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1. Uvod

1.1. Gangliozidi

Glikolipidi su heterogena skupina biomolekula koje sadrze jedan ili viSe
ugljikohidratnih lanaca vezanih na hidrofobni lipidni ostatak. Glikolipidi kojima je
hidrofobni lipidni ostatak ceramid, nazivaju se glikosfingolipidi. Na temelju njihovih
ugljikohidratnih struktura, glikosfingolipidi se klasificiraju u razli€ite serije, od kojih su
za kraljeznjake najznacajnije ganglio-, lakto-, neolakto-, globo- i muko-serije.
Konacno, kiseli glikosfingolipidi koji sadrze jedan ili viSe ostataka sijalinskih kiselina
(N-acetilneuraminska kiselina ili  N-glikolil-neuraminska kiselina) u svom

ugljikohidratnom ostatku nazivaju se gangliozidi (1).

Naziv gangliozidi skovao je njemacki biokemiCar Klenk, koji ih je izolirao iz
ganglijskih stanica pacijenata s amaurotskim idiotizmom i Niemann-Pickovom bolesti
(2). Sijalinska se kiselina po prvi put izolirala iz mucina submaksilarne zljezde 1936.
godine te je njenu strukturu pedesetih godina 19. stolje¢a viSe skupina znanstvenika
poistovjetilo s N-acetiineuraminskom kiselinom koju su izolirali Klenk i Faillard.
Biokemijske podloge amauroti¢nog idiotizama, GM1-gangliozidoze, Tay-Sachs- i
Sandhoffove bolesti identificirali su Sandhoff i drugi 1960-ih (3).

Svedski neurokemidar Lars Svennerholm je 1962. godine predloZio
nomenklaturu gangliozida, koje je klasificirao s obzirom na broj ostataka sijalinske
kiseline vezanih za ceramidnu osnovicu te s obzirom na kromatografsku pokretljivost
koja ovisi o stukturi osnovnog ugljikohidratnog lanca na koji su vezane sijalinske
kiseline (4). Pocetno slovo je uvijek isto (G) te oznacava skupinu gangliozida, nakon
Cega slijedi slovo koje oznaCava broj molekula sijalinskih kiselina. Ukoliko je vezana
samo jedna, slijedit ¢e slovo ,M* (mono). Slovo ,D“ (di) oznacava dvije, ,T“ (tri) tri, ,Q“
(quatrro) Cetiri ili ,P“ (penta) pet vezanih molekula sijalinske kiseline. Broj koji slijedi
oznacava slijed i duljinu oligosaharidnog lanca koji je vezan za ceramid odnosno
njihovu kromatografsku pokretljivost. Na primjer, brojka ,1“ oznaCava slijed Gal-
GalNAc-Gal-Glc-ceramid, brojka ,2“ oznaCava slijed GalNAc-Gal-Glc-ceramid, dok
brojka ,3“ oznacava slijed Gal-Glc-ceramid (Gal = galaktoza, Glc = glukoza, GalNAc
= N-acetilgalaktozamin). Naziv gangliozida moze zavrSiti malim tiskanim slovom koje

oznacava broj sijalinskih kiselina vezanih za unutarnju molekulu galaktoze, stoga ,a“
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oznacava jednu, ,b“ dvije, te ,c“ tri molekule sijalinske kiseline. Gangliozid moze biti i
iz asijalo serije, ,0“. Danas se gotovo isklju€ivo koristi nomenklatura po Svennerholmu,
a IUPAC-ova sluzbena nomenklatura, je danas rijetko u upotrebi zbog slozenosti

strukture gangliozida (5),(6).
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Slika 1. Prikaz strukture gangliozida GT1b. Gal — galaktoza, Glc — glukoza, GalNAc —
N-acetilgalaktozamin, NeuAc — N-acetilneuraminska kiselina (sijalinska kiselina).

Preuzeto i prilagodeno uz dopustenje (7).

Razvojem mozga, ekspresija se gangliozida dramaticno mijenja. U
embrionalnom mozgu ljudi i glodavaca dominantni su jednostavniji gangliozidi GM3 i
GD3. Sazrijevanjem su u mozgu izrazeniji slozeni gangliozidi poput GM1, GD1a,
GD1b i GT1b, dok se koncentracija jednostavnih gangliozida smanjuje. Ove promjene
su povezane s regulacijom glikoziltransferaza, koje se prostorno-vremenski reguliraju
na transkripcijskoj i posttranslacijskoj razini, djelovanjem transkripcijskih faktora i

epigenetskih modifikacija (5).

Biosinteza gangliozida zapoc€inje biosintezom ceramida, lipidne okosnice koja
sluzi kao prekursor za slozene glikosfingolipide. Kroz niz koraka djelovanjem
specifiCnih glikoziltransferaza potom nastaju galaktozilceramid, zatim glukozilceramid
te laktozilceramid (engl., lactosylceramide, LacCer). LacCer sluzi kao okosnica za

dodavanje molekula sijalinske kiseline u procesu koji se naziva sijalilacija.



Dodavanjem prve molekule sijalinske kiseline nastaje gangliozid GM3, zatim GD3 te

GT3, kojima zapocinju sinteze a-, b- i c-serija gangliozida (5),(6).
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Slika 2.1. Shematski prikaz biosinteze gangliozida. Crveno je zaokruzen enzim Koji
nedostaje u miSjem modelu St8sia1 null zbog nefunkcionalnog gena za GD3-sintazu
i blokira biosintetski put gangliozida b- i c-serije. Cer = ceramid, GlcCer = glukoza-
ceramid, Lac-Cer = laktozilceramid, GalNAc = N-acetilgalaktozamin, NeuAc = N-

acetilneuraminska kiselina. Preuzeto i prilagodeno uz dopustenje (7).

1.1.1. Gangliozidi staniche membrane

Unutar stanicne membrane gangliozidi se nakupljaju u lipidnim splavima (engl.,
lipid rafts, LR) koje imaju kljuénu ulogu u nizu stani¢nih procesa, poput
transmembranskog prijenosa molekula (8),(9) regulacije signalnih puteva i stani¢nog
prepoznavanja. LR su visokoorganizirane domene bogate glikosfingolipidima i
kolesterolom (8), netopljive u ionskim detergentima (engl., detergent resistant
membrane (DRM) fractions) (10). Gangliozidi i LR utje€u na koncentraciju kolesterola
stanicne membrane te je dokazana povezanost poremecenog metabolizma
kolesterola u odnosu na promijenjen sastav gangliozida (11). Unutar LR se nalaze
vece koncentracije razliCitih membranskih proteina poput receptorskih tirozin-kinaza
iz obitelji kinaza Src, proteina s GPI-sidrom (glikozilfosfatidilinozitolnim sidrom) (12),
receptora za faktore rasta (8), palmitoiliranih i miristoiliranih proteina poput flotilina (13)
i proteina koji vezu kolesterol poput kaveolina (14). Istrazivanja (15) pokazuju da GM1

lokalizira na uropodima (uropod — izbo€ina na straznjoj strani ameboidnih pokretnih



stanica kao $to su leukociti (16)), dok se GM3 odvaja do prednjeg ruba. Stoga, dvije
razliCite skupine splavi, GM1-splavi i GM3-splavi, koje sadrze razli€ite podskupine
proteina povezanih s lipidnim splavima postaju dinamicki odvojene tijekom polarizacije
stanice. Ove znacajke lipidnih splavi omogucuju stanici koordiniranu indukciju

signalnih puteva te su mjesto za interakciju signalnih molekula i drugih glikolipida.

