==
Coples per reaction (CY) | = "

!

Statisticka analiza

Slika 4.1. Shematski prikaz istraZivanja. Shema kreirana na Biorender.com.
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4.2.1. Analiza genske ekspresije metodom kvantitativne lanc¢ane reakcije

polimerazom u stvarnom vremenu

U svrhu utvrdivanja utjecaja promijenjenog gangliozidnog sastava na gensku

ekspresiju NKA, PMCA i Np, te njihovih pojedinacnih izoformi koristena je metoda qRT-

PCR. U svrhu analize koriSteno je tkivo regija mozga iz 16 Zivotinja, 8 St8sial null i 8

kontrolnih.

4.2.1.1. Izolacija ribonukleinske kiseline

Ukupna ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid, RNA) izolirana je pomocu

predgotovljenog kompleta GenelJET RNA Purification kit (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, SAD), prema uputama proizvodaca u sljedeé¢im koracima:

1.

Izvagano tkivo mase > 10 mg homogenizirano je u ohladenom Potter-Elvehejm
staklenom homogenizatoru s teflonskim tu¢kom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD), u 300 pL pufera za lizu s dodatkom 2 M ditiotreitola.

Na homogenat je dodano 200 pL otopine proteinaze K, te je smjesa promijesana
i inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi (ST).

Otopina je centrifugirana 10 min, na 12 000 g, pri ST, pomocu centrifuge
Microspin 12 High-speed Mini-centrifuge (Biosan Sia, Riga, Latvija).

lzdvojen je supernatant na koji je dodano 450 uL 96% etanola (v/v).

700 pL smjese preneseno je na kolonice za izolaciju RNA. Kolonice su potom
centrifugirane do protjecanja ukupnog volumena kroz kolonicu.

Na kolonice je dodano 500 pL pufera za ispiranje 1. Kolonice su centrifugirane do
protjecanja ukupnog volumena.

Na kolonice su dodana dva alikvota od 500 pL pufera za ispiranje 2. Kolonice su
centrifugirane do protjecanja ukupnog volumena.

ProciS¢ena RNA isprana je s kolonica u 10 plL vode bez nukleaza.

Cistoca i koncentracija RNA provjerene su pomocu spektrofotometra NanoDrop®

ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, SAD).

29



Borna Puljko Doktorska disertacija

Provjera kvalitete izolirane RNA dijela uzoraka provjerena je na mikroCipovima
pomodu predgotovljenog kompleta Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies,
Santa Clara,CA, SAD) na bioanalizatoru Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,

Santa Clara,CA, SAD) prema uputama proizvodaca:

1. Boja RNA 6000 Nano promijesana je tijekom 10 s.

2. Dodano je 1 uL boje RNA 6000 Nano u 65 pL filtriranog gela RNA 6000.

3. MjeSavina je centrifugirana brzinom od 10864 g tijekom 10 min pomocu
centrifuge Hettich Universal 32 R (Andreas Hettich GmbH & Co., Tuttlingen,
Njemacka).

4. 9 ulL mjeSavine gela i boje naneseno je u za to predvidenu jaZicu na Cipu.

v

MjeSavina gela i boje raspodjeljena je u preostale jazice na Cipu na za to
predvidenom nosacu tijekom 30 s.

Naneseno je 9 uL mjeSavine gela i u ostale predvidene jaZice na Cipu.

Naneseno je 5 uL RNA 6000 Nano markera u za to predvidene jaZice na Cipu.

Naneseno je 1 uL RNA 6000 Nano standarda u za to predvidene jaZice na Cipu.

© © N o

Naneseno je 1 plL pojedinog uzoraka u za to predvidene jaZice na Cipu.
10. Sadrzaj jaZica na Cipu promijeSan je pomocu uredaja IKA vortexer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD) tijekom 1 min.

11. Rezultati su ocitani na bionalizatoru.

Nakon ocitanja na instrumentu dobiveni su podaci o kvaliteti izolirane RNA —omjer
28Si18S rRNA, RIN vrijednost te prikaz virtualne elektroforeze (primjer je dan u Dodatku
2.). Za analizu genskog izrazaja na mikromrezama izabrani su uzorci ¢ije su RIN

vrijednosti iznosile minimalno 7.
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4.2.1.2. Priprema komplementarne deoksiribonukleinske kiseline

Procis¢ena RNA podvrgnuta je tretmanu DNazom | (DNase | Amplification grade,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i prepisivanju u komplementarnu
deoksiribonukleinsku  kiselinu reverznom transkripcijom (engl. complementary
deoxyribonucleic acid, cDNA) pomodu predgovotljenog kompleta High-Capacity RNA-to-
cDNA™ KIT with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) prema
uputama proizvodaca:

1. Priredena je reakcijska smjesa sastava 1 ng RNA, 1 uL 10 X puferske smjese, te 1
pL DNaze I.

2. Reakcijske smjese su inkubirane 15 min pri ST.

3. U reakcijske smjese je dodan 1 uL Stop otopine.

4. DNaza | inaktivirana je zagrijavanjem smjese na 70 °C tijekom 10 min pomocu
termokruznika 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).

5. Nakon hladenja, na priredenu smjesu dodana je mati¢na otopina za reverznu
transkripciju priredena prema uputama proizvodaca.

6. Reakcije su podvrgnute sljedeéem ciklusu pomocu termokruznika 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA):
25°C 10 min
37°C 120 min
85°C 5 min
4°C oo

7. Cistoéa i koncentracija cDNA provjerene su pomocu spektrofotometra
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc., Wilmington, DE, SAD). Za

daljne eksperimente koriStena je cDNA razrijedena 10X u vodi bez nukleaza.
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4.2.1.3. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

cDNA odabranih gena koji kodiraju za NKA, PMCA i Np te njihove specificne
izoforme umnoZena je pomocu predgotovljenog kompleta qRT-PCR SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) koriste¢i specifi¢cne pocetnice
dizajnirane u nasem laboratoriju (Tablica 4.4). Za dizajn pocetnica koriStene su

sekvencije preuzete iz javno dostupne baze www.ensembl.org, a pocetnice su

dizajnirane pomoc¢u mreznog alata NCBI Primer Blast (NCBI, Bethesda, MD, SAD), te su
narucene od dobavljaca (Invitrogen, Carlsbad, CA, SAD). Podetnice za umnazanje gena
Atp2b1 i Atp2b3 preuzete su iz literature (243),(244). Specificnost pocetnica povjerena
je klasichom PCR metodom provjerom veliCine dobivenih DNA fragmenata na
agaroznom gelu. Primjer utvrdivanja specificnosti pocetnica na gelu dan je u Dodatku 2.
Reakcijske smjese priredene su u tehni¢kim duplikatima na ploCicama s 96 jazica do

konac¢nog volumena 25 pL dodavanjem sljedecih otopina:

12,5 plL SYBER Mix

0,5 pL 5 pmolL ™ odgovarajuéih poéetnica
1 uL cDNA

10,5 uL vode bez nukleaza.

P wnN e

Reakcije su podvrgnute ciklusu:
95°C 10 min
95°C 155 } 45x
60°C 60 s
pomocdu uredaja 7900 HT Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA,

USA) nakon cega je slijedio ciklus u kojemu je linearnim porastom temperature od 60

°Cdo 95 °C odredena temperatura meksanja cDNA.

4.2.1.4. Obrada podataka

Ocitane vrijednosti fluorescencije za pojedine gene koristene su za odredivanje

relativne koli¢ine mRNA u uzorku metodom Z_AACt. Kriti¢ni broj ciklusa, vrijednost Ct,

odreden je kao arbitrarni prag na sredini linearnog dijela krivulje umnaZzanja. Vrijednost
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ACt je odredena kao razlika srednje vrijednosti tehnickih replika Ct gena od interesa i Ct

unutarnje kontrole, aktina (Actb). Vrijednost AACt je odredena kao razlika ACt

vrijednosti gena od interesa i unutarnje kontrole. Uvrstavanjem u izraz Z'AACt dobivene
su vrijednosti relativne kolicine mRNA za pojedini gen u odnosu na mRNA unutarnje

kontrole.

4.2.2. Analiza proteinske ekspresije westernskom metodom otiska

U homogenatima tkiva regija mozga westernskom metodom otiska analizirana je
proteinska ekspresija odabranih izoformi NKA, PMCA i Np u svrhu utvrdivanja utjecaja
promjenjenog gangliozidnog sastava na ekspresiju navedenih proteina. U svrhu analize

koristeno je tkivo regija mozga iz 10 Zivotinja, 5 St8sial null i 5 kontrolnih.

4.2.2.1. Priprema homogenata i odredivanje koncentracije proteina

10%-tni vodeni homogenati odledenog tkiva regija mozga priredeni su u
prethodno ohladenom Potter-Elvehejm staklenom homogenizatoru s teflonskim
tuckom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), uz 15 potisaka. Koncentracija ukupnih
proteina u homogenatima odredena je na mikrotitarskim ploicama pomodu
predgotovljenog kompleta za kvantitativno odredivanje koncentracije proteina Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, IL, SAD), prema uputama

proizvodaca:

1. Priredena su serijska razrjedenja 2 mg/ml serumskog albumina goveda (engl.
bovine serum albuminum, BSA) u rasponu od 25 pg/mL do 1 mg/mL u svrhu
izrade bazdarnog pravca.

2. SvjezZe je pripremljena radna otopina mijeSanjem otopina A i B iz kompleta u
omjeru 50:1.

3. U jazicama mikrotitarske ploCice pomijeSano je 25 uL homogenata s 200 uL
radne otopine za uzorke, a 25 uLi 200 pL radne probe za slijepu probu. Reakcije

su priredene u tehnickim triplikatima.
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4. Plocice su inkubirane 30 min na 37 °C do razvitka ljubi¢astog obojenja.

5. Apsorbancija je oc¢itana pri 560 nm na uredaju GloMax® Discoverer (Promega,
Madison, WI, SAD).

6. lzmjerene apsorbancije i vrijednosti koristene su kao y varijabla za
izraCunavanje koncentracije proteina, x varijable, u jednadzbi Lambert-
Beerovog zakona uz vrijednosti koeficijenta smjera pravca i odsje¢ka na y-osi
iz priredenog baZzdarnog pravca. Za daljnje postupke koristeno je 15 mg/mL

proteina.

4.2.2.2. Westernska metoda otiska

Za razdvajanje proteina elektroforezom u denaturirajué¢im uvjetima (engl. sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS PAGE) koristeni su gelovi
umrezenosti 12% iz predgotovljenog kompleta TGX Stain-Free FastCast Acrylamide
Solutions (BioRad, Hercules, CA, SAD) priredeni prema uputama proizvodaca. Stain-free
tehnologija koristi poliakrilamidne gelove s inkorporiranom bojom koja vezZe
triptofanske ostatke proteina, uslijed Cega se nakon fotoaktivacije UV svjetlom mogu
vizualizirati svi proteini na gelu, Sto omogucuje kvantifikaciju proteina od interesa
normalizacijom prema ukupnim proteinima na membrani, te nije potrebna detekcija
odrzavateljskih proteina (engl. Housekeeping proteins).

Postupak:

1. Uzorci tkiva regija mozga priredeni kako je navedeno u koraku 4.2.2.1.
denaturirani su za elektroforezu u 7,5 pL maticne otopine priredene
mijeSanjem predgotovljenog pufera za denaturaciju NUPAGE™ LDS Sample
Buffer (4x) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) i reducirajuce
otopine NUPAGE™ Sample Reducing Agent (10X) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) u omjeru 2:1, nakon ¢ega su uzorci inkubirani 5 min na 95
°C. Za analizu je koristeno 15 mg/mL proteina.

2. 25 plL uzoraka naneSeno je na priredene gelove uz nanoSenje 4 uL smjese
proteina poznate molekulske mase PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10

to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD ).
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10.

11.
12.

Elektroforeza je izvodena u kadici Mini Gel Tank, Invitrogen™ (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD), 15 min pri 80 V, te potom 90 min pri 120 V, u
puferu za razdvajanje sastava 25 mM Tris, 192 mM glicin, 1% SDS u H;O0.
Gelovi su isprani i fotoaktivirani UV svjetlom pomocu uredaja ChemiDoc MP
Imaging System (BioRad, Hercules, CA, SAD).

Proteini su preneseni na polivinil-difluoridnu (PVDF) membranu (PVDF
Transfer Membrane, 0.45 um, 26.5 cm x 3.75 m; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) u modulima za prijenos proteina na membranu Mini Blot
Module Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) pri 30 V u
trajanju od 1 h, u puferu za prijenos proteina na membranu sastava 5 mM Tris,
192 mM glicin, 20% (v/v) metanol.

Membrane su fotografirane pomocu uredaja ChemiDoc MP Imaging System
(BioRad, Hercules, CA, SAD).

Membrane su blokirane u 5% otopini mlijeka u prahu u 1X fosfatnom puferu s
dodatkom detergenta (PBST) sastava 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8 mM
NazHPO4, 2 mM KH3PO4, 0,1% Tween-20, pri ST u trajanju 1 h.

Membrane su inkubirane u otopinama odgovarajuéih primarnih protutijela
(Tablica 4.3.), u otopini za blokiranje na 4 °C preko no¢i.

Membrane su isprane 3 puta u 1X PBST puferu u trajanjima od 10 min.
Membrane su inkubirane u otopinama odgovarajucih sekundarnih protutijela
(Tablica 4.3.), 1h pri ST.