1.1.2. Raspodjela gangliozida u mozgu

Gangliozidi nisu jednako zastupljeni u razli€itim mozdanim regijama, odnosno
pojedine mozdane regije, kao i drugi organi, uvelike se razlikuju po koncentraciji i
sastavu gangliozida. Tako primjerice, gangliozidi GM1, GD1a, GD1b i GT1b ¢ine 97%
svih gangliozida u ljudskom mozgu te mozgovima sisavaca i ptica (17) (u daljnjem

tekstu: glavni gangliozidi).

Imunohistokemijom je utvrdeno da je GD1b izrazito izrazen u sivoj i bijeloj tvari u
cijelom mozgu. Nasuprot tome, ostala tri glavna gangliozida imaju specifi¢nije obrasce
distribucije u odredenim regijama mozga. GM1 se nalazi u bijeloj tvari, blisko uskladen
s uzorkom ekspresije glikoproteina pridruzenog mijelinu (engl., myelin-associated
glycoprotein, MAG), a takoder je prisutan u nekim mozdanim jezgrama. GD1a i GT1b
uglavnom su smijesteni u sivoj tvari, uz nesto prisutnosti u traktovima bijele tvari.
Distribucija GD1a i GT1b slicna je u rostralnim dijelovima telencefalona, ali je
ekspresija GD1a ograniCena na nekoliko struktura u mozdanom deblu od razine

prednjeg pretektalnog nukleusa i gornjeg kolikulusa nadalje (17).

U malom mozgu misa, GM1 je prisutan samo u bijeloj tvari, dok se gangliozidi
GD1a, GD1b i GT1b nalaze u sva tri sloja kore malog mozga (molekularni sloj, sloj

Purkinjeovih stanica i granularni sloj) (18).

U jezgrama talamusa nalazimo poglavito ,glavne“ gangliozide, a GD1a slabo je
izrazen samo u retikularnoj jezgri talamusa. U epitalamickim medijalnim i lateralnim
habenularnim jezgrama jako se eksprimiraju GD1b i GT1b, dok je GM1 slabo
eksprimiran, a GD1a je potpuno odsutan. Sve jezgre hipotalamusa, ukljuCujuci
paraventrikularne i medijalne preoptiCke jezgre i podrucje prednjeg hipotalamusa,
obilno izrazavaju gangliozide GM1, GD1a, GD1b i GT1b. U subtalamitkoj jezgri i zoni

incerti GT1b je izrazen, a GD1a je potpuno odsutan (17).



1.1.3. Gangliozidi i bolesti srediSnjeg Ziv€anog sustava

Kao $to je ranije spomenuto, gangliozidi su kljuni za odrZzavanje homeostaze
sredidnjeg zivéanog sustava (SZS), pri éemu svaka promjena koncentracije i sastava
gangliozida moze doprinijeti razvoju teskih neurodegenerativnih stanja. Mutacije koje
utjeCu na lizosomske enzime za razgradnju gangliozida mogu dovesti do nakupljanja
gangliozida, Sto rezultira smrtonosnim lizosomskim bolestima nakupljanja poput GM1-
gangliozidoze, Tay-Sachsove i Sandhoffove bolesti. Ove bolesti karakterizira mnogo
razli€itih kliniCkih simptoma, razvojno zaostajanje i rani poCetak neurodegeneracije.
Osim toga, mutacije u genima koji kodiraju enzime biosinteze gangliozida mogu
dovesti do teSkih sindroma poput nasljednog oblika epilepsije s poCetkom u djecjoj
dobi (19).

Promijenjene razine pojedinih gangliozida uoCene su i zabiliezene kod
Parkinsonove bolesti (PD), Huntingtonove bolesti (HD), Alzheimerove bolesti (AD),

amiotroficne lateralne skleroze (ALS) i multiple skleroze (MS) (20).

Istrazivanja pokazuju da gangliozidi utje€u na ekspresiju i pozicioniranje
neuroplastina koji je impliciran kao sudionik neuropatoloSke kaskade kod

Alzheimerove bolesti (21).

1.2. Leptin i leptinski receptor

Leptin je peptidni hormon, veli¢ine 16 kDa, kojega kodira gen ob (engl., ob —
obesity) u masnom tkivu, a odrzava homeostazu energijskog metabolizma i tjelesnu
masu (22). Pojam koji Cesto povezujemo s leptinom je adipoznost, jer leptin u tijelu
dovodi do mobilizacije lipida $to odreduje koli€inu masnih rezervi. Osim toga, sudjeluje
i U procesima povezanim s potroSnjom energije, poput termogeneze u smedem
masnom tkivu i posmedivanja bijelih adipocita. Leptin prenosi informacije o
metabolizmu u hipotalamus, koji djeluje kao centar za regulaciju prehrane, tjelesne

mase i potro$nje energije (23).

Leptinski receptor (LepR) je transmembranski protein koji veze leptin, a pripada
obitelji citokinskih receptora klase | (23). LepR je proizvod alternativnog RNA
izrezivanja gena db (gen dijabetes) (28), a izrazava se u Sest izoformi. Strukturne
razlike LepR-a djele ih u tri klase: duge, kratke i sekretorne izoforme. Duga, potpuno

aktivna izoforma Lep-Rb uglavhom se eksprimira u hipotalamusu gdje sudjeluje u



energetskoj homeostazi te na imunoloskim stanicama uklju¢enim u urodenu i steCenu
imunost. Duge i kratke izoforme LepR-a (LepRa, LepRc, LepRd i LepRe), osim
jednakih izvanstani¢nih i transmembranskih aminokiselina, imaju isti slijed prvih 29
unutarstanicnih aminokiselina, Sto sadrzava konstantni box 1 motiv i JAK tirozin-
kinazu (29). Duljina daljnje unutarstanicne sekvence aminokiselina ovise o
alternativnom mRNA izrezivanju; duga izoforma sadrzi dodatne motive i supresore
signalizacije citokina (engl., suppressor of cytokine signaling, SOCS) koja je
inducirana citokinima (30). Sekretorna izoforma (LepRe) ne posjeduje unutarstani¢nu
domenu, veC se secernira izravno u krvotok gdje djeluje kao otopljeni receptor
(24),(25).

Arkuatna jezgra hipotalamusa sadrzi dvije medusobno povezane skupine neurona
koji izrazavaju dulju izoformu leptinskog receptora (LepRb) i glavno je mjesto
aktivnosti leptina (24). Proopiomelanokortinski neuroni (engl., proopiomelanocortin,
POMC) potiCu osjecaj sitosti i toniCki otpustaju hormon koji stimulira a-melanocite
(engl., alpha-melanocyte stimulating hormone, a-MSH), koji se veze na receptor
melanokortina 4 (engl., melanocortin 4 receptor, MC4R) u paraventrikularnu jezgru
hipotalamusa i na taj nacin poti€e anorekticki ucinak, tj. potrodnju energije. Neuroni
koji proizvode protein povezan s agutijem (engl., Agouti-related protein, AgQRP) poticu
glad i otpustaju 1) AgRP, koji se natjeCe s a-MSH za vezno mjesto MC4R za regulaciju
prehrane i energetske ravnoteze, te 2) neuropeptid Y (engl., neuropeptide Y, NPY) i
y-aminomaslacnu kiselinu (engl., gamma-aminobutyric acid, GABA) za regulaciju
energetske ravnoteze. LepRb se eksprimira i u POMC neuronima, i u AgRP
neuronima. Medutim, postprandijalno povecana razina cirkulirajuceg leptina stimulira
POMC neurone (s posljedi¢nim otpustanjem a-MSH i inhibicijom hranjenja), a inhibira
AgRP neurone (26). Konacno, poviSena razina leptina tipicno stvara jak signal koji
sprjeCava pretilost. Medutim, taj uCinak je slab ili poremecen kod pretilih osoba, koji

pokazuju stalnu hiperleptinemiju i ne reagiraju na egzogenu primjenu leptina (27).

JAK-STAT put je primarni i najistrazivaniji put prijenosa signala koji je aktiviran
leptinom. p-Tyr1138 je vezno mjesto za STAT3, kojeg fosforilira JAK2 i translocira u
jezgru kao dimer za pokretanje ekspresije gena kao $to je SOCS, regulator negativne
povratne sprege puta JAK-STAT. SOCS3 se veze na p-Tyr985 LepRb, inhibirajudi
aktivaciju JAK2, a time i LepRb signalizaciju (28). Leptin takoder aktivira STAT5 putem
fosforilacije Tyr1077, ali mutacije na ovom mijestu ili neuronska delecija STAT5
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rezultiraju manjim ili nikakvim znac€ajnim ucincima na regulaciju tjelesne mase. Ovo
sugerira da put LepR-STATS5 ima manju ulogu u energetskoj ravnotezZi i moze

posredovati u drugim signalima citokina (29).

MiSevi koji nemaju funkcionalni leptin ili LepR pretili su, hiperfagicni, imaju
hiperglikemiju i inzulinsku rezistenciju (30). Kratke izoforme LepR-a sposobne su
vezati JAK kinaze i aktivirati kaskade prijenosa signala, medutim ucinak kratke
izoforme razlikuje se od u€inka duge izoforme. Njegova je glavna funkcija vjerojatno
povezana s internalizacijom i degradacijom leptina. Kratka se izoforma moze naci u

raznim tkivima, poput bubrega, pluéa, jetre, slezene i u makrofagima (24).

1.2.1. Leptinski receptor i bolesti srediSnjeg ziv€anog

sustava

Postoje brojna istrazivanja o kljucnoj ulozi leptina i leptinskog receptora u regulaciji
neuroendokrinog sustava i korelaciji s neurodegenerativhim bolestima. Novija
istraZivanja pokazuju da leptin i njegov receptor igraju znacajnu regulatornu ulogu u
SZS-u te da su povezani s patoloskim i fizioloskim mehanizmima neurolo$kih bolesti,
uklju€ujuci neurodegenerativne bolesti i poremecaje raspolozenja (25). Utvrdeno je da
se neke neurolosSke bolesti pojavljuju uz promjene razine leptina, sto ukazuje da bi
leptin mogao biti pokazatelj razvitka bolesti, Sto istrazivanjima o leptinu i njegovom

receptoru daje jo$ veci znaca,j.

KliniCke studije koje su istraZivale odnos izmedu depresije i razine leptina dale su
nepouzdane rezultate. Nize razine leptina prijavljene su kod pacijenata s depresijom
u usporedbi s kontrolnom skupinom u ranijim studijama. No, postoje i istrazivanja koja
pokazuju da pacijenti s velikim depresivnim poremecajem imaju viSe razine leptina
(31). Nekoliko studija na Stakorima pokazalo je da kroni¢ni nepredvidivi stres uzrokuje

nize razine leptina (32).

Neka istrazivanja (33) sugeriraju da adipokini, a posebice leptin, ima ulogu u
patogenezi AD. Studija na 785 sudionika pokazala je da su viSe razine cirkuliraju¢eg
leptina povezane sa smanjenem incidencije nastanka AD, Sto bi upudivalo na
neuroprotektivni u€inak leptina (34). Vise razine leptina se takoder povezuju s ve¢im

ukupnim volumenom mozga u istoj studiji.



1.2.2. Meduodnos leptina, leptinskog receptora i
gangliozida

Gangliozidi GM1 i GD1a stupaju u interakciju s leptinskim receptorom (LepR) i
pojacavaju LepR signalizaciju putem aktivacije JAK2/STATS3 puta. Istrazivanja stanica
koje imaju nefunkcionalnu GM3-sintazu (GM3S KO) pokazuju da gangliozidi takoder
utjeCu na put kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom (ERK), koji je nizvodno od
LepR signalnog puta. Stovise, novija otkriéa upuéuju na interakciju izmedu LepR puta
i drugih receptorskih putova poput putova receptora za inzulin (InsR) i receptora
epidermalnog faktora rasta (EGFR). Gangliozidi mogu modulirati ucinke leptina
reguliranjem funkcije ovih receptora i izravhom interakcijom s LepR za kontrolu

signalizacije (26).

Studija Furukawine grupe iz 2016. godine ispitala je promijenjenu signalizaciju
leptina u hipotalamusu miSeva kojima nedostaje GD3-sintaza (GD3S KO misevi). Ovi
miSevi nisu razvili pretilost unato€ niskim razinama leptina u cirkulaciji. Misevi GD3S
KO imaju viSe razine gangliozida GM1 i GD1a u hipotalamusu u usporedbi s miSevima
divljeg tipa (engl., wild type, WT), dok glavni gangliozidi b-serije, GD1b i GT1b, nisu
prisutni. Studija je pokazala da GD3S KO miSevi imaju vise razine hipotalamicke
LepRb mRNA proteina, $to dovodi do poviSenih bazalnih razina hipotalamickog fosfo-
STAT3. Ovo povecanje dodatno je pojacano davanjem leptina, $to je rezultiralo jaom
aktivacijom STAT3 u GD3S KO miseva nego u WT miSeva.