Membrane su isprane 3 puta u 1X PBST puferu u trajanjima od 10 min.
Proteini od interesa vizualizirani su na membrani pomocu predgotovljene
reagencije za kemiluminiscentnu vizualizaciju SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD),
te fotografirane pomodu uredaja ChemiDoc MP Imaging System (BioRad,

Hercules, CA, SAD).
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4.2.3.1. Obrada podataka

U svrhu kvantifikacije dobivenih rezultata koriSteno je javno dostupno sucelje
ImagelLab 6.1. (BioRad, Hercules, CA, SAD) kompatibilno s uredajem ChemiDoc MP
Imaging System. Fotografije ukupnih proteina na membrani nakon prijenosa, te
fotografije kemiluminiscentnog signala proteina od interesa koriSteni su za kvantitativnu
analizu na sljededi nacin:

1. Fotografije ukupnih proteina na membrani nakon prijenosa, te fotografije
kemiluminiscentnog signala proteina od interesa unesene su u sucelje
Imagelab 6.1.

2. Fotografije su objedinjene pomocu funkcije File > Create Multi Channel Image.

3. Pomodu funkcije Lane and Bands oznacene su pojedine jaZice s ukupnim
proteinima i kemiluminiscentnim signalom.

4. Pomocu funkcije Detect Bands detektiraju se proteinske vrpce na
membranama.

5. Funkcijom Analysis Table dobiju se vrijednosti volumena intenziteta signala u
pojedinim proteinskim vrpcama koje se koriste za odredivanje omjera
intenziteta kemiluminiscentnog singnala u odnosu na signale ukupnih

proteina na membrani.

4.2.3. Izolacija lipidnih splavi

Membranske frakcije LR i ostatka membrane, ne-splavi (engl. Non-lipid rafts, nLR)
izolirane su u svrhu utvrdivanja utjecaja promijenjenog gangliozidnog sastava na
submembransku lokalizaciju proteina od interesa u membranskim domenama LR i nLR.
Koristen je protokol koji je optimizirala nasa istrazivacka skupina (150),(208),(240), a
metoda se zasniva na netopljivosti LR u neionskom detergentu BrijO20 uslijed ¢ega
dolazi do odvajanja frakcija LR ultracentrifugiranjem u diskontinuiranom gradijentu
saharoze. Za analizu je koriSteno tkivo regija mozga iz 10 Zivotinja, 5 St8sial null i 5

kontrolnih.
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Priredene su otopine sljedecih sastava: pufer za izolaciju lipidnih splavi (engl. Raft
buffer, RB) sastava 50 mM Tris/HCl pH 8, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl, i CaCl,, 0,32M
otopina saharoze u RB-u, 1% otopina BrijO20 u RB-u. Za diskontinuirani gradijent
pripremljene su 3%, 35% i 80% otopine saharoze u 1% otopini BrijO20 u RB-u. Otopine
pufera pripremljene su uz dodatak inhibitora proteaza; 1mM fenilmetilsulfonil fluorida,
5mM natrijevog fluorida te koktela inhibitora proteaza Complete™ (Roche, Basel,

Svicarska). Slijedio je postupak:

1. Odmrznuto je i izvagano tkivo regija mozga. Za postupak je koristeno =2 70 mg
tkiva.

2. U prethodno ohladenom Potter-Elvehejm staklenom homogenizatoru s
teflonskim tuckom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) tkivo je homogenizirano
u 3 mL 0,32M otopine saharoze u RB-u, uz 30 potisaka.

3. Smjese su centrifugirane na 1000 g, 20 minuta pri 4 °C pomocu centrifuge
Hettich Universal 32 R (Andreas Hettich GmbH & Co., Tuttlingen, Njemacka).

4. Odvojen je postnuklearni supernatant koji je prebacen u tubice 50.4 Ti
(Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD).

5. Tubice su ultracentrifugirane na 100 000 g, 45 minuta pri 4 °C pomodu
ultracentrifuge Beckman Optima XL-80K (Beckman Coulter, Pasadena, CA,
SAD) u rotoru 50.4 Ti (Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD). U ovom koraku
izdvojene su membrane u obliku taloga.

6. Talog je otopljen u 1 mL 1% otopini BrijO20 u RB-u, te je homogeniziran u
Potter-Elvehejm staklenom homogenizatoru s teflonskim tu¢kom (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD), uz 15 potisaka.

7. 600 puL membranskog homogenata pomijeSano je sa 600 pL 80% otopine
saharoze u 1% otopini BrijO20 u RB-u na dnu pothladene SW 28.1 Ti epruvete
(Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD).

8. Na zamijeSani uzorak, paZljivo je nadliveno 10 mL 35% otopine saharoze $to je
potom nadliveno s 4 mL 3% otopine saharoze u 1% otopini BrijO20 u RB-u.

9. Priredeni diskontinuirani gradijent saharoze se paiZljivo premjesti u rotor SW

28.1 Ti (Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD) i centrifugira na 141 000 g, 18
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sati pri 4 °C pomodu ultracentrifuge (Beckman Optima XL-80K (Beckman
Coulter, Pasadena, CA, SAD).

10. Skupljene su frakcije od 1,5 mL (1-10), od gore prema dolje. Frakcije rednog
broja 3 i 4 sadrZe LR, dok su frakcije nLR u frakcijama 9 i 10. Prikaz frakcija

nakon izolacije dan je u Dodatku 3.

Uspjesnost izolacije membranskih frakcija potvrdena je westernskom metodom
otiska. Pojedine frakcije priredene su za elektroforezu mijeSanjem 15 ulL pojedine
frakcije s predgotovljenim puferom za denaturaciju NUPAGE™ LDS Sample Buffer (4x)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) i reducirajuéom otopinom (NuPAGE™
Sample Reducing Agent (10X) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) u omjeru
2:1, te su dalje praceni koraci opisani u odjeljku 4.2.3. Membrane se inkubiraju u
otopinama protutijela za biljege LR, GM1 i Flotilina-1, te nLR, transferinskog receptora
(Tablica 4.3.). Izolacija je smatrana uspjeSnom ukoliko su markeri LR i nLR prisutni u

odgovarajuc¢im frakcijama.

4.2.4. Odredivanje koncentracije kolesterola

U svrhu utvrdivanja utjecaja promijenjenog gangliozidnog sastava na
koncentraciju i submembransku lokalizaciju kolesterola mjerena je njegova
koncentracija u homogenatima tkiva regija mozga i frakcijama LR i nLR pomodu
predgotovljenog kompleta Amplex™ Red Cholessterol Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD). Za analizu je koriSteno tkivo regija mozga iz 6 Zivotinja, 3

St8sial null i 3 kontrolne.

1. Reakcijski pufer i enzimska smjesa priredeni su prema uputama proizvodaca.

2. Usvrhuizrade bazdarnog pravca priredena su serijska razrjedenja standarda
na mikrotitarskim plo€icama prema uputama proizvodaca.

3. Na mikrotitarskim ploCicama priredene su reakcije u duplikatima mijeSanjem
5 pL uzorka s 45 pl reakcijskog pufera i 50 pL enzimske smjese.

4. Reakcije su inkubirane 30 min pri 37 °C, u mraku.
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5. Ocitane su vrijednosti fluorescencije pri ekscitaciji na 520 nm i emisiji na 590
nm pomocu uredaja GloMax® Discoverer (Promega, Madison, WI, SAD).
6. Uvrstavanjem ocitanih vrijednosti fluorescencije vrijednosti u jednadzbu

pravca izraunata je koncentracija kolesterola u uzorcima.

4.2.5. Odredivanje enzimskih aktivnosti ATPaza

Enzimska aktivnost NKA i PMCA odredivana je u svrhu utvrdivanja utjecaja
promijenjenog sastava gangliozida na prijenos Na*, K* i Ca?* preko stani¢éne membrane.
Aktivnost je odredivana spektrofotometrijski prema optimiziranom protokolu nase
istrazivacke skupine (150),(208),(240), a metoda je zasnovana na mjerenju koli¢ine
oslobodenog anorganskog fosfata (Pi) nastalog hidrolitickim cijepanjem ATP-a tijekom
mehanizma djelovanja navedenih enzima. Nakon dodavanja reagensa koji stvara
obojene komplekse s oslobodenim P;, mijeri se apsorbancija koja se koristi za

izraCunavanje aktivnosti enzima.

Provedena su dva tipa eksperimenata:

[) Odredivanje enzimskih aktivnosti u tkivima regija mozga Zivotinja St8sial null
i kontrolnih Zivotinja. Za potrebe ove metode koristeni su 10%-tni vodeni
homogenati regija mozga iz 10 Zivotinja, 5 St8sial null i 5 kontrolnih, priredeni
u koraku 4.2.2.1.

II) Odredivanje enzimskih aktivnosti u tkivima regija mozga Zivotinja St8sial null
i kontrolnih Zivotinja uz predinkubaciju s egzogenim gangliozidima b- serije,
GD1b i GT1b. Za potrebe ove metode koriSteni su 10%-tni vodeni homogenati

regija mozga iz 6 Zivotinja; 3 kontrolne i 3 St8sial null.
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4.2.5.1. Odredivanje enzimskih aktivnosti u tkivima St8sial null i kontrolnih

Zivotinja

Za set eksperimenata 1) za pojedini uzorak priredene su 4 zasebne mati¢ne otopine (A-
D) za mjerenje:
A. Bazalne koli¢ine oslobodenog fosfata.
B. Ukupne koli¢ine oslobodenog fosfata.
C. Koli¢ine oslobodenog fosfata uz ouabainom inhibiranom aktivnosti NKA.
D. Koli¢ine oslobodenog fosfata uz karboksieozinom inhibiranom aktivnosti
PMCA.

Sastav pojedinih mati¢nih otopina dan je u Tablici 4.5.

Tablica 4.5. Sastav otopina za odredivanje aktivnosti ATPaza

A /uL B/puL c/u D/uL
1 uM Karboksieozin / / / 50
10 mM Ouabain / / 50 /
75 mM Tris-HCI 200 200 200 200
30 mM MgCl, 50 50 50 50
1 M NacCl 50 50 / 50
20 mM KCl 50 50 / 50
Uzorak 50 50 50 50
H.0 100 50 100 /

Slijedio je postupak:

1. Sadrzaj tubica je promijesan i inkubiran na 37°C, 10 min uz njihanje.

2. U otopinama B, Ci D reakcija je pokrenuta dodavanjem 50 puL 30 mM ATP-a.

3. Sadrzaj tubica je promijesan i inkubiran 15 min na 37°C, uz njihanje.

4. Reakcije su zaustavljene dodavanjem 500 uL ledene trikloroctene kiseline.

5. Tubice su centrifugirane 10 min, na 21290 rpm, pri 4 °C pomocu centrifuge
Hettich Universal 32 R (Andreas Hettich GmbH & Co., Tuttlingen, Njemacka).

6. Iz reakcija je izdvojeno 500 plL supernatanta koji je pomijeSan s 500 plL
reagensa sastava 1% (NHa)sMo07024 x 4H,0, 4% FeSO4 u 0,6 M H,SOa.

7. Tubice su inkubirane 45 min na ST do pojave plavi¢astog obojenja.

8. Apsorbancija je mjerena na 700 nm pomocu spektrofotometra Varian Cary

100 bio 8 (Spectralab Scientific Inc., Markham, ON, Kanada).
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4.2.5.1. Odredivanje enzimskih aktivnosti u moZdanoj kori Zivotinja uz

predinkubaciju s egzogenim gangliozidima

Za set eksperimenata Il) za pojedini uzorak priredene su 4 zasebne maticne
otopine u kojima su u volumenu vode navedenom u Tablici 4.1. otopljeni gangliozidi
GD1b i GT1b u koncentracijama 10® mM. Slijedila je predinkubacija pojedinih reakcija
od 120 min pri 37°C, nakon Cega su slijedio postupak naveden u odjeljku 4.2.5.1.
Eksperiment je ustrojen na temelju preliminarnih eksperimenata u kojima su
homogenati mozdane kore kontrolnih Zivotinja predinkubirani s gangliozidima GD1b i
GT1b u koncentracijama 103 mM, 10% mM, 10° mM i 10® mM u vremenskim
intervalima od 15, 30, 60 i 120 min pri 37°C, nakon cega je slijedio postupak naveden u
odjeljku 4.2.5.1., te je uocCena najveca razlika u aktivnosti NKA i PMCA u slucaju
predinkubacije homogenata s gangliozidima u koncentracijama 10® mM u trajanju od

120 min.

4.2.5.3. Obrada podataka

Kako bi se dobivene vrijednosti mogle koristiti za izracun aktivnosti NKA i PMCA
nacinjen je bazdarni pravac pomocu poznatih koncentracija otopine fosfata u rasponu
od 50 pg do 500 pg. U jednadzbu pravca uvrste se vrijednosti dobivene sljedec¢im
nacinom:

1. Vrijednostima reakcija B, C i D oduzme se vrijednost bazalne koliCine
oslobodenog fosfata A.

2. Vrijednost B - C daje vrijednost ouabainom inhibirane aktivnosti NKA.

3. Vrijednost B - D daje vrijednost karboksieozinom inhibirane aktivnosti PMCA.
4. UvrStavanjem dobivenih vrijednosti u jednadzbu pravca izracuna se koli¢ina
oslobodenog Pi.