Prekomjerna ekspresija GD3S u stanicama N-41 (koje poglavito eksprimiraju a-
seriju gangliozida) uzrokuje smanjenu fosforilaciju STAT3 izazvanu leptinom,
povecanu ekspresiju gangliozida b-serije i smanjenu koliCinu gangliozida a-serije. Uz
to, koimunoprecipitacija je pokazala da stimulacija leptinom povecéava interakciju LepR
s GM1 ili GD1a. Ove Ccinjenice ukazuju na to da viSe razine GM1 i GD1a u
hipotalamusu GD3S KO miSeva pojaCavaju signaliziranje leptina, kompenzirajuci

smanjeno lu€enje leptina (26).

Ukratko, gangliozidi su vazni za regulaciju LepR i potencijalno drugih receptora
uklju€enih u odrzavanje energetske ravnoteze, ukazujuci na specificnost za razlicite
vrste gangliozida. lako tocni molekularni procesi nisu u potpunosti razjasnjeni, mogucéa
su objasnjenja ili izravno vezanje izmedu LepR i specifiCnih gangliozida, ili interakcija

izmedu LepR i drugih receptora unutar neurona hipotalamusa. Potrebna su daljnja
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istraZzivanja da se identificiraju mehanizmi regulacije energetske ravnoteze pod

utjecajem gangliozida (26).

1.2.3. Meduodnos leptina, leptinskog receptora i Na*,K*-
ATPaze

Pokazalo se da Na*,K*-ATPaza (NKA) u arkuatnoj jezgri (engl., arcuate
nucleus, ARC) u hipotalamusu regulira energetska stanja kako bi se kontroliralo
hranjenje (35). Supresija NKA poti€e hranjenje primarno putem aktivacije AQRP/NPY
neurona u ARC-u, a smanjena ekspresija POMC mRNA dodatni je regulatorni faktor.
Stoga se moze zakljuciti da AQRP/NPY neuroni ovise o supresiji NKA $to ilustrira
vaznost regulacije hranjenja kroz NKA (35),(36). Signalni putevi uklju€eni u ekscitaciju
AgRP/NPY neurona u ARC-u izazvani su gladovanjem i inhibirani su leptinom (37).
Stoga, postoje vazni mehanizmi posredovani NKA u uvjetima gladovanja koji se
isprepli¢u s drugim stani€nim mehanizmima kako bi se u€inkovito aktiviralo AGQRP/NPY
neurone da izazovu ponasanje pri hranjenju, koji su direktno povezani s leptinskim

signalnim putevima.

1.3. Na*,K*-ATPaza

Na*,K*-ATPaza (NKA) je enzim koji se sastoji od dvije polipeptidne podijedinice,
alfa (a) i beta (B), te nekoliko molekula lipida integriranih u lipidni dvosloj stani¢ne
membrane. Ovaj kompleks enzima igra klju¢nu ulogu u odrzavanju ionskih gradijenata
natrijevih i kalijevih iona preko stanicne membrane. NKA spada u porodicu ATPaza
tipa P topoloSkog tipa Il, koja uz utroSak adenozin-trifosfata (ATP) aktivno transportira
tri natrijeva iona iz stanice te dva kalijeva iona u stanicu, nasuprot njihovu
koncentracijskom gradijentu. Na taj se nacin stvara elektrokemijski gradijent
neophodan za razne stani¢ne funkcije, ukljuCujuci prijenos Ziv€anih impulsa, misi¢ne
kontrakcije i transport hranjivih tvari. Lipidi u mikrookolini enzima takoder imaju vaznu
ulogu u njegovoj stabilnosti i funkciji (38). a-podjedinica sadrzi oko 1000
aminokiselina, a razliCite vrste i tkiva posjeduju gotovo identiCne sekvence. Tri
izoforme a-podjedinice identificirane su u kraljeZznjacima: a1, a2 i a3. Prisutne su u
razliitim omjerima u stanicama razlicitih tkiva. Izoforma a1 nalazi se u gotovo svim

By

zivéanom tkivu gdje su takoder prisutne a1 i a2 podjedinice. Sve tri izoforme imaju istu



molekularnu masu, ali se razlikuju u sastavu i slijedu aminokiselina, sekvencne
identi¢nosti od otprilike 82%. Najvece razlike pojavljuju se u N-terminalnom dijelu, Sto
utjeCe na njihovu osjetljivost prema srcanim glikozidima. U mozdanom tkivu Stakora,
a2 i a3 izoforme su osjetljivije na sréane glikozide od a1. Homologija izmedu tri
izoforme u mozgu je oko 90%. Izoforme B-podjedinica kod sisavaca su identi¢ne viSe
od 98% (39).

B-podjedinica sadrzi oko 300 aminokiselina. Sekvence B-podjedinica iz razli€itih
vrsta i tkiva pokazuju nisku homologiju izmedu izoforma, otprilike 40% izmedu 31, koji
je prevladavajuci oblik u bubregu sisavaca, i B2, koji je izoliran iz mozga. |zoforma (32
ima ulogu u medustani¢noj interakciji (38). Trec¢a izoforma, B3, izolirana je iz vrste
Zabe Xenopus, a H*K'-ATPaza B4-podjedinica je izolirana iz kuni¢a i Stakora.
Razli¢ite B-izoforme i njihove posttranslacijske modifikacije omogucuju regulaciju
Na*,K*-ATPaze u razli€itim tkivima i odgovaraju na promjene u okoliSu. Inaktivacija 1
u srcu miSeva pokazuje minimalne ucinke do starosti od 10 mjeseci, dok inaktivacija

B2 rezultira smréu u roku od 17-18 dana nakon rodenja, zbog mozdanih disfunkcija.

1.3.1. Meduodnos Na*,K*-ATPaze i gangliozida

NKA i gangliozidi imaju kompleksan meduodnos koji utjeCe na funkcionalnost
neuronalnih membrana. NKA, s obzirom da je transmembranski protein, zahtijeva
odreden lipidni sastav staniCche membrane, sto direktno korelira s gangliozidnim
sastavom membrane. Utvrdeno je da se aktivnost NKA mijenja tijekom viSestrukih
ciklusa smrzavanja i odmrzavanja zbog preslagivanja izmedu lipidnih splavi i
gangliozida GM1, GD1a, GD1b i GT1b, stoga njihova distribucija unutar membrane
odrazava promjene NKA aktivnosti (40). Ti nam rezultati ukazuju na to da je uredenje
gangliozida unutar stanicne membrane kljuéno za pravilno funkcioniranje NKA.
Poznato je da se razliiti gangliozidi nalaze u razli€itim vrstama stanica (41), pa bi ovaj
podatak mogao upucivati na to da direktno utjeCu na finu regulaciju aktivnosti NKA
(42). Istrazuje se i odnos gangliozida i NKA u okviru epileptiCnih napadaja ako su
njihove funkcije naruSene. IstraZivanja daju razliite rezultate. Egzogeno dodani
gangliozidi, ukljuuju¢i GM1, GD1a, GD1b i GT1b, mogu imati mjerljive uinke na
aktivnost NKA. Ovisno o koncentraciji i vrsti gangliozida, njihovo dodavanje moze

izazvati povecanije ili smanjenje aktivnosti NKA (42). Strukturne promjene neuronske
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membrane uzrokovane promijenjenim sastavom gangliozida najvjerojatnije pridonose

abnormalnoj aktivnosti NKA, no to¢nu korelaciju joS je potrebno utvrditi (42), (43).

1.3.2. Na*,K*-ATPaza i bolesti srediSnjeg ziv€anog sustava

Delecija gena ATP1A1 koji kodira a1-podjedinicu NKA nije spojiva sa Zivotom. No,
mutacije u ovom genu mogu biti povezane s bolestima poput tumora u nadbubreznim
Zlijezdamakoje uzrokuju hormonski disbalans i prekomjernu proizvodnju aldosterona,
Sto uzrokuje hipertenziju kod 10% pacijenata s poviSenim krvnim tlakom (44).
FizioloSki ¢e adrenalne stanice reagirati na peptidni hormon angiotenzin Il i
izvanstani¢ne kalijeve ione putem depolarizacije i otvaranja kalcijevih kanala ovisnih
o naponu. Povecana razina unutarstani¢nih kalcijevih iona poti€e ekspresiju enzima
aldosteron-sintaze. Mutacije u genu ATP1A1, kao i u kalijevim i kalcijevim kanalima,
mogu poremetiti ovaj signalni put, izravno utjeCu¢i na membranski potencijal i razinu
kalcijevih iona (45). Mutacije u genu ATP1A1 mogu pumpu pretvoriti u ionski kanal,
koji omogucava nesmetani ulazak natrijevih iona i protona u stranicu, umjesto
pumpanja iona van stanice. Ovakva mutacija uzrokuje depolarizaciju i mozZe imati
ozbiljne posljedice, jer se naruSava fizioloSka funkcija NKA. Farmakoloski gledano,
mutacije koje preoblikuju pumpu u kanal su izrazito opasne. Dok su inhibitori pumpe
poput srcanih glikozida toksic¢ni, nisu toliko opasni kao molekula palitoksin, koja
pretvara pumpu u kanal. Palitoksin kojeg proizvode koralji vrste Palythoa, drugi je
najsmrtonosniji nepeptidni spoj za kojeg znamo, jer samo jedna molekula na povrsini

stanice moze uzrokovati ozbiljne poremecaje u ionskoj ravnotezi stanice (46).

Obiteljska hemiplegi¢na migrena (FHM) je autosomni nasljedni oblik migrene s
aurom i slaboS¢u na jednoj strani tijela tjekom napada. Mutacije u tri gena povezane
sus FHM-om: FHM1, FHM3 i FHM2. Opisano je minimalno 80 mutacija gena ATP1A2,
koji kodira a2-podjedinicu NKA, koje uzrokuju bolest FHM2. Te mutacije smanjuju
funkciju pumpe, smanjujuci njezinu sposobnost izbacivanja kalijevih iona i glutamata
iz astroca (47), (48).

Mutacije u genu ATP1A3 za posljedicu imaju tri neurolo$ka sindroma: distonicni
parkinsonizam (engl., rapid-onset dystonia parkinsonism, RDP), naizmjeni¢na
hemiplegija djetinjstva (engl., Alternating Hemiplegia of Childhood, AHC) i CAPOS
sindrom (cerebelarna ataksija, arefleksija, pes cavus, opti¢ka atrofija, sensorineuralno

oStecenje sluha). RDP karakterizira nagli nastanak distonije i parkinsonizma, Cesto
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uzrokovan stresom u ranoj odrasloj dobi. Za sada ne postoji poznato lijeCenje, a ne
reagira na levodopu (49). AHC se dijagnosticira prije 18. mjeseca ZzZivota, a
karakteriziraju ga periodi slabosti ili jednostrane paralize tijela, Cesto udruzeni s
distonijom, korejom i nistagmusom. Opcije lije€enja su ograni¢ene na benzodijazepine
i blokatore kalcijskih kanala (50). CAPOS sindrom pocinje u djetinjstvu, a izaziva ga
vrucica. Klini¢ki se ispoljava kao cerebralna ataksija, arefleksija te gubitak sluha i vida
(51).
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2. Hipoteza

Povecana koliCina gangliozida a-serije te nedostatak gangliozida b- i c-serije u
talamusu miSeva St8sial null uzrokuje smanjenje proteinske ekspresije
membranskih proteina LepR i NKA, smanjenje enzimske aktivnosti NKA, te

povecanje koncentracije kolesterola.
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3. Ciljevi rada

3.1. Opdi cilj
Utvrditi utjecaj promijenjenog sastava gangliozida membrane stanica talamusa misjeg

modela St8sia1 null, koji ima poremecenu sintezu gangliozida, na proteinsku

ekspresiju LepR i NKA, enzimsku aktivhost NKA i koncentraciju kolesterola.

3.2. Specificni ciljevi rada

1. Odrediti proteinsku ekspresiju LepR i NKA u talamusu mozga misjeg modela
St8sia1 null u usporedbi s kontrolnim uzorcima.

2. Odrediti enzimsku aktivnost NKA u talamusu mozga misjeg modela St8siat null u
usporedbi s kontrolnim uzorcima.

3. Odrediti koncentraciju kolesterola u uzorcima talamusa mozga miSjeg modela

St8sia1 null u usporedbi s kontrolnim uzorcima.
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4. Materijali i metode

4.1. Pokusne zivotinje

U svrhu izrade ovog diplomskog rada, koriSteno je ukupno 12 uzoraka misjeg
talamusa, od Cega je 6 poteklo od miSeva soja St8siat null koji imaju poremecenu
sintezu ganglizoida i 6 WT kontrolnih miSeva. Sve Zivotinje koristene u ovom
istrazivanju muskog su spola i zrtvovane u dobi od 6 mjeseci, a ustupljene su
ljubaznoscu prof. dr. sc. Marije Heffer s Katedre za medicinsku biologiju i genetiku
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Osijeku. Rad s misjim modelom odobrilo je Eticko
povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu u sklopu HRZZ projekta
.Molekularni biljezi vulnerabilnosti, adaptacije i plastichosti neurona u akutnoj i
kronic¢noj ozljedi mozga“ (IP-2016-06-8636) te Ministarstva poljoprivrede Republike
Hrvatske u sklopu HRZZ projekta ,PatofizioloSke posljedice promjena sastava lipidnih
splavi“ (IP-2014-09-2324).