5. Vrijednosti aktivnosti su izrazene kao umol oslobodenog Pi po mg proteina po

Satu (um0| P|/ (mgproteinah).
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4.2.6. Statisticka analiza

Hipoteza istraZivanja obuhvaca sljedeée parametre: 1) proteinsku ekspresiju, Il)
gensku ekspresiju, lll) enzimsku aktivnost i IV) submembransku lokalizaciju proteina od
interesa. Za svaki parametar zasebno je izracunata potrebna veli¢ina uzorka. Za izra¢un
veli¢ine uzoraka koristeni su preliminarni rezultati i javno dostupan statisticki alat
G*Power v.3.1. (245), te je izraCunata veliCina uzorka iznosila 5+5 Zivotinja za parametre
1), 11) 1 11l). Broj zivotinja koristen za utvrdivanje submembranske lokalizacije proteina
odreden je prema preporukama struke te publikacijama (150),(208),(240),(246).
Distribucija podataka utvrdena je Shapiro-Wilk testom. Obzirom na distribuciju
podataka koristen je parametrijski Student t-test za normalno distruiburirane podatke,
odnosno Mann-Whitney test za podatke koji ne prate normalnu distribuciju. Svi podaci
obradeni su te prikazani graficki i tablicno kao srednja vrijednost +/- standardna
pogresSka (SEM) uz pomo¢ programa GraphPad Prism version 9 for macOS (GraphPad

Software Inc., La Jolla, CA, USA). Statisticka znacajnost definirana je na razini p<0,05.
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5. REZULTATI

5.1. GENSKA EKSPRESIJA

U svrhu utvrdivanja moguceg utjecaja promijenjenog sastava gangliozida na
gensku ekspresiju odabranih proteina u tkivu regija mozga miseva St8sialnull u odnosu
na kontrolne miSeve, metodom qRT-PCR utvrdena je relativna ekspresija mRNA koje
kodiraju za pojedinacne izoforme NKA i PMCA, te gena za Np. Analizirano je tkivo
mozdane kore, maloga mozga i hipokampusa, a navedene regije izabrane su za analizu

zbog poznatih razlika u sadrzaju pojedinih gangliozida.

5.1.1. Ekspresija gena za kataliticke podjedinice Na*,K*-ATPaze

Metodom RT-gPCR u tkivima moZdane kore, maloga mozga i hipokampusa
utvrdena je relativna ekspresija mRNA gena Atplal, Atpla2 i Atpla3 koji redom
kodiraju za kataliticke, al, a2 i a3 podjedinice NKA odgovorne za prijenos Na* i K* preko
stani¢ne membrane. Obrazac porasta ekspresije sva tri gena utvrden je u tkivu mozdane
kore i maloga mozga miSeva St8sial null u odnosu na kontrolne. Statisti¢ki znacajno je
povecanje u ekspresiji gena Atplal u malome mozgu Zivotinja St8sialnull u odnosu na
kontrolne Zivotinje (p<0,05, Studentov t-test), te gena Atpla2 u mozdanoj kori Zivotinja
St8sialnull u odnosu na kontrolne Zivotinje (p<0,05, Studentov t-test) (Slika 5.1.1).
UoCeno je smanjenje ekspresije gena Atpla2 i porast ekspresije gena Atpla3 u

hipokampusu Zivotinja St8sialnull u odnosu na kontrolne Zivotinje (Slika 5.1.1.).

5.1.2. Ekspresija gena za 8 podjedinice Na*,K*-ATPaze

U tkivu mozZdane kore, maloga mozga i hipokampusa utvrdena je i relativna
ekspresija gena Atp1b1, Atp1b2 i Atplb3 koji redom kodiraju za regulatorne 81, 62 i 83
podjedinice NKA odgovorne za transport i pozicioniranje katalitickih podjedinica NKA u
stani¢noj membrani. Studentovim t-testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
relativnoj ekspresiji mRNA ovih gena niti u jednoj od tri analizirane regije moga, no
uocen je obrazac porasta ekspresije gena Atp1b2 u mozdanoj kori i malome mozgu, a

smanjenja u hipokampusu Zivotinja St8sial null (Slika 5.1.2.).
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Slika 5.1.1. Ekspresija gena koji kodiraju za kataliticke podjedinice NKA u tkivu moZzdane kore, maloga
mozga i hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku
aritmeticke sredine. Zvjezdica (*) predstavlja statisticki znacajnu razliku u usporedbi s misevima divljeg

tipa, p<0,05 (Studentov t-test). n=10 (moZdana kora i mali mozak); n=6 (hipokampus).
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Slika 5.1.2. Ekspresija gena koji kodiraju za regulatorne podjedinice NKA u tkivu moZdane kore, maloga

mozga i hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku

aritmeticke sredine. Zvjezdica (*) predstavlja statisticki znacajnu razliku u usporedbi s misevima divljeg

tipa, p<0,05 (Studentov t-test). n=10 (moZdana kora i mali mozak); n=6 (hipokampus).

5.1.3. Ekspresija gena za izoforme Ca?*-ATPaze stani¢ne membrane

Metodom RT-gPCR analizirana je ekspresija gena Atp2b1, Atp2b2, Atp2b3 i Atp2b4

koji kodiraju za izoforme PMCA 1-4. Rezultati analize ekspresije kodirajuée mRNA za gen
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Atp2b3 izostavljeni su iz analize prema pravilima struke zbog prevelikog kriticnog broja
ciklusa potrebnih da bi se umnozila odredena koliénia mRNA (vise od 45 ciklusa) zbog
Cega gensku eskpresiju PMCA3 izoforme mozemo smatrati zanemarivom. Utvrden je
obrazac porasta ekspresije gena Atp2b2 u mozdanoj kori i Atp2b1 u hipokampusu
miSeva St8sialnull, a statisticki je znacajno povecanje relativne ekspresije mRNA gena
Atp2b4 koji kodira za izoformu PMCA4 u tkivu mozZdane kore Zivotinja St8sialnull u

odnosu na kontrolne Zivotinje (p<0,05, Studentov t-test) (Slika 5.1.3.).
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Slika 5.1.3. Ekspresija gena koji kodiraju za izoforme PMCA u tkivu moZdane kore, maloga mozga i
hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku
aritmeticke sredine. Zvjezdica (*) predstavlja statisticki znacajnu razliku u usporedbi s misevima divljeg

tipa, p<0,05 (Studentov t-test). n=10 (moZdana kora i mali mozak); n=6 (hipokampus).
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5.1.4. Ekspresija gena Nptn

Metodom @RT-PCR utvrdena je ekspresija gena za neuroplastin, Nptn.
Prepisivanjem istog gena nastaje proteinski produkt koji se naknadno
postranskripcijskom modifikacijama prekraja u dvije izoforme, Np55 i Np65.
Studentovim t-testom nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ekspresiji gena Nptn
izmedu St8sial null i kontrolnih Zivotinja u istrazivanim mozdanim regijama, no prisutan

je obrazac porasta ekspresije u sve tri regije mozga miseva St8sial null (Slika 5.1.4.).
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Slika 5.1.4. Ekspresija gena Nptn koji kodira za Np u tkivu moZdane kore i maloga mozga kontrolnih i
ST8sial null Zivotinja. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeti¢ke sredine. Studentov t-

test. n=10 (moZdana kora i mali mozak); n=6 (hipokampus).
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5.2. PROTEINSKA EKSPRESLJA

Kao sljedec¢i korak u sveobuhvatnoj analizi utjecaja promjene gangliozidnog
sastava na ekspresiju NKA, PMCA i Np, westernskom metodom otiska analizirana je
njihova proteinska ekspresija u tkivu mozdane kore, maloga mozga, te hipokampusa
miseva St8sialnull u odnosu na kontrolne miSeve. Za kvantifikaciju je koristena Stain-
free metoda u kojoj se ukupna koli¢ina proteina nanesenih u pojedinu jaZicu koristi kao
standard prema kojemu se normalizira intenzitet imunoreaktivnosti signala za pojedino

protutijelo (Slika 5.2.). Fotografije membrana za pojedine proteine dane su u Dodatku 3.
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Slika 5.2. Reprezentativni prikaz stain-free gela nakon fotoreaktivacije UV svjetlom. Na gel su naneseni

uzorci jednake koncentracije proteina, Sto osigurava kvalitetu kvantifikacije imunoreaktivnosti.

5.2.1. Proteinska ekspresija Na*, K*-ATPaze

Westernskom metodom otiska u tkivima mozdane kore, maloga mozga i
hipokampusa St8sial null i kontrolnih miSeva utvrden je intenzitet imunoreaktivnosti
ukupnih katalitickih podjedinica NKA koristeci se panNKA protutijelom koje prepoznaje
i veze al, a2 i a3 podjedinice. Ukupan sadrzaj al, a2 i a3 podjedinice NKA statisticki je
znacajno vedi u tkivu mozdane kore miseva St8sial null u odnosu na kontrolne miseve
(p<0,001, Studentov t-test) (Slika 5.2.1.). Nadalje, u istim regijama analiziran je i sadrZaj
ubikvitarno eksprimirane al podjedinice NKA koristeci se protutijelom specifi¢nim za tu
podjedinicu. Uocen je obrazac smanjenja sadrzaja al podjedinice NKA u mozZdanoj kori
i hipokampusu miseva St8sial null u odnosu na kontrolne miSeve, ali statisticki znac¢ajno
smanjenje utvrdeno je jedino u tkivu moZdane kore (p<0,05, Studentov t-test) (Slika

5.2.2.), dok je u tkivu maloga mozga zabiljeZzen obrazac porasta.
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Slika 5.2.1. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti ukupnih katalitickih podjedinica NKA u tkivu

moZdane kore, maloga mozga i hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadaju¢im

fotografijama kemiluminiscentnog signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke

sredine. Zvjezdice (**) predstavljaju statisticki znacajnu razliku u usporedbi s miSevima divljeg tipa,

p<0,001 (Studentov t-test). n=10.
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Slika 5.2.2. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti al podjedinice NKA u tkivu moZzdane kore,

maloga mozga i hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadaju¢im fotografijama

kemiluminiscentnog signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine.

Zvjezdica (*) predstavlja statisticki znacajnu razliku u usporedbi s misevima divljeg tipa, p<0,05 (Studentov

t-test). n=10.
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5.2.2. Proteinska ekspresija Ca’*-ATPaze stanicne membrane

Westernskom metodom otiska u homogenatima tkiva mozdane kore, maloga
mozga i hipokampusa St8sial null i kontrolnih miSeva analizirana je ekspresije ukupne
PMCA, te izoformi PMCA 1-4 koristeci se protutijelima specificnim za ukupnu PMCA
(panPMCA) i svaku izoformu pojedina¢no. Na Slici 5.2.3. prikazani su rezultati analize
imunoreaktivnosti ukupne PMCA u navedenim regijama mozga. Buduci da u niti jednoj
od regija nije uocena statisticki znacajna razina u ekspresiji, pristupljeno je analizi svake
izoforme pojedina¢no. Analizom sadrzaja ubikvitarno eksprimirane PMCA1 pomodu
specificnog protutijela utvrden je trend smanjenja koli¢ine ove izoforme u sve tri
analizirane regije miseva St8sial null u odnosu na kontrolne miseve, dok je smanjenje
statisticki znacajno u tkivu mozdane kore (p<0,001, Studentov t-test) (Slika 5.2.4.).
Takoder je ustanovljeno i postojanje dvije varijante ove izoforme, PMCAla i PMC1b u
tkivu hipokampusa. Slika 5.2.5. prikazuje analizu intenziteta imunoreaktivnosti PMCA2
u istim tkivnim homogenatima, te je utvrdeno smanjenje ekspresije ove inacice PMCA
specifitne za neurone u regijama mozga null miSeva (Slika 5.2.5.). Analiza intenziteta
imunoreaktivnosti izoforme PMCA3, takoder specificne za neurone, pokazala je
statisticki znacajno smanjenje u ekspresiji ove izoforme u malome mozgu miseva St8sial
null u odnosu na kontrolne miseve (p<0,001, Studentov t-test), te porast u hipokampusu
(Slika 5.2.6.). Na Slici 5.2.7. prikazana je analiza ekspresije ubikvitarno eksprimirane
izoforme PMCAA4 za koju je ustanovljeno statisticki zna¢ajno smanjenje sadrzaja u tkivu
mozdane kore miSeva St8sial null u odnosu na kontrolne misSeve, te povecanje
ekspresije ove izoforme u malome mozgu i hipokampusu null miSeva (p<0,001,

Studentov t-test).
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Slika 5.2.3. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti ukupne PMCA u tkivu moZdane kore, maloga

mozga i hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajué¢im fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. MoZdana kora i mali mozak:

Studentov t-test; hipokampus: Mann-Whitney test. n=10.
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Slika 5.2.4. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA1 u tkivu moZdane kore, maloga mozga i

hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajucim fotografijama kemiluminiscentnog signala.

Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Zvjezdice (**) predstavljaju statisticki

znacajnu razliku u usporedbi s misevima divljeg tipa, p<0,001 (Studentov t-test). n=10.
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Slika 5.2.5. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA2 u tkivu moZdane kore, maloga mozga i

hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajucim fotografijama kemiluminiscentnog signala.

Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=10.
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Slika 5.2.6. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA3 u tkivu moZdane kore, maloga mozga i

hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajucim fotografijama kemiluminiscentnog signala.

Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. MoZdana kora i hipokampus:

Studentov t-test; mali mozak: Mann-Whitney test. Zvjezdica (*) predstavlja statisticki znacajnu razliku u

usporedbi s misevima divljeg tipa, p<0,05 (Mann-Whitney test). n=10.
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Slika 5.2.7. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA4 u tkivu moZdane kore, maloga mozga i
hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajucim fotografijama kemiluminiscentnog signala.
Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Zvjezdice (**) predstavljaju statisticki

znacajnu razliku u usporedbi s misevima divljeg tipa, p<0,001 (Studentov t-test). n=10.
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5.2.3. Proteinska ekspresija neuroplastina

Za izvedbu westernske metode otiska tkiva moZdane kore, maloga mozga i
hipokampusa St8sial null i kontrolnih miSeva za glikoprotein neuroplastin za koji je
utvrdeno da je funkcionalna podjedinica PMCA, koristeno je protutijelo mNp koje
prepoznaje obje izoforme, Np55 i Np65. Analiza izoforme Np65 pokazala je manju
koli¢inu ove izoforme u moZzdanoj kori, te porast u hipokampusu St8sial null miseva, dok
je u malome mozgu analiza izostavljena jer je u ovoj regiji mozga ekspresija Np65
izuzetno slaba (Slika 5.2.8.). Medutim, u malome mozgu Zivotinja St8sial null intenzitet
imunoreaktivnosti izoforme Np55 statisticki je znacajno smanjen (p<0,05, Studentov t-

test), a u tkivu mozdane kore veci u odnosu na kontrolne Zivotinje (Slika 5.2.9).
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Slika 5.2.8. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti Np65 u tkivu moZdane kore i hipokampusa
kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadaju¢im fotografijama kemiluminiscentnog signala. Traka

pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=10.
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Slika 5.2.9. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti Np55 u tkivu moZdane kore i maloga mozga
kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadaju¢im fotografijama kemiluminiscentnog signala. Traka
pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Zvjezdica (*) predstavlja statisticki znacajnu

razliku u usporedbi s miSevima divljeg tipa, p<0,05 (Studentov t-test). n=10.
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5.3. ANALIZA SUBMEMBRANSKE LOKALIZACIJE PROTEINA

Nakon analize proteinske ekspresije NKA, PMCA i Np analizirana je njihova
submembranska lokalizacija. Izolirane su frakcije LR i nLR iz regija moZzdane kore i malog
mozga misSeva St8sial null i kontrolnih miSeva. LR i nLR frakcije iz hipokampusa nisu
izolirane zbog ogranicenja metode izolacije za Ciju je izvedbu potrebno minimalno 70 mg
tkiva. Uspjesnost izolacije membranskih frakcija potvrdena je westernskom metodom
otiska pomocu protutijela speficnih za markere LR (Flotl i CTB), te nLR (Tfr) (Slika
5.3.),nakon ¢ega je utvrden sadrzaj pojedinih izoformi NKA, PMCA i Np u domenama LR

i nLR. Fotografije cjelovitih membrana prikazane su u Dodatku 5.

TfR

Flotl D =

CTB -

Slika 5.3. Fotografija membrane s kemiluminiscentnim signalima proteina markera LR i nLR frakcija.

5.3.1. Submembranska lokalizacija Na*, K*-ATPaze

Analizom submembranske lokalizacije NKA ustanovljeno je kako ona drasti¢no
mijenja svoj polozaj unutar same membrane. Uocen je obrazac smanjenja njezinog
sadrZaja unutar LR frakcija izoliranih iz moZdane kore i maloga mozga miseva St8sial null
u odnosu na one kontrolnih miSeva (Slika 5.3.1.). Na slici 5.3.2. prikazan je sadrzaj NKA
u frakcijama nLR, koji je manji u nLR frakcijama iz maloga mozga miseva St8sial null u

odnosu na one kontrolne miseve.
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Slika 5.3.1. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti al podjedinice NKA u frakcijama LR izoliranima
iz moZdane kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadaju¢im fotografijama
kemiluminiscentnog signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine.

Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.2. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti a1l podjedinice NKA u frakcijama nLR izoliranima
iz mozdane kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja sa pripadaju¢im fotografijama
kemiluminiscentnog signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine.

Studentov t-test. n=6.

5.3.2. Submembranska lokalizacija Ca?*-ATPaze stanicne membrane

Analizom submembranske lokalizacije izoformi PMCA ustanovljena je razlika u
distribuciji pojedinih izoformi izmedu LR i nLR domena. Za PMCA1 pokazano je kako je
njezin sadrzaj smanjen u frakcijama LR izoliranih iz regija mozdane kore i maloga mozga
St8sial null u odnosu na kontrolne (Slika 5.3.3.), te u nLR frakcijama iz maloga mozga
St8sial null Zivotinja (Slika 5.3.4.), no bez statisticke znacajnosti. Za izoformu PMCA2

pokazano je kako je njezin sadrzaj veci u LR i nLR frakcijama moZdane kore St8sial null
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Zivotinja u odnosu na kontrolne, a smanjen u istim frakcijama u malome mozgu (Slike
5.3.5.15.3.6.). Obrazac smanjenja koli¢ine u LR i nLR frakcijama u obje istrazivane regije
St8sial null Zivotinja u odnosu na kontrolne zabiljeZen je za izoforme PMCAS3 (Slike 5.3.7.

i 5.3.8.) i PMCA4 (Slike 5.3.9.15.3.10.).
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Slika 5.3.3. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA1 u frakcijama LR izoliranima iz moZdane
kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null zZivotinja s pripadajuc¢im fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.

62



Borna Puljko Doktorska disertacija

b Mozdana kora
I3}
S 2.5x10%
o
B 2.0x1084
5
£ 1.5x10% 1 o
] T
o . 5
oo [ ] v
—— =
& S -§5.0x107-
" \%é\’\ 2
® ::‘, 0.0- T
= @ »
£ &@\ o
o 0
+ %,8,9
> Mali mozak
Q 8
S 4x108%-
o
2
[ )
Q 3x108-
3 .
]
139 kDa—I- g 2x%108 -
[e]
& & 5 T
S 1%108
+° 68’90 E
2
£ &#
& )
¢ °
Q
S

Slika 5.3.4. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA1 u frakcijama nLR izoliranima iz moZdane
kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajué¢im fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.5. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA2 u frakcijama LR izoliranima iz moZdane
kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null zZivotinja s pripadajuc¢im fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.6. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA2 u frakcijama nLR izoliranima iz moZdane
kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajuc¢im fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.7. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA3 u frakcijama LR izoliranima iz moZdane

kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null zZivotinja s pripadajuc¢im fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.8. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA3 u frakcijama nLR izoliranima iz moZdane
kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null zZivotinja s pripadajuc¢im fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.9. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA4 u frakcijama LR izoliranima iz moZdane
kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajuéim fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.10. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti PMCA4 u frakcijama nLR izoliranima iz moZzdane
kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null zZivotinja s pripadajuc¢im fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.

5.3.3. Submembranska lokalizacija neuroplastina

Analiza sadrzaja Np65 izoforme glikoproteina neuroplastina pokazala je obrazac
smanjenja koli¢ine proteina u domenama LR (Slika 5.3.11.) i nLR (Slika 5.3.12.)
izoliranima iz tkiva moZdane kore miseva St8sial null u odnosu na kontrolne. Za

izoformu 55 pokazano je smanjenje u domenama LR iz obje analizirane regije mozga
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zivotinja St8sial null (Slika 5.3.13.), dok u sadrZaju ove izoforme unutar nLR domena

nema promjena (Slika 5.3.14.).
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Slika 5.3.11. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti Np65 u frakcijama LR izoliranima iz moZdane
kore kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadaju¢im fotografijama kemiluminiscentnog signala. Traka

pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.12. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti Np65 u frakcijama nLR izoliranima iz moZdane
kore kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadaju¢im fotografijama kemiluminiscentnog signala. Traka

pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.13. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti Np55 u frakcijama LR izoliranima iz moZdane
kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajuéim fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacdava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.3.14. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti Np55 u frakcijama nLR izoliranima iz moZdane
kore i maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja s pripadajuc¢im fotografijama kemiluminiscentnog

signala. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.

Na Slici 5.3.15. zbirno su prikazani rezultati analize submembranske lokalizacije
proteina od interesa u LR i nLR frakcijama moZdane kore i maloga mozga Zivotinja
St8sial null prikazani kao postotne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu. Iz ovog oblika
prikaza rezultata jasno je vidljiv stupanj redistribucije izmdu domena LR i nLR. Primjerice
92% viSe PMCA2 prisutno je u LR i 19% u nLR u mozdanoj kori Zivotinja St8sial null, dok
je u malome mozgu zabiljeZeno povecéanje sadrZzaja svih istrazivanih proteina u

frakcijama LR i smanjenje njihove koli¢cine u domenama nLR Zivotinja St8sial null.
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Slika 5.3.15. Postotni udjeli proteina od interesa u frakcijama LR i nLR izoliranih iz tkiva mozdane kore i

maloga mozga Zivotinja St8sial null u odnosu na kontrolnu skupinu.
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5.4. ANALIZA SADRZAJA KOLESTEROLA

Zbog vaznosti kolesterola u ustroju lipidnih splavi nakon utvrdenih promjena u
submembranskoj lokalizaciji NKA, PMCA i Np uslijed promijenjenog gangliozidnog
sastava membrane izmjerena je koncentracija kolesterola u homogenatima tkiva
mozdane kore, maloga mozga i hipokampusa, kao i u LR i nLR frakcijama mozdane kore
i maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Utvrden je obrazac povecanja ukupne
koncentracije kolesterola u homogenatima mozdane kore i maloga mozga, te smanjenja
u homogenatima hipokampusa St8sial null Zivotinja u odnosu na kontrolne (Slika 5.4.1.).
Utvrdena je i preraspodjela kolesterola izmedu LR i nLR domena. Na Slici 5.4.2. prikazana
je izmjerena koncentracija kolesterola u frakcijama LR iz moZdane kore i maloga mozga,
te je uocen obrazac porasta koncentracije kolesterola kod St8sial null Zivotinja. Isti

obrazac zabiljeZen je i u frakcijama nLR (Slika 5.4.3.).
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Slika 5.4.1. Graficki prikaz koncentracije kolesterola u homogenatima mozdane kore, maloga mozga i
hipokampusa kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku

aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.4.2. Graficki prikaz koncentracije kolesterola u frakcijama LR izoliranih iz tkiva moZdane kore i

maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku

aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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Slika 5.4.3. Graficki prikaz koncentracije kolesterola u frakcijama nLR izoliranih iz tkiva mozdane kore i

maloga mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku

aritmeticke sredine. Studentov t-test. n=6.
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5.5. ANALIZA ENZIMSKIH AKTIVNOSTI ATPaza

U svrhu istraZivanja utjecaja promijenjenog sastava gangliozida na enzimske
aktivnosti NKA i PMCA koriStena je spektrofotometrijska metoda utvrdivanja aktivnosti
ovih enzima optimizirana u nasem laboratoriju. Ispitivana je aktivnost enzima u
homogenatima tkiva mozdane kore, maloga mozga i hipokampusa St8sial null i
kontrolnih miSeva u kojima je westernskom metodom otiska utvrdena ekspresija
proteina, a navedene tri regije izabrane su za analizu zbog utvrdenih razlika u sadrzaju
pojedinih gangliozida. Mjerena je i aktivnost enzima homogenata moZzdane kore St8sial
null i kontrolnih miSeva nakon predinkubacije s gangliozidima b-serije, GD1b i GT1b, koji

nedostaju null misevima.

5.5.1. Aktivnost Na*, K*-ATPaze

Mjerenjem aktivnosti NKA u homogenatima tkiva mozdane kore, maloga mozga i
hipokampusa ustanovljena je statisticki znacajno niza aktivnost enzima u mozdanoj kori
miSeva St8sial null u odnosu na kontrolne Zivotinje (p<0,05, Studentov t-test), a pad

aktivnosti iznosio je ¢ak 60% (Slika 5.5.1.).
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Slika 5.5.1. Graficki prikaz enzimske aktivnosti NKA u tkivu moZzdane kore, maloga mozga i hipokampusa
kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Traka pogreSke oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine.

Zvjezdica (*) predstavlja statisticki znacajnu razliku u usporedbi s misevima divljeg tipa, p<0,05 (Studentov

t-test). n=10.
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5.5.2. Aktivnost Ca’*-ATPaze stanicne membrane

Na slici 5.5.2. prikazani su rezultati mjerenja aktivnosti PMCA u navedenim regijama
mozga kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Utvrdeno je statisti¢ki znaCajno smanjenje
aktivnosti PMCA u moZzdanoj kori miSeva St8sial null u odnosu na kontrolne Zivotinje

(p<0,001, Studentov t-test). Pad aktivnosti iznosio je 50%.
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Slika 5.5.2. Graficki prikaz enzimske aktivnosti PMCA u tkivu moZdane kore, maloga mozga i hipokampusa
kontrolnih i St8sial null Zivotinja. Traka pogreSke oznacava standardnu pogresku aritmeticke sredine.
Zvjezdice (**) predstavljaju statisticki znacajnu razliku u usporedbi s miSevima divljeg tipa, p<0,001

(Studentov t-test). n=10.