4.2. Uzorkovanje

Zivotinje su Zrtvovane isljugivo u svrhu istraZivanja, a nakon neuroanatomske
disekcije (52), uzorci mozdanog tkiva zamrznuti su u tekuéem dusiku i spremljeni na -
80 °C do pocetka istrazivanja. Mozdano tkivo koje je izdvojeno za ovo istrazivanje
sastoji se vecinski od talamusa, te epitalamusa i hipotalamusa. Lijeve i desne regije
polutka mozga pojedinih Zivotinja bile su zasebno izolirane i pohranjene, no kako bi
se dobila veCa masa uzoraka, udruzili smo lijevu i desnu polovicu u jedan uzorak.
Udruzivanje uzoraka obi¢no se Koristi u raznim podrucjima istrazivanja, ukljuCujuci
neuroznanost, genetiku i epidemiologiju, kako bi se postigla veca i reprezentativnija

veli€ina uzorka za analizu (58).

4.3. Kemikalije, predgotovljeni komplementi i protutijela

U Tablici 4.1 popisane su kemikalije koriStene u svrhu istrazivanja s odgovaraju¢im
proizvodacem i kataloSkim brojem. Predgotovljeni kompleti i protutijela prikazani su u
tablicama 4.2 14.3.
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Tablica 4.1. Kemikalije koriStene u svrhu istrazivanja

Kemikalija
Adenozin-trifosfat, ATP
Kalijev klorid
Magnezijev klorid
Metanol
Natrijev dodecilsulfat, SDS
Natrijev klorid
Ouabain oktahidrat
PageRulerTM Prestained Protein
Ladder

Trikloroctena kiselina

Tris(hidroksimetil)Jaminometan
Tween® 20

Proizvodaé
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska
Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska
Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska
GE Healthcare Life Sciences
T. T. T. Ltd., Novaki, Hrvatska
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, SAD
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Njemacka
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD

Tablica 4.2. Predgotovljeni kompleti koriSteni u svrhu istrazivanja

Komplet

Komplet za
odredivanje
koncentracije
proteina
Komplet za

Naziv

Pierce™ BCA Protein
Assay Kit

Proizvodac¢

Thermo Scientific,
Rockford, IL, SAD

odredivanje
koncentracije
kolesterola

Reducirajué¢a otopina

Pufer za denaturaciju
uzoraka

Komplet za
vizualizaciju
kemiluminiscencije

Amplex™ Red
Cholesterol Assay Kit,
Invitrogen™

NuPage™ Sample
Reducing Agent (10x)

NuPage™ LDS
Sample Buffer

SuperSignal™ West
Femto Maximum
Sensitivity Substrate

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
MA, SAD

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
MA, SAD
Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
MA, SAD
Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
MA, SAD

16

Kataloski broj
A9062-1G
11209 07
13017 07
13089 01
17-1313-01

03125-250MG

26617

8789

252859-500G
P1379-100ML

Kataloski broj

23225

A12216

NP0009

NP0007

34095



Tablica 4.3. Protutijela koriStena u svrhu istrazivanja

Organizam

Kataloski

Protutijelo Klasa . Proizvodac . Razrjedenje
podrijetla broj
Primarna protutijela
Anti-Na*,K*-
ATPaza MO”O:"%”*"”Q Kunié Campg’rfda”;’ Uk | ab76020 1:1 000
(panNKA) 9 ge,

Anti-Leptin Monoklonalno, L Abcam, .

receptor (Lep-R) IGg it Cambridge, UK ATy 52008
Sekundarna protutijela
Jackson

Anti-kuni¢ . Immunoresearch
protutijelo HRP- Pollkcl)lcgalno, Magarac Laboratories, 7111'50235' 1: 50 000

konjugirano 9 West Grove, PA,

SAD
s N\
St8sial null : '
n=6 . \\‘ / o,
tkivni homogenati Odredivanje
koncentracije proteina
kontrole
n=6 |

¥ 3

Analiza proteinske ekspresije
metodom Western blot

Odredivanje enzimskih aktivnosti
spektrofotometrijom

Odredivanje koncentracije
kolesterola spektrofotometrijom

Slika 4.1. Shematski

BioRender.com.

prikaz

istrazivanja.

4.4. Odredivanje koncentracije proteina

Shema je kreirana na platformi

U svrhu odredivanja koncentracije proteina u uzorcima i analize proteinske

ekspresije metodom Western blot koriSteno je ukupno 12 Zivotinja, od €ega je 6 bilo

St8sia1 null'i 6 kontrola. Mase pojedinih uzoraka prikazane su u Tablici 4.4.
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Tablica 4.4. Prikaz masa pojedinih uzoraka koristenih u istrazivanju

Masa uzorka (mg)
Redni broj uzorka

St8sia1 null Kontrole
1. 17,5 12,9
2, 21,3 16,3
3. 22,8 15,5
4. 18,8 22,4
5. 27,6 26,3
6. 13,3 9,0

Uzorci su nakon vaganja homogenizirani u hladnom Potter-Elvehejm
homogenizatoru s teflonskim tu¢kom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) s vodom
(Aqua pro injectione) u omjeru 1:10, na nacin da je tuak potisnut prema dnu

homogenizatora ukupno 15 puta za svaki uzorak.

Nastavno na vaganje i homogeniziranje odredili smo ukupnu koncentraciju
proteina u pojedinom uzorku KoristeCi predgotovljeni komplet za odredivanje
koncentracije proteina Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford,
IL, SAD) slijedeéi upute proizvodaca. lzradena je radna otopina A i B iz kompleta u
omjeru 50:1. Potom se u jazicama mikrotitarske plocCice pomijesa 25 yL homogenata
s 200 yL radne otopine, kao i slijepa proba. Svi uzorci, uz slijepu probu, izradeni su u
duplikatima. PloCica se laganim pokretom po ravnoj povrsSini protrese, kako bi se
uzorci i otopine pomijesale, te se inkubira 30 min na 37°C, tijekom Cega se razvije
ljubiCasto obojenje. U uredaju Glomax® Discoverer (Promega, Madison, WI, SAD)
oCita se apsorbancija pri 560 nm. Iz ocitanih vrijednosti, koriStenjem Lambert-
Beerovog zakona dobili smo konacéne vrijednosti koncentracija proteina. Apsorbancije
su koridtene kao y varijabla, a vrijednosti koncentracije proteina oCitane su na osi x.
Bazdarni pravac izraden je prethodno koriStenjem serijskih razriedenja 2 mg/ml
govedeg serumskog albumina (engl., bovine serum albuminum, BSA) u rasponu od
25 pg/mL do 1 mg/mL. Vrijednosti koncentracija proteina u uzorcima prikazane su u
Tablici 4.5.
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Tablica 4.5. Prikaz koncentracija proteina odgovarajucih uzoraka dobivenih
koriStenjem predgotovljenog kompleta Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Koncentracija proteina (mg/ml)
Redni broj uzorka