5.5.3. Aktivnost Na*, K*-ATPaze uz dodatak egzogenih gangliozida b-serije

Bududi da je utvrdena statisticki znacajno niza aktivhost NKA u mozdanoj kori
miSeva St8sial null kojima nedostaju gangliozidi b-serije u odnosu na kontrolne Zivotinje
(Slika 5.5.1. ), mjerena je i njezina aktivnost nakon egzogeno dodanih gangliozida GD1b
i GT1b. ZabiljeZzen je znacajan porast aktivnosti nakon predinkubacije s gangliozidom
GD1b u odnosu na netretirane homogenate (p<0,001, Studentov t-test) (Slika 5.5.3.).
Porast aktivnosti zabiljeZzen je i u homogenatima mozdane kore miseva St8sial null
nakon predinkubacije s gangliozidom GT1lb u odnosu na netretirane homogenate

(p<0,05, Studentov t-test) (Slika 5.5.3.).
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Slika 5.5.3. Graficki prikaz enzimske aktivnosti NKA u tkivu moZdane kore kontrolnih i St8sial null Zivotinja
sa i bez dodatka egzogenih gangliozida b-serije. Zvjezdica (*) predstavlja statisticki znacajnu razliku u
usporedbi s miSevima divljeg tipa, p<0,05 (Studentov t-test). Traka pogreske oznacava standardnu
pogresku aritmeticke sredine. Zvjezdice (**) predstavljaju statisticki znacajnu razliku u usporedbi s

misevima divljeg tipa, p<0,001 (Studentov t-test). n=6.

5.5.4. Aktivnost Ca’*-ATPaze stani¢ne membrane uz dodatak eqzogenih
gangliozida b-serije

Nakon 3to je utvrdena statisti¢ki znacajno niza aktivnost PMCA u mozdanoj kori
miseva St8sial null kojima nedostaju gangliozidi b-serije u odnosu na kontrolne Zivotinje
(Slika 5.5.2.), njezina je aktivnost takoder analizirana nakon egzogeno dodanih
gangliozida GD1b i GT1b. ZabiljeZen je znacajan porast aktivnosti nakon predinkubacije
s gangliozidom GD1b u odnosu na netretirane homogenate (p<0,0005, Studentov t-test),

dok za gangliozid GT1b nije uocena promjena (Slika 5.5.3.).
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Slika 5.5.4. Graficki prikaz enzimske aktivnosti PMCA u tkivu moZdane kore kontrolnih i St8sial null
Zivotinja sa i bez dodatka egzogenih gangliozida b-serije. Traka pogreske oznacava standardnu pogresku
aritmeticke sredine. Zvjezdice (***) predstavljaju statisticki znacajnu razliku u usporedbi s misevima

divljeg tipa, p<0,0005 (Studentov t-test). n=6.
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6. RASPRAVA

Gangliozidi kao vazne odrednice lipidoma, glikoma i sijaloma SZS-a se zbog svoje
ukljucenosti u velik broj vaznih stani¢nih i medustani¢nih procesa veé dugi niz godina
istrazuju kao modulatori funkcije membranskih proteina, no sama priroda njihovih
interakcija i meduodnosa jos uvijek nije u potpunosti razjasnjena. Cilj ovog istrazivanja
bio je viSerazinskim metodoloskim pristupom sustavno utvrditi utjecaj promijenjenog
sastava gangliozida membrane na gensku i proteinsku ekspresiju, te submembransku
lokalizaciju NKA, PMCA i Np, kao i na enzimsku aktivnost NKA i PMCA u razli¢itim
regijama mozga koristeéi se misjim modelom St8sial null s poremecenom sintezom
gangliozida. Nedostatak enzima GD3-sintaze u ovom miSjem modelu za posljedicu ima
nemogucnost sinteze gangliozida b- i c-serije, te prekomjernu ekspresiju gangliozida a-
serije (90), Sto je omogucilo istraZzivanje utjecaja razli¢itih gangliozidnih struktura na
spomenute proteine s vaznim ulogama u funkcioniranju SZS-a i razvoju neuropatoloskih
i neurodegenerativnih promjena. Utjecaj gangliozida u navedenom misjem modelu
istrazili smo na nekoliko bioloskih razina, te su ustanovljene razlike u razini genske
ekspresije pojedinih izoformi proteina od interesa metodom gRT-PCR, njihovog ukupnog
sadrzaja u membrani westernskom metodom otiska, kao i njihove lokalizacije u
membranskim nanodomenama za Ciji su ustroj gangliozidi i kolesterol od posebnog
znacaja. Ukupne promjene u fundamentalnim bioloskim razinama u konacnici se
odraZzavaju i na samu aktivnost enzima. Zbirni prikaz rezultata ovog istrazivanja prikazan

je u Tablici 6.
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Tablica 6. SaZeti prikaz ukupnih rezultata *

Genska ekspresija

Mozdana kora Mali mozak Hipokampus
Atplal ™ N * @
Atpla2 * T NV
Atpla3 T T T
Atplbl ™ ? J
Atplb2 ™ ™ J
Atplb3 NE ? ™
Atp2bl @ N ™
Atp2b2 ™ ? J
Atp2b4 T N N
Nptn T T T
al+a2+3a NKA N FFE ™ ?
al NKA * T v
panPMCA @ J J
PMCA1 N J J
PMCA2 ™ J ?
PMCA3 @ N ™
PMCA4 N ™ ™
Np65 N T
Np55 ™ J*
ol NKA J LR  @nLR J LR InLR
PMCA1 J LR InLR J LR InLR
PMCA2 LR InLR J LR InLR
PMCA3 J LR InLR J LR InLR
PMCA4 J LR InLR J LR InLR
Np65 J LR InLR LR  @nLR
Np55 J LR InLR
Kolesterol LR T'nLR T* LR T nLR
Koncentracija kolesterola
1 1
Aktivnost ATPaza
NKA N J ?
PMCA N ? @

* Prikazane su promjene pojedinog analiziranog parametra u St8sial null Zivotinjama u odnosu na
kontrolnu skupinu. 7 — porast u odnosu na kontrolnu skupinu; |, —sniZenje u odnosu na kontrolnu

skupinu; @ — bez promjene; * — p<0,05; ** — p<0,001.
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6.1. UTJECAJ GANGLIOZIDA NA GENSKU EKSPRESIJU Na*, K*-ATPaze, Ca?*-
ATPaze STANICNE MEMBRANE | NEUROPLASTINA

Hipoteza istrazivanja glasila je da povecana koli¢ina gangliozida a-serije i
nedostatak gangliozida b- i c-serije u mozdanom tkivu miseva St8sial null uzrokuje
smanjenje genske ekspresije membranskih prijenosnika iona NKA i PMCA i glikoproteina
Np. Ovim istrazivanjem po prvi puta je nacinjena analiza genske ekspresije svih
podjedinica i izoformi NKA i PMCA u tri regije mozga miSeva s poremecenom sintezom
gangliozida. U slucaju NKA hipoteza je djelomi¢no potvrdena buduci da je ustanovljen
obrazac snizene ekspresije gena Atplb3 za B3 podjedinicu NKA u mozdanoj kori, te
ekspresije gena Atplal, Atplbl i Atplb2 u hipokampusu miseva St8sial null u odnosu
na kontrolnu skupinu. Svakako valja istaknuti da je ve¢ na ovoj razini uocen razlicit
obrazac ekspresije u St8sial null zivotinja u usporedbi s kontrolama za pojedine
podjedinice ovisno o regiji mozga, odnosno da je ovisno o regiji ekspresija negdje niza, a
negdje visa u usporedbi s kontrolama (Tablica 6). Snizena ekspresija gena Atp1b3 u
hipokampusu miSeva St8sial null je poznata u literaturi (151). Smanjenje ekspresije
gena za kataliticke podjedinice enzima ukazuje na smanjenu potrebu stanice za sintezom
ovih proteina jer je i sama aktivnost enzima u ovoj regiji mozga nepromijenjena.
Zanimljivo je za istaknuti kako je u stani¢nim kulturama utvden utjecaj kolesterola na
smanjenje ekspresije Atpla2 i Atpla3 putem Src kinaza (247). Ovim istraZivanjem je
utvrden obrazac porasta sadrzaja kolesterola u mozdanoj kori i malome mozgu, a
smanjenja u hipokampusu miSeva St8sial null u odnosu na kontrolne miseve, Sto
svakako podupire istraZivanja koja pokazuju da promijenjena koncentracija kolesterola
ide ruku pod ruku s izmijenjenom ekspresijom ili aktivnos¢u NKA. Rezultati analize
genske ekspresije NKA najve¢im djelom pokazuju porast u obrascu ekspresije, ponajvise
gena za kataliticke podjedinice Atplal u mozdanoj kori i Atpla2 u malome mozgu
miseva St8sial null, upucujuci na zaklju¢ak o poveéanoj stani¢noj potrebi za sintezom
katalitickih podjedinica NKA u regijama mozga u kojima je enzimska aktivnost NKA
snizena. Porast genske ekspresije rezultira i poveéanom koli¢inom ukupnih katalitickih

podjedinica NKA u navedenim regijama ustanovljenoj westernskom metodom otiska.
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U slu¢aju PMCA hipoteza je takoder djelomic¢no potvrdena buduci da je utvrden
obrazac smanjenja genske ekspresije gena Atp2b1 i Atp2b4 u malome mozgu, te Atp2b2
i Atp2b4 u hipokampusu miseva St8sial null u odnosu na kontrolnu skupinu, uz porast
ekspresije gena u mozdanoj kori, dok je aktivnost PMCA u ovoj regiji statisticki znacajno
smanjena. Smanjenje sadrzaja PMCA4 u mozdanoj kori miSeva St8sial null utvrdeno
westernskom metodom otiska i porast obrasca genske ekspresije gena Atp2b4 upucuje
na zaklju¢ak o mehanizmu povratne sprege. RazliCiti ekspresijski profili pojedinih gena u
trima mozdanim regijama upucuju na razli€itu potrebu za pojedinim izoformama PMCA
koje se medusobno razlikuju po svojim kinetickim svojstvima (191).

U slucaju neuroplastina u sve tri istrazivane regije mozga miSeva St8sial null
utvrden obrazac porasta gena Nptn u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 5.1.4.). Porast
ekspresije gena Nptn u mozdanoj kori korelira s ekspresijom gena Atp2b2 u skladu je s
ranije opisanom interakcijom Np i PMCA2 vaznom za funkcioniranje osjeta sluha (248),
$to je vrlo zanimljivo buduéi da misevi St8sial null pokazuju auditorne poteskode (95).

Promjene u ekspresiji gena u misjem modelu s poremeéenom sintezom
gangliozida mogu se pripisati Cinjenici da je utvrdena prisutnost gangliozida GM1i GD1a
u unutrasnjoj i vanjskoj jezgrinoj ovojnici (39), u kolicinama koje odrazavaju koli¢ine u
stani¢noj membrani (249), a upravo ova dva gangliozida pojacano su eksprimirana u
misjem modelu St8sial null uslijed nefunkcionalnosti gena koji kodira za enzim GD3-
sintazu. Za GM1 je ustanovljeno da utjeCe na ekspresiju gena GalNAcT i NeuroD1 u
diferenciranim neuronima na nacin da veZe acetilirane histone H3 i H4 na njihovim
promotorima (40), te je isti epigenetski mehanizam regulacije genske ekspresije mogué
i za gene analizirane u ovome radu. Za GM1 takoder je pokazano da potice ekspresiju
tirozin-hidroksilaze u substantii nigri pars compacta vezanjem acetiliranih histona u
promotorskoj regiji Sto omoguéava vezanje proteina 1 povezanog s jezgrenim
receptorom (engl. Nuclear receptor related 1, Nurr 1), vaznog transkripcijskog faktora u
procesima diferencijacije, sazrijevanja i odrzavanja dopaminergickih neurona (250). Za
gangliozid GD1a pokazano je da utjeCe na ekspresiju hepati¢kog faktora rasta preko
interakcije s kaveolinom-1 (251),(252), te da putem signalnog puta MAPK snizZava
ekspresiju gena za nNOS u kulturi osteosarkoma (253). Takoder, miSevi St8sial null

uslijed nedostatka GD3-sintaze ne mogu sintetizirati gangliozid GD3, za koji je pokazano
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da stupa u interakciju s histonom H1 u jezgri (41), te su promjene u ekspresiji gena
moguci rezultat kombinacije pojaane ekspresije a-serije i nedostatka b- i c-serije
gangliozida. Prisutnost drugih gangliozida, poput GT3, koji takoder nije sintetiziran u
mozgu miseva St8sial null zabiljeZzena je u jezgrinoj ovojnici, te bi valjalo istraziti i
njegovu potencijalnu ulogu u regulaciji genske ekspresije (254). Vazno je za napomenuti
i da se koncentracija pojedinih gangliozidnih struktura u jezgrinoj ovojnici povecava
tijekom diferencijacije neurona iz mati¢nih stanica i prilikom izrastanja neurita,

procesima s povecanom ukupnom transkripcijskom aktivnosti stanice (254),(255).