St8sia1 null Kontrole
1. 7,37 6,39
2, 7,90 7,18
3. 8,82 8,17
4, 7,27 7,71
5. 8,06 7,02
6. 10,06 9,46

4.5. Optimizacija razrjedenja protutijela za leptinski receptor

Prije podvrgavanja uzoraka Western blot metodi, bilo je potrebno optimizirati
razriedenje primarnog protutijela za LepR. U tu stvrhu koriSteni su uzorci malog mozga
misSa u razrjedenjima primarnog protutijela LepR od 1:1000, 1:1500, 1:2000 i 1:2500.
Na slikama 4.2 do 4.5 mozemo vidjeti da najvece razrjedenje od 1:2500 ne daje
dovoljno signala za proteine od interesa, dok razriedenje od 1:1000 uzrokuje prevelik

pozadinski Sum zbog kojeg je teze razaznati proteine od interesa.

——— }‘ ~ ’
g T E o #
- d g W
-~ .
Slika 4.2. Razrjedenje 1:1000. Slika 4.3. Razrjedenje 1:1500.
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Slika 4.4. Razrjedenje 1:2000. Slika 4.5. Razrjedenje 1:2500.

S druge strane, promatraju¢i membranu razrjedenja od 1:1000 postavlja se pitanje
jesu li dodatni bandovi nespecifi€no vezanje protutijela za razli€ite proteine, ili je pak
u pitanju vezanje protutijela za izoforme leptinskog receptora koje nisu toliko
zastupljene u uzorku da bi pokazivale konkretan kemiluminiscentni signal, vec¢
pokazuju slabe signale zbog svoje niske koncentracije. U uvodu je raspravljeno kako
leptinski receptor ima €ak 6 izoformi, od kojih su 125 kDa i 100 kDa najzastupljenije i
uredno se prikazuju na probnim elektoforezama. Otvorenim se ostavlja pitanje o
koliini vezanja protutijela na pojedine izoforme i njihovu koli€inu u odredenim

regijama mozga, Sto bi daljnja istrazivanja o ovom receptoru ucinila mnogo jasnijim.

4.6. Analiza proteinske ekspresije metodom Western blot

Western blot se provodi kroz sljedecée korake: pripremu uzoraka, gel-elektroforezu,
prijenos proteina na membranu (transfer), blokiranje nespecifiCnih interakcija,
inkubacija s primarnim i sekundarnim protutijelom te detekcija i kvantifikacija signala

na kona¢noj membrani.

Homogenizirani uzorci pomijesani su s 7,5 uL otopine predgotovljenog pufera za
denaturaciju NUPAGE™ LDS Sample Buffer (4x) i reducirajuce otopine NUPAGE™
Sample Reducing Agent (10x) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) koji su
pomijeSani u omjeru 2:1. Uzorci su pipetirani tako da u svakome bude 15 mg/mL

proteina, a nakon mijeSanja s otopinom pufera inkubiraju se 5 minuta na 95°C. Takvi
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pripremljeni uzorci mogu se odmah Koristiti za gel-elektroforezu ili pohraniti na +4°C

do sljedeceg dana.

Za razdvajanje proteina koristimo se gel-elektroforezom uz dodatak natrijeva
dodecil-sulfata (engl., sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,
SDS-PAGE) u kojemu denaturirani proteini postaju negativno nabijeni, ¢ime je moguce
odjeljivanje proteina na temelju molekulske mase. Gel-elektroforeza se provodi u
kadici Mini Gel Tank, Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) na
80V dok uzorci ne dodu do prve gornje linije na kazeti gela te se nastavlja izvoditi na
120V sve dok uzorci ne dodu do kraja kazete (otprilike 90 minuta). Pufer za gel-
elektroforezu sastoji se od 25 mM Trisa, 192 mM glicina i 1% SDS u H20. Na
predgotovljene gelove od 12 jazica prenosi se 4 UL smjese proteina poznatih veli€ina
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) i 25 uL uzorka. Gel se ispere i fotoaktivira UV svjetlom u uredaju
ChemiDoc MP Imaging System (BioRad, Hercules, CA, SAD). Zatim slijedi prijenos
proteina na membranu, za koji koristimo membranu nacinjenu od poliviniliden-
difluorida (engl., Polyvinylidene difluoride, PVDF) u sistemu Mini Blot Module,
Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Transfer traje 60 minuta
pri 30V u puferu sastava 5 mM Trisa, 192 mM glicina i 20% metanola. Membrane se
potom izvade i fotografiraju u ChemiDoc uredaju. Slijedi blokiranje u 5% otopini mlijeka
u prahu u fosfatnom puferu s dodatkom 0,1% detergenta (PBST) u trajanju od 60
minuta na sobnoj temperaturi. PBST se sastoji od 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM
NazHPO4, 2 mM KH2PO4, 0,1% Tween-20. Nakon toga, membrana se inkubira s
primarnim protutijelom u odgovarajuc¢em razrjedenju u otopini za blokiranje na 4°C
preko noci. Drugi se dan membrane ispiru 3 puta u PBST-u, dodaje se sekundarno
protutijelo koje se inkubira 60 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon ponovnog
trostrukog ispiranja PBST-om mozemo vizualizirati kemiluminiscentni signal u
ChemiDoc uredaju pomocu otopine SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD).

Tijekom provodenja metode Western blot nije neuobiCajeno susresti se s
odredenim tehniCkim poteSkoCama. U nastavku su navedeni neki od problema s

kojima smo se susreli tijekom ovog istrazivanja s odgovarajuc¢im slikama.
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Slika 4.6. Pozadinski Sum. Slika 4.7. Mjehurici.

1. Jak pozadinski Sum — Cesto je uzrokovan neprimjerenom koncentracijom
protutijela koje se nespecificno veze na proteine ili samu membranu. Ispravlja
se povecanjem razrjedenja, ¢eS¢im ispiranjem ili kra¢im vremenom ekspozicije.

2. Mijehuri¢éi — Kkarakteristicha greSka koja nastaje zarobljivanjem zraka u
mjehuri¢éima tijekom transfera. Najveci problem je prilikom kvantifikacije
proteina iz pojedinih vrpci jer mjehuri¢i inferferiraju s rezultatom tako da
kompjuterski program za kvantifikaciju o€ita niZu vrijednost nego $to zaista jest.
Mijehuri¢e se izbjegne paZljivim slaganjem svih komponenti transfera.

Slika 4.8. Strelica prikazuje neocekivane vrpce, strelica sa zvjezdicom prikazuje

vijugave vrpce.