6.2. UTJECAJ GANGLIOZIDA NA PROTEINSKU EKSPRESIJU Na*,K*-ATPaze, Ca?*-
ATPaze STANICNE MEMBRANE | NEUROPLASTINA

U ovom istrazivanju je po prvi puta je ucinjena zbirna analiza proteinskog sadrzaja
NKA, PMCA i Np u tkivu mozdane kore, maloga mozga i hipokampusa miSeva s
poremeéenom sintezom gangliozida kako bi se dobio uvid u dugotrajnost promjena
zabiljeZenih na razini genske ekspresije navedenih proteina. Hipoteza istrazivanja glasila
je da povecana koli¢ina gangliozida a-serije i nedostatak gangliozida b- i c-serije u
mozdanom tkivu miseva St8sial null uzrokuje smanjenje proteinske ekspresije
membranskih prijenosnika iona NKA i PMCA. U slucaju NKA hipoteza je djelomi¢no
potvrdena jer je pomodu protutijela specificnog za sve kataliticke podjedinice NKA
utvrden povedan sadrzaj u mozdanoj kori i malome mozgu miseva St8sial null u odnosu
na kontrolnu skupinu, dok je nepromijenjen u tkivu hipokampusa. Ova promjena prati
obrazac aktivnosti NKA u navedenim regijama. Hipoteza je potvrdena u vidu
zabiljeZzenog sniZenja sadrzaja ubikvitarno eksprimirane kataliticke al podjedinice u
mozdanoj kori i hipokampusu. Snizen sadrzaj al podjedinice, a povecan sadrzaj ukupnih
katalitickih pojedinica upucuje na zaklju¢ak o povecanoj ekspresiji a2 i/ili a3 kataliticke
podjedinice. podjedinica a3 striktno je eksprimirana u GABAergi¢kim neuronima u
strijatumu, globus pallidusu, subtalamickim jezgrama, substantii nigri i malome mozgu,
mozdanim strukturama potrebnim za preciznu regulaciju kretanja (256), Sto je vrlo
zanimljivo u kontekstu misjeg modela St8sial null Cija je fenotipska karakteristika

problem odrzavanja ravnoteze (95). U buduénosti bi valjalo utvrditi sadrzaj a2 i a3
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podjedinica u istrazivanom misjem modelu u kojemu smo utvrdili razlike u sadrzaju
kolesterola izmedu triju istraZivanih regija mozga, a upravo je za a2 i a3 podjedinice
pokazano kako su regulirane sadrzajem kolesterola u stani¢nim kulturama (247).
Takoder bi valjalo analizirati i sadrzaj 8-podjedinica kako bi se dobio Siri uvid u regulaciju
aktivnosti NKA.

U slucaju PMCA hipoteza je potvrdena u slu¢aju smanjenog sadrzaja ukupne PMCA
u tkivu mozdane kore i maloga mozga St8sial null, PMCA1 u tkivima mozdane kore,
maloga mozga i hipokampusa, te PMCA2 i PMCA3 u tkivu maloga mozga, kao i statisticki
zna€ajno smanjene ekspresije PMCA4 u tkivu mozdane kore misSeva St8sial null u
odnosu na kontrolnu skupinu. Razli¢it koliCinski sadrzaj specifi¢nih izoformi PMCA
izmedu tri regije mozga upucuje na razliCite potrebe za pojedinim izoformama sa
specifitnim kinetickim parametrima. Rezultati ukazuju da ne dolazi do istovremenog
smanjenja ekspresije svih izoformi PMCA koje su u mozgu eksprimirane ovisno o regiji,
a rezultati takoder idu u prilog Cinjenici da izostanak funkcije neuronalno specifi¢nih
PMCA2 i PMCA3 u mozgu ne moze biti nadoknaden povec¢anjem sadrzaja drugih izoformi
(257). Iz rezultata je vidljivo kako je barem jedna od neuronalno specifi¢nih izoformi
povecanog ili nepromijenjenog sadrzaja u sve tri analizirane regije mozga. Znacajno
smanjen sadrzaj ubikvitarno eksprimiranih izoformi PMCA1 i PMCA4 korelira sa
znacajnim snizenjem aktivnosti PMCA u tkivu mozZdane kore regija St8sial null, Sto
upucuje na zaklju¢ak o vaznosti ovih izoformi PMCA koje se smatraju ,sporim®
izoformama u kontekstu svojih kinetickih parametara uz istovremeno povecéanje
sadrZaja izoforme PMCA2 koja je specificna za neurone i smatra se ,brzom“ izoformom,
Sto je i u skladu s pove¢anom ekspresijom gena Atp2b2 koji za nju kodira u navedenoj
regiji mozga. MozZemo pretpostaviti da uslijed pada aktivnosti dolazi do smanjenja
koli¢ine ,sporih” i poveéanja koli¢ine ,brzih® izoformi kako bi se uspjela odriavati
homeostaza Ca?*, no stvarnost je vjerojatno puno kompleksnija jer je ukupan broj
razlicitih varijanti PMCA koje nastaju alternativnim prekrajanjem Cetiriju gena veéi od 30
(184). Diskrepancija koju na prvi pogled vidimo u razlici sadrZaja pojedinih izoformi u
stani¢noj membranii same ekspresije gena koji za njih kodiraju moze se pripisati injenici
da se PMCA smatra ,, dugozZivué¢im” proteinom s vremenom poluZivota od 12 (+/-1) dana,

no jos$ uvijek nije poznato vrijeme poluzivota pojedinacnih izoformi (257). Razlike izmedu
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genske ekspresije utvrdene metodom gRT-PCR i proteinske ekspresije utvrdene
westernskom metodom otiska mogu biti posljedica razli¢itog metodoloskog pristupa.
Naime, svaka od analiziranih izoformi proteina posjeduje i brojne transkripcijske
varijante koje pocetnice koriStene u ovom istraZivanju ne obuhvacaju, a takoder
prethodno navedeni velik broj varijanti koje nastaju alternativnim prekrajanjem
transkripcijskog produkta u konacnici nisu prepoznate koriStenjem protutijela u
westernskoj metodi otiska. Prednost ovog istraZivanja svakako je viSerazinski pristup u
analizi proteina od interesa, na razini genske i proteinske ekspresije.

U slucaju neuroplastina hipoteza je potvrdena u vidu sniZzenja sadrzaja izoforme
Np65 u mozdanoj kori i Np55 u malome mozgu miseva St8sial null, dok je ekspresija
Np65 povecdana u hipokampusu. Snizenje koli¢ine Np65 prati smanjenje kolicine PMCA1
u mozdanoj kori ide u prilog Cinjenici da Np tvori funkcionalne komplekse s PMCAL, te
je pokazano kako PMCA1 bez Np gubi svoju kataliticku aktivnost (238). Smanjenna
koli¢ina neuroplastina u pojedinim regijama moguce je i jedan od ¢imbenika razvoja
depresivnog ponasanja u miseva St8sial null, buduci da su poremecaji u ekspresiji
neuroplastina su zabiljeZeni u razvoju depresivnih poremeéaja u animalnim modelima

(236).

6.3. UTJECAJ GANGLIOZIDA NA PROMIJENE U SUBMEMBRANSKOJ
LOKALIZACUI ISTRAZIVANIH PROTEINA

Ovim istrazivanjem po prvi puta je zbirno analiziran utjecaj promijenjenog
gangliozidnog sastava na submembransku lokalizaciju pojedinacnih izoformi NKA, PMCA
i neuroplastina, membranskih proteina cije je funkcioniranje u velikoj mjeri pod
utjecajem lipidnog mikrookolis$a u kojem se nalaze. Gangliozidi su posebno koncentrirani
u domenama LR gdje sudjeluju u modulaciji funkcija membranskih proteina i ionskih
kanala, te u brojnim putevima prijenosa signala u stanici i medustani¢noj komunikaciji
(45). Hipoteza istrazivanja glasila je da poveéana koli¢ina gangliozida a-serije i
nedostatak gangliozida b- i c-serije u mozdanom tkivu miSeva St8sial null uzrokuje
intramembransku redistribuciju NKA, PMCA i neuroplastina, funkcionalne podjedinice

PMCA, te je hipoteza u potpunosti potvrdena. Za sve analizirane proteine pokazano je
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kako mijenjaju svoj polozaj medu membranskim nanodomenama LR koje su osobito
bogate gangliozidima i ostatka stanicne membrane u dvije analizirane regije mozga. Za
sve proteine osim PMCA2 pokazano je da im se smanjuje sadrzaj u domenama LR i nLR,
Sto ukazuje na sveobuhvatan proces redistribucije istrazivanih proteina izmedu
specificnih membranskih nanodomena uslijed povecanja kolicine gangliozida a-serije i
nedostatka gangliozida b- i c-serije u mozdanom tkivu misSeva St8sial null. Za pravilno
funkcioniranje NKA od iznimne je vaznosti njezin lipidni mikrookoli$ uslijed fizikalnih i
kemijskih interakcija s lipidima koji je okruzuju (143), te je utvrdeno postojanje dviju
populacija NKA unutar membrane: aktivne i neaktivne populacije (144). Ovim
istrazivanjem utvrden je obrazac smanjenja aktivnosti NKA u mozdanoj kori i malome
mozgu miSeva St8sial null, sto moze biti posljedica redistribucije aktivne populacije
enzima uslijed promijenjenog gangliozidnog sastava membrane c¢ime NKA postaje
okruzena suboptimalnim okoliSem po pitanju njezine kako enzimske aktivnosti tako i
uloge u signalnim putevima. Nasa istrazivacka skupina ranije je pokazala da dolazi do
preraspodjele NKA izmedu domena LR i ostatka membrane nakon ciklusa smrzavanja i
odmrzavanja uslijed reorganizacije membrane, a promjenu u preraspodjeli prati i GM1
(150) koji je u miSjem modelu St8sial null poja¢ano eksprimiran. Istrazivanjem je
analizirana i submembranska lokalizacija kolesterola u LR i nLR domenama zbog vazne
uloge kolesterola u ustroju LR. Utvrden je porast sadrZaja kolesterola u domenama LR,
a pokazano je kako se kolesterol moze vezati izmedu a- i B-podjedinice NKA Sto
onemogucuje aktivnost enzima (146).

Promjene u redistribuciji PMCA1, PMCA3 i PMCA4 idu u prilog statisticki znacajno
smanjenoj aktivnosti PMCA u tkivu mozZdane kore misSeva St8sial null, bududi da je u
literaturi poznato kako je najveca aktivnost PMCA unutar mikrodomena LR bogatih
gangliozidima i kolesterolom (37),(206). Zanimljivo je kako unato¢ povecanoj koli¢ini
kolesterola u domenama LR u obje analizirane regije dolazi do izlaska PMCA izoformi iz
njih, iako je u literaturi pokazano da do redistribucije PMCA izmedu LR i nLR dolazi u
slu¢aju smanjenja sadrzaja kolesterola (206), Sto upucuje na izraZeniji ucinak
promijenjenog sastava gangliozida u ustroju LR i pozicioniranju proteina unutar ovih
nanodomena. Za izoformu PMCA4 poznato je kako je zajedno s kolesterolom i GM1

predominanto prisutna u domenama LR u malome mozgu (258), regiji posebno bogatoj
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b-serijom gangliozida (23), koja uslijed nefunkcionalosti GD3-sintaze nije sintetizirana u
mozgu misSeva St8sial null. To ukazuje na vaznost b-serije gangliozida za pravilno
pozicioniranje PMCA4 u membrani bududi da rezultati pokazuju smanjenje sadrzaja ove
izoforme u domenama LR izoliranima iz malog mozga. Medu rezultatima se isti¢e porast
koli¢ine PMCA2 u domenama LR i nLR u tkivu moZdane kore null miSeva, praéen
porastom ekspresije gena Atp2b2 i samog sadrZaja proteina utvrdenom westernskom
metodom otiska, Sto ukazuje na vaZznost ove neuronalno specificne izoforme u
kompenzaciji pada aktivnosti PMCA u tkivu moZdane kore uslijed promijenjenog
gangliozidnog sastava membrane.

Zanimljivo je za istaknuti kako promjene u redistribuciji Np65 ne prate promjene
u redistribuciji PMCA2. NaSa je istraZivacka skupina pokazala kako je kompleks
Np65/PMCA2 stabiliziran u lipidnim splavima obogacenim gangliozidom GM1 (208), sto
upucuje na vaznost optimalnog sadrzaja GM1 u stani¢noj membrani za stabilnost
navedenog kompleksa, a upravo je ekspresija ovog gangliozida povedana u misjem

modelu St8sial null.

6.4. UTJECAJ GANGLIOZIDA NA ENZIMSKU AKTIVNOST ATPaza TIPA P

Nakon sustavnog utvrdivanja razlika u genskoj ekspresiji, proteinskom sadrzaju i
promjena u submembranskoj lokalizaciji NKA i PMCA, mjerenjem njihovih enzimskih
aktivnosti ustanovljen je konacan biokemijski ucinak navedenih promjena uslijed
povecanja koli¢ine gangliozida a-serije i nedostatka gangliozida b- i c-serije u mozdanom
tkivu miseva St8sial null u odnosu na kontrolnu skupinu. Aktivnosti obaju spomenutih
enzima u ovom istrazivanju po prvi puta su odredene u misjem modelu s navedenom
promjenom u gangliozidnom sastavu. Hipoteza koja glasi da zbog navedenog specificnog
gangliozidnog sastava dolazi do pada aktivnosti i NKA i PMCA potvrdena je u slucaju
statisticki znaCajnog smanjenja aktivnosti obaju enzima u tkivu mozdane kore i
smanjenja aktivnosti NKA u malome mozgu miSeva St8sial null. Poznato je da smanjenje
aktivnosti NKA dovodi do poremecaja u ionskoj homeostazi stanice, i opisani su ucinci
smanjenja njezine aktivnosti na razvoj patologije neuroloskih i neurodegenerativnih

oboljenja poput glioma, multiple skleroze, subakutnog skleroznog panencefalitisa, PD,
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AD, sistemskog eritemskog lupusa, Downovog sindroma, te epilepsije (152)—(154).
Rezultati ovog istraZivanja pokazuju kako se smanjenje aktivnosti NKA vjerojatno nastoji
kompenzirati poveéanom ekspresijom gena za kataliticke podjedinice NKA sto je vidljivo
iz rezultata analize njihove genske ekspresije, te posljedi¢no i poveéanja proteinskog
sadrzaja ukupnih katalitickih podjedinica u tkivima moZdane kore i maloga mozga
miSeva St8sial null. Uvidom u rezultate utvrdivanja submembranske lokalizacije moze
se zakljuciti da unatoC porastu ukupnog sadrZaja katalitickih podjedinica NKA, kao i
porasta ekspresije gena koji za njih kodiraju ipak dolazi do redistribucije enzima u
stani¢noj membrani izmedu LR domena i ostatka membrane upucuje na izuzetnu
vaznost gangliozidnog sastava membrane za optimalno funkcioniranje enzima. NasSe
prethodno istrazivanje pokazalo je kako uslijed reorganizacije membrane promjene u
aktivnosti NKA prati preraspodjela GD1a, GD1b, i GT1b izmedu domena LR i nLR (150).
Snizenje aktivnosti NKA u moZdanoj kori i malome mozgu prati i porast koli¢ine
kolesterola u navedenim regijama misSeva St8sial null, a pokazano je kako kolesterol
veze i inhibira aktivnost NKA (146). Predlazemo kako strukturne promjene neuronalnih
membrana koje su posljedica promijenjenog sastava gangliozida dovode do gubitka
funkcije NKA i poremeéene ionske homeostaze $to rezultira promjenama u njihovom
akcijskom potencijalu (147). Dodavanjem gangliozida b-serije gangliozida u homogenate
miSeva St8sial null u kojima je bez njihovog dodatka aktivhost manja u odnosu na
kontrolnu skupinu, po prvi puta smo uspjeli ,,spasiti“ aktivnost enzima (engl. Activity
rescue). U ovom istrazivanju aktivnost (Slika 5.5.315.5.4.) je i premasila onu u kontrolnim
Zivotinjama, pa bi daljnja istrazivanja trebalo usmjeriti na optimizaciju koncentracije
dodanih gangliozida i nacin njihova dodatka kako bi postignuta aktivnost u potpunosti
odgovarala onoj kontrolnih Zivotinja.

Gubitak aktivnosti PMCA uzrokuje poremecaj u homeostazi Ca%* u tkivu mozga, a
smanjenje aktivnosti zabiljezeno je u oboljelih od AD i PD, te u Zivotinjskim modelima
ovih neurodegenerativnih bolesti (221). Nemoguénost odrZavanja homeostaze Ca®* u
mozgu jedna je od znacajki AD (218), te je dokazana inhibicija PMCA AB-peptidom, s
najvec¢im inhibitornim uc¢inkom na PMCA4 (222). Aktivhost PMCA utvrdena u ovom
istrazivanju statisticki je znacajno manja u mozdanoj kori miSeva St8sial null, pracena

porastom ekspresije gena za izoforme PMCA?2 i PMCA4, te povecanjem sadrzaja ,brze”
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neuronalno specifi¢ne izoforme PMCA2 i njezine zastupljenosti u lipidnim splavima kao
mehanizma kompenzacije za pad aktivnosti u ovoj regiji mozga. Smanjenje aktivnosti
PMCA moze se i pripisati Cinjenici da je istraZivanjem u stani¢nim kulturama utvrdena
inhibicija aktivnosti PMCA u ovisnosti o NKA zbog termodinamickog pomaka koli¢ine
slobodne energije u korist NKA uslijed dostizanja kriticne koncentracije ATP-a (198). U
kontekstu specificnog sastava mozdanih gangliozida u miseva St8sial null u prilog
smanjenju aktivnosti PMCA idu spoznaje da gangliozid GD1b stimulira PMCA, GM1
smanjuje, a asialo-GM1 u potpunosti inhibira u mozgu Stakora (181). Iste rezultate
zabiljezili smo i u ovom istrazivanju, kada je aktivnost PMCA u homogenatima mozdane
kore miSea ponovno povecana dodavanjem gangliozida b-serije. Zbirno, navedeni
rezultati upucuju na izrazit utjecaj sastava gangliozida i kolesterola na optimalno

funkcioniranje PMCA, te posljedi¢no na odriavanje homeostaze Ca?* u SZS.

6.5. UKUPNE BIOKEMIJSKE PROMJENE

U ovom istrazivanju analizirane su 3 regije mozga, mozdana kora, mali mozak i
hipokampus, koje su odabrane radi regionalno-specificnog obrasca izrazaja gangliozida.
Primjerice, b-serija gangliozida koja nedostaje istrazivanom misjem modelu osobito je
zastupljena u malom mozgu (259). U malom mozgu miseva detektirana je i jaka
imunoreaktivnost gangliozida GD1a (259), ¢ija je koncentracija u ovom misSjem modelu
povecana u usporedbi s kontrolama (78). Mozdana kora takoder je bogata gangliozidima
GD1a, GD1b te GT1b (259), a upravo smo za mozdanu koru u ovom istrazivanju pokazali
najveée sveobuhvatne razlike i na razini genske i proteinske eskpresije, kao i u samoj
aktivnosti enzima NKA i PMCA te u koncentraciji kolesterola.

Prethodna istrazivanja nasSe skupine pokazala su da je upravo u ovom misjem
modelu u svim istrazivanim regijama mozga promijenjena ekspresija gena koji kodiraju
enzime i proteine metabolizma kolesterola (260). Primjerice, pokazano je kako je genska
ekspresija 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA-reduktaze, glavnog regulacijskog enzima u
biosintetskom putu kolesterola, povecana u St8sial null Zivotinja u usporedbi s
kontrolama u mozdanoj kori, malom mozgu i hipokampusu. Ovim istraZivanjem
detektirana je poveéana koncentracija kolesterola i u ukupnim homogenatima, kao i u

pojedinim submembranskim domenama tih regija mozga. Poznato je da kolesterol moze

90



Borna Puljko Doktorska disertacija

imati utjecaja na enzimsku aktivnost i NKA i PMCA (37),(143),(146) te je moguce da u
ovom modelu na aktivnost istraZivanih enzima ne utjeCe samo promijenjen gangliozidni
okolis, veé i promijenjen sadrzaj kolesterola. Nadalje, za oba istrazivana enzima poznate
su interakcije u koje preferencijalno stupaju s negativnho nabijenim fosfolipidima
membrane (149),(204),(205). S obzirom da i gangliozidi nose znacajan negativni naboj,
moguce je da i oni stupaju u direktne interakcije odnosno vezu NKA i/ili PMCA ¢ime
direktno utje¢u na njihovu enzimsku aktivnost, a ne samo preko promijenjene
arhitekture stanicne membrane i sadrZaja kolesterola. U posljednje vrijeme u literaturi
se sve viSe govori o proteinima koji posjeduju vezne domene za gangliozide (51), stoga
je ovakva hipoteza vrlo intrigantna i predstavlja obecavajuci smjer daljnjih istrazivanja.
Osobito je zanimljivo da su ovim istrazivanjem detektirane promjene na svim bioloskim
razinama, od genske i proteinske eskpresije do enzimske aktivnosti. Razlike su specificne
za pojedine enzimske podjedinice koje inace imaju drugaciju zastupljenost u razlicitim
tkivima. Ono Sto se logicno namedée kao pitanje kada sveobuhvatno sagledavamo
dobivene rezultate, je $to je primarna promjena koja potom za sobom povlaci i ostale
promjene. U tom kontekstu moZzemo razmotriti nekoliko mogucénosti: a) promijenjena
arhitektonika stanicne membrane zbog promijenjenog gangliozidnog sastava utjece na
redistribuciju lipidnih splavi $to se odrazava na enzimsku aktivnost NKA i PMCA; potom
promijenjena enzimska aktivnost mehanizmom povratne sprege utje¢e na samu gensku
i proteinsku ekspresiju navedenih enzima; b) promijenjen gangliozidni sastav gdje
pojedinih gangliozida imamo vise nego u kontrolama (GM1 i GD1a), a nekih nemamo
uopée (GD1b i GT1b), direktno utjeCu na gensku ekspresiju ciljnih gena koji ukljucuju
gene za metabolizam kolesterola, neuroplastin, PMCA i NKA, Sto posljedi¢no dovodi do
razliCite koncentracije navedenih proteina i kolesterola, redistribucije komponenti
lipidnih splavi te promijenjene enzimske aktivnosti. Naravno, ovdje treba uzeti u obzir i
meduovisnost PMCA i NKA, za Ciju je enzimsku aktivnost potreban ATP i u slucaju
njegove niske koncentracije NKA ,krade” ATP od PMCA odnosno dostupni ATP ¢e
iskoristiti NKA prije PMCA te dolazi do inhibicije aktivnosti PMCA (198).
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PredloZeni mehanizmi su saZeto prikazani na primjeru mozdane kore i NKA u Slici
6. Stvarna situacija se vjerojatno nalazi izmedu ova dva objasSnjenja te su potrebna
daljnja ciljana istrazivanja koja bi rasvjetlila na koji nacin su gangliozidi inicijalni okidac
ovih promjena, bilo da utjeCu na gensku ekspresiju ili na samu aktivnost enzima
direktnim vezanjem, ili gangliozidi pak pokreéu svojevrsnu kaskadu promjena koja

ultimativno rezultira smanjenom enzimskom aktivnos¢u.

Submembranska lokalizacija

Lipidne splavi —_— Ostatak membrane
Deficijencija GD3-sintaze i posljedi¢ni (ne-splavi)
Ekspresija gena St8sial p! ijenjeni sastav liozid:
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Slika 6. Shematski prikaz posljedica nedostatka GD3-sintaze na primjeru ekspresije, submembranske

lokalizacije i aktivnosti NKA u mozdanoj kori. Crne pune strelice predstavljaju dokazan9 smjer promjene;
primjerice, nedostatak ekspresije gena St8sial null uzrokuje nedostatak espresije GD3-sintaze i
posljedicno promijenjen sastav gangliozida. Takoder, logicno je za pretpostaviti da povecana genska
ekspresija pojedinih podjedinica NKA uzrokuje povecanu ukupnu proteinsku ekspresiju NKA. Crne
isprekidane strelice prikazane su za slucajeve kad nije sigurno $to je nastupilo prvo; primjerice utjece li
promijenjeni sastav gangliozida direktno na gensku ekspresiju; utjece li promijenjeni sastav gangliozda
direktno na enzimsku aktivnost ili redistribucija lipidnih splavi zbog promijenjenog gangliozidnog sastava
utjeCe na enzimsku aktivnost NKA; potom promijenjena enzimska aktivhost mehanizmom povratne
sprege utjeCe na samu gensku i proteinsku ekspresiju NKA. Promjene (i njihov smjer) utvrdene ovim
istraZivanjem prikazane su blok-strelicama u crvenoj odnosno zelenoj boji (u skladu s Tablicom 6.). Shema

kreirana na Biorender.com.
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6.6. TRANSLACIJSKI POTENCIJAL REZULTATA ISTRAZIVANJA

Nedostatak GD3-sintaze te posljedicno povecana koli¢ina gangliozida a-serije i
nedostatak gangliozida b- i c-serije u mozdanom tkivu miseva St8sial null polazisna su
to¢ka ovog rada u kojemu je istrazen utjecaj navedene promjene u gangliozidnom
sastavu na gensku i proteinsku ekspresiju, te submembransku lokalizaciju NKA, PMCA i
Np, kao i na enzimsku aktivnost NKA i PMCA u razlicitim regijama mozga. Medutim GD3-
sintaza se dugi niz godina istrazuje i kao klju¢an enzim u razvoju brojnih vrsta tumora,
pogotovo u tumorima dermalnog porijekla, a sam gangliozid GD3 smatra se vaznim
faktorom u razvoju melanoma i neuroblastoma zbog ucinka na stani¢nu proliferaciju
(99). Nedostatak GD3-sintaze i posljedi¢no gangliozida GD3 rezultira sporijim rastom
tumora u stani¢noj kulturi bez utjecaja na razvoj fenotipa melanoma (261). Mehanizmi
uklju¢enosti GD3-sintaze i GD3 razlikuju se medu razli¢itim vrstama tumora. Primjerice,
inhibicija ekspresije GD3-sintaze u hibridnim stanicama neuroblastoma Stakora povezan
je sa sporijim rastom tumorskih stanica i smanjenim metastatskim potencijalom i
usporenom angiogenezom (262). Porast ekspresije GD3-sintaze zabiljeZen je i u tumoru
dojke s pozitivnim esktrogenskim receptroima (263), a pokazano je i kako uslijed
ekspresije GD3-sintaze dolazi do porasta koli¢ine malignih promjena u stanicama tumora
dojke putem aktivacije signalnih puteva Erk/MAPK i PI3K/Akt (264). Maligni glioblastomi
ljudi karakterizirani su velikim udjelom GD3, ¢ija je koli¢ina u tumorskom tkivu direktan
odraz stupnja malignosti (265), te se GD3-sintaza i GD3 smatraju potencijalnim ciljnim
molekulama za razvoj novih terapija (266). Uklju¢enost GD3-sintaze i GD3 zabiljeZen je i
smatra se potencijalnim kandidatima u razvoju terapija za lije¢enje tumora Zeluca (267)
i prostate (268), kao i kronicne mijeloidne leukemije (269). Zadnjih godina velika
pozornost usmjerena je na razvoj inhibitora aktivnosti GD3-sintaze. Primjerice spoj
triptolid izoliran iz biljke Tripterygium wilfordii utvrden je kao inhibitor GD3-sintaze jer
izaziva supresiju aktivacije signalnog puta NF-kB sto dovodi do inhibicije proliferacije
stanica SK-MEL-2 melanoma covjeka (270). Sintetska molekula BMS-345541 takoder
uzrokuje inhibiciju ekspresije GD3-sintaze putem inhibicije puta NF-kB rezultirajuci
smanjenjem veliCine tumora i produljenjem Zivotnog vijeka miSeva s tumorom dojke

(271). Medutim, rezultati ovog doktorskog rada upuéuju da nedostatak GD3-sintaze i
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posljedicno promjena gangliozidnog mikrookoliSa imaju negativan utjecaj na
funkcioniranje NKA i PMCA, proteina od iznimne vainosti u odrzavanju ionske
homeostaze. Doprinos ovog doktorskog rada takoder je i rezultat kojim je pokazan
povrat odnosno ,spasavanje” aktivnosti NKA i PMCA dodavanjem gangliozida b-serije
(Slike 5.5.3 i 5.5.4), ¢ime se znatno smanjuje negativan utjecaj nedostatka GD3-sintaze
na navedene proteine. Smanjenje uocenih negativnih promjena administracijom
gangliozida GD1b i GT1b daje ovom doktorskom istraZivanju potencijalnu translacijsku
primjenu u buducim istraZivanjima uklju¢enosti GD3-sintaze u razvoju razlicitih tumora.
Naime, primjena egzogenih gangliozida strategija je u razvoju terapija za razliCite
patofizoloSke promjene. U misjim modelima pokazano je kako intranazalna
administracija gangliozida GD3 i GM1 dovodi do obnove sposobnosti regeneracije
neuronalnih mati¢nih stanica i promoviranja neurogeneze u misjem modelu PD (272).
Pokazano je i kako administracija GM1 pozitivho utjeCe i na oporavak od inducirane
ozljede kraljeznicne mozdine u misSjem modelu (273). Administracija gangliozida
strategija je i u klinickim istrazivanjima na ljudima. Primjerice, u dva klinicka istrazivanja
pacijenti oboljeli od PD intravenozno ili subkutano su primali 100 mg egzogenog
gangliozida GM1 tijekom dvije godine, $to je dovelo do poboljSanja motorickih funkcija
i sporije progresije bolesti (274). Klinicka istraZivanja administracije gangliozida GM1
pokazala su pozitivan ucinak kod pacijenata oboljelih od AD (71). Prvi sluzbeni
gangliozidni lijek Cronassial na trziste je iziSao joS 1973. godine te je propisivan za
lijeCenje perifernih neuropatija (275).

Naposljetku, uzimajuéi u obzir sve prikazane rezultate, jasno je da promijenjen
sastav gangliozida ima dalekosezZne posljedice po funkcioniranje ubikvitarnih stanicnih
membranskih prijenosnika iona. lako za veéinu podjedinica NKA odnosno izoformi PMCA
ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u ekspresiji izmedu St8sial null miseva i kontrola,
postoje jasni trendovi promijenjenog obrasca eskpresije koji dovodi do snizene
aktivnosti NKA i PMCA. Svakako valja imati na umu da i male, na prvi pogled
»heznacajne” promjene u primjerice proteinskoj eskpresiji mogu imati bitan utjecaj na
istrazivaCima zbog svog relativno blagog fenotipa, ali analogne smetnje u motorici,

oporavku nakon ozljede, poteskoce sa sluhom i vidom kod ljudi mogu iznimno znacajno
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utjecati na kvalitetu Zivota. Nadalje, GD3-sintaza kao terapijski cilj u brojnim
istrazivanjima tumora od osobitog je interesa i upravo zbog namjere da se inhibira kod
lijeCenja razlicitih vrsta karcinoma izrazito je vazno u potpunosti rasvjetliti posljedice
inaktivacije ovog enzima. Stoga nasSe istrazivanje kojim smo ne samo rasvijetlili
posljedice inaktivacije GD3-sintaze, vec i predlozZili potencijalnu terapiju odnosno nacin
da maksimalno umanjimo negativne posljedice u vidu egzogenog dodatka gangliozida b-
serije, predstavlja vrijedan doprinos temeljnim spoznajama u glikobiologiji kao i razvitku

buducih terapija u poremecajima koji uklju¢uju promijenjenu ekspresiju GD3-sintaze.
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7. ZAKUJUCCI

VI.

Promijenjen gangliozidni sastav membrane u razli¢itim regijama mozga miseva
St8sial null uzrokuje promjene ekspresije gena koji kodiraju za pojedine izoforme
i podjedinice NKA, PMCA i Np.

Promijenjen gangliozidni sastav membrane membrane u razli¢itim regijama
mozga miSeva St8sial null uzrokuje selektivne promjene u proteinskoj kolicini
pojedinih izoformi i podjedinica NKA, PMCA i Np.

Promijenjen gangliozidni sastav membrane uzrokuje redistribuciju NKA, PMCA i
Np izmedu razlic¢itih membranskih domena u mozgu miseva St8sial null.
Promijenjen gangliozidni sastav membrane uzrokuje povecanje koncentracije
kolesterola i njegove koli¢éine u membranskim domenama u miseva St8sial null.
Promijenjen gangliozidni sastav membrane uzrokuje smanjenje aktivnosti NKA i
PMCA u razlicitim regijama mozga miseva St8sial null.

Dodatak egzogenih gangliozida b-serije dovodi do povecdanja pocetno snizene

aktivnosti NKA i PMCA u mozdanoj kori miseva St8sial null.
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8. SAZETAK

U misjim modelima s poremeéenom sintezom glikosfingolipida gangliozida dolazi
do promjene u lipidnom okoliSu membrane potrebnom za pravilno funkcioniranje
membranskih proteina. Cilj ovog istraZzivanja bio je viSerazinskim metodoloskim
pristupom sustavno utvrditi utjecaj promijenjenog sastava gangliozida u misjem modelu
St8sial null na gensku i proteinsku ekspresiju, te submembransku lokalizaciju pojedinih
izoformi i podjedinica Na*, K*-ATPaze (NKA), Ca?*-ATPaze stani¢éne membrane (PMCA) i
neuroplastina (Np), kao i na enzimsku aktivnost NKA i PMCA u razli¢itim regijama mozga.
Analizom genske ekspresije metodom lanane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu utvrdene su promjene u ekspresiji gena za kataliticke i 8- podjedinice NKA,
izoforme PMCA izmedu moZzdane kore, maloga mozga i hipokampusa miSeva St8sial null
u odnosu na kontrolnu skupinu, ukazujuci na razli¢itu stani¢nu potrebu za pojedinim
izoformama, dok je u sve tri regije mozga utvrden porast ekspresije gena za
neuroplastin. Westernskom metodom otiska pokazano je da dolazi do promjene u
koli¢inskom sadrzaju istrazivanih proteina u regijama mozga St8sial null u vidu porasta
kolic¢ine katalitickih podjedinica NKA te izoforme PMCA2 u mozdanoj kori, PMCA4 u
malome mozgu, te PMCA3 i 4 u hipokampusu miSeva St8sial null ukazujuéi na razlicitu
stani¢nu potrebu za pojedinim izoformama razlicitih kineti¢kih svojstava. Analizom
submembranske lokalizacije navedenih proteina utvrden je proces njihove redistribucije
u analiziranim regijama mozga miSeva St8sial null. Analizom enzimskih aktivnosti NKA i
PMCA utvrdeno je kako dolazi do pada aktivnosti u mozdanoj kori i malome mozgu
miseva St8sial null uslijed ukupnih biokemijskih promjena uzrokovanim promijenjenim
gangliozidnim sastavom membrane. Dodavanjem egzogenih gangliozida b- serije
uspostavljen je porast enzimske aktivnosti NKA i PMCA, daju¢i ovom istraZivanju
translacijski potencijal. Rezultati istraZivanja nedvojbeno pokazuju da promijenjen
sastav gangliozida ima dalekosezZne posljedice po funkcioniranje ubikvitarnih stanicnih

membranskih prijenosnika iona.
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9. ABSTRACT

The effect of ganglioside composition on expression, submembrane localization and

activity of Na*, K*-ATPase and plasma membrane Ca?*-ATPase in mouse brain

Borna Puljko, MS Mol. Bio., 2023.

Mice models with altered biosynthesis of glycosphingolipids gangliosides have altered
membrane lipid environment necessary for the proper function of membrane proteins.
The aim of this thesis was to systematically determine the effect of altered ganglioside
composition on gene and protein expression, submembrane localization of specific
isoforms and subunits of Na*, K*-ATPase (NKA), plasma membrane Ca?*-ATPase (PMCA)
and neuroplastin (Np), and enzyme activity of NKA and PMCA in different brain regions
of St8sial null mice. Gene expression analysis revealed changes in expression profiles of
different PMCA isoforms and NKA subunits in null mice compared to their controls,
indicating the different cellular need for specific isoforms. Neuroplastin gene expression
was higher in all analysed regions. Higher protein content of catalytic NKA subunits and
PMCA?2 isoforms in the cortex, PMCA4 in the cerebellum, and of PMCA3 and PMCA4
isoforms in the hippocampus was determined in null mice illustrating the cellular needs
for specific subunits with differing kinetic parameters. Altered submembrane
localization of investigated proteins shows their redistribution between different
membrane subdomains. Described biochemical changes stemming from altered
ganglioside composition, cause lower enzyme activities of NKA and PMCA determined
in cortices and cerebella of null mice. We were able to rescue NKA and PMCA activity by
administration of exogenous b- series gangliosides, giving this research translational
potential. The results of this thesis unequivocally show that changes in ganglioside
microenvironment have considerable consequences on the function of membrane ion

transporters.
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DODACI

Dodatak 1. Prikaz rezultata kvalitativne i kvantitativne analize izoliranih uzoraka RNA

iz miSjeg mozdanogtkiva na mikroc¢ipovima
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Dodatak 1.a. Prikaz virtualne elektroforeze nakon analize mikro€ipovima. L — standard, 13p-24. odabrani

uzorci izolirane RNA iz miSjeg moZdanog tkiva.
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Dodatak 1.b. Prikaz rezultata analize broja RIN na mikrocipu.
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Dodatak 2. Prikaz rezultata utvrdivanja specificnosti pocetnica koriStenih za metodu

g-RT PCR na agaroznom gelu

Dodatak 2. Prikaz agaroznog gela sa amplifikacijskim produktima gena Atp1b3.

Dodatak 3. Fotografije frakcija nakon izolacija lipidnih splavi
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Dodatak 3. Fotografije frakcija nakon izolacija lipidnih splavi. LR — lipidne splavi; nLR — ne splavi.
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Dodatak 4. Fotografije cjelovitih membrana iz westernske metode otiska
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Dodatak 4.a. Fotografije kemiluminiscentnih signala proteina od interesa u homogenatima mozdane kore

kontrolnih i St8sial null mideva. NKA - Na*, K*-ATPaza; PMCA - Ca?*-ATPaze stani¢éne membrane, Np -

neuroplastin.
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Dodatak 4.b. Fotografije kemiluminiscentnih signala proteina od interesa u homogenatima malog mozga
kontrolnih i St8sial null mideva. NKA - Na*, K*-ATPaza; PMCA - Ca?*-ATPaze stani¢ne membrane, Np -

neuroplastin.
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Dodatak 4.c. Fotografije kemiluminiscentnih signala proteina od interesa u homogenatima hipokampusa
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kontrolnih i St8sial null mideva. NKA - Na*, K*-ATPaza; PMCA - Ca?*-ATPaze stani¢ne membrane, Np -

neuroplastin.
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Dodatak 5. Fotografije cjelovitih membrana u frakcijama lipidnih splavi i ostatka

stanicne membrane
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Dodatak 5.a. Fotografije kemiluminiscentnih signala proteina od interesa u frakcijama LR i nLR moZdane
kore kontrolnih i St8sial null mieva. NKA - Na*, K*~ATPaza; PMCA - Ca?*-ATPaze stani¢he membrane, Np

-neuroplastin; LR- lipidne splavi; nLR-ostatak membrane.




Borna Puljko Doktorska disertacija

a1l NKA
) nLR
Kontrole St8sial null Kontrole St8sial null
1 I L L
[ \ [ 1 i ) r )
e T T
PMCA1
LR nLR
Kontrole St8sial null Kontrole St8sial null
r : VT ! \ f : \ f ! \
139kDa-!_..’ CCLLL 139kDa-W
PMCA2
LR _
Kontrole st8sial null Kontrole Stssial null

)
) )
f T ) f !

A
f \
o NN | = [WEWE W T

Dodatak 5.b. Primjeri cjelovitih fotografija kemiluminiscentnih signala proteina od interesa u frakcijama

LR i nLR maloga mozga kontrolnih i St8sial null mideva. NKA - Na*, K*-ATPaza; PMCA - Ca?*-ATPaze stani¢ne

membrane, Np -neuroplastin; LR- lipidne splavi; nLR-ostatak membrane.