3. Neocekivane ili neobi¢ne vrpce — opet mogu biti posljedicom neprimjerenog

razrjedenja ili posljedicom proteazne razgradnje. Kako bi se tom problemu
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doskocilo, preporuCa se pripremanje uzoraka neposredno prije same gel-
elektroforeze ili Cuvanje uzoraka na ledu. Vrpce koje se nalaze previsoko ili
prenisko od o¢ekivanog vjerojatno su se razdvojile tijekom elektroforeze pod
previsokim ili preniskim naponom.

4. Neravne ili vijugave vrpce — vijugave vrpce nalazimo Cesto kod kiselih proteina.
Opcenito neravne vrpce mogu se pojaviti kod previsokog napona, nepravilno
pomijeSanog pufera ili u pretoplom okoliSu u kojem se elektroforeza odvija.
Ispraviti se mozZe podeSavanjem sastava pufera, snizavanjem napona ili

elektroforezom na ledu.

Podaci dobiveni iz ChemiDoc uredaja kvantificiraju se u programu ImagelLab 6.0.1.
(BioRad, Hercules, CA, SAD) tako da se prenesu fotografije ukupnih proteina na
membrani i fotografije kemiluminiscentnog signala proteina od interesa. U padaju¢em
izborniku pod File odabere se Multi Channel Image u kojemu se stupci i vrpce oznace
alatima s lijeve strane prozora. U Excel tablicu se izvezu podaci iz Analysis Table, iz
koje potom mozemo odrediti intenzitet kemiluminiscentnog signala proteina od

interesa u odnosu na ukupne proteine.

4.7. Odredivanje enzimske aktivnosti

Postupak odredivanja enzimske aktivnosti provodi se na spektofotometru Varian
Cary 100 bio 8 (SpectraLab Scientific Inc., Markham, ON, Kanada) u programu Simple
Reads prema protokolu nase istrazivaCke skupine (40). Spektrofotometar mijeri
aktivnost enzima pracdenjem promjena u apsorbanciji reakcijske smjese tijekom
vremena, odnosno mijeri koli¢inu anorganskog fosfata (Pi) koji nastaje hidrolitiCkim
djelovanjem NKA na ATP. U ovom istraZivanju odredivana je enzimska aktivhost NKA
u prethodno izradenim 10%-tnim vodenim homogenatima uzoraka talamusa 6 miSeva

St8sia1 null i 5 kontrolnih uzoraka.

Za ovu se metodu u 4 epruvete od 50 mL pripreme otopine koje mjere A) bazalnu
koli¢inu fosfata, B) ukupnu koli¢inu fosfata i C) koli€inu fosfata oslobodenu katalitickim
djelovanjem svih ATPaza osim NKA jer je NKA inhibirana ouabainom. U Tablici 4.6.

prikazani su volumeni pojedinih kemikalija u otopinama A, B i C.
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Tablica 4.6. Sastav otopina za odredivanje koncentracija fosfata u uzorcima

A B Cc
75 mM Tris 8 mL 8 mL 8 mL
30 mM MgCl2 2mL 2mL 2mL
1000 mM NaCl 2mL 2mL /
200 mM KCI 2mL 2mL /
H20 4 mL 2mL 4 mL
10 mM Ouabain / / 2mL

Otopine se pomijeSaju s homogenatima uzoraka u tubicama te se inkubiraju u
njihajucoj kupelji od 37°C 10 minuta. Nakon toga se u B i C tubice dodaje otopina 50
ML 30 mM ATP-a kako bi se pokrenula reakcija i ponovno se inkubira u kupelji na 37°C
15 minuta. Nakon toga se tubice vade i reakcija se prekida dodavanjem 500 uL hladne
trikloroctene kiseline. Tubice se potom centrifugiraju 10 min, 21290 rpm pri 4°C u
centrifugi Hettich Universal 32 R (Andreas Hettich GmbH & Co., Tuttilingen,
Njemacka). Iz centrifugiranog sadrzaja tubica izdvaja se 500 uL supernatanta koji se
pomijeSa s kolor reagensom. Tubice pomijeSane s reagensom inkubiraju se 45 minuta
na sobnoj temperaturi. Konacno, sadrzaji tubica ulijevaju se u kivete za
spektrofotometar te slijedi ocitavanje vrijednosti apsorbancija, na nacin da se

spektrofotometar najprije bazdari sa slijepom probom (H20 + kolor reagens).

Svi su uzorci i slijepe probe izradivane u duplikatima, s napomenom da se izvodilo
maksimalno cCetiri duplikata istovremeno zbog vremenske osjetljivosti dodavanja

otopine ATP-a i hladne trikloroctene kiseline.

Za izraCun aktivnosti NKA koristi se bazdarni pravac s poznatim koncentracijama
fosfata (50-500 pg). Najprije se od vrijednosti reakcija B i C oduzima bazalna koli€ina
oslobodenog fosfata (A). Razlika B - C daje aktivhost NKA inhibiranu ouabainom.
Dobivene vrijednosti se potom uvrstavaju u jednadzbu pravca kako bi se izraCunala
koli¢ina oslobodenog Pi, a aktivnosti se izrazavaju kao umol oslobodenog Pi po mg

proteina po satu (umol Pi/(mg proteina*h)).
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4.8. Odredivanje koncentracije kolesterola

Koncentracija kolesterola u stanicnim membranama mijenja se s obzirom na njihov
sastav. Za odredivanje koncentracije kolesterola koriSteno je 5 homogeniziranih
uzoraka talamusa miSa St8sia7 null i 4 kontrolnih. Metoda je provedena koristeci
predgotovljeni komplet Amplex™ Red Cholesterol Assay Kit, Invitrogen™ (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Radi se o metodi koja koristi fluorescenciju za
osjetljivo odredivanje koncentracije kolesterola i ¢ita¢ mikroploCica za fluorescenciju
Glomax® Discoverer (Promega, Madison, WI, SAD). Test se temelji na reakciji koja
detektira i slobodni kolesterol i estere kolesterola. Kolesteril-esteri se hidroliziraju
kolesterol-esterazom u kolesterol, koji se zatim oksidira kolesterol-oksidazom dajuci
H,O, i odgovarajuci ketonski proizvod. H,0O, se zatim detektira pomocu 10-acetil-3,7-
dihidroksifenoksazina (Amplex® Red reagent), visoko osjetljive i stabilne sonde za
H,0O.,. U prisutnosti peroksidaze iz hrena (HRP), Amplex® Red reagent reagira s H,0,
u omjeru 1:1 proizvodeci visoko fluorescentni resorufin. Prema uputama proizvodaca,
najprije se izrade smjesa enzima i reakcijski pufer. Na mikrotitarskim ploCicama
nanese se 5 L slijepe probe i 5 yL homogenata uzoraka u duplikatima. Zatim slijedi
dodavanje 50 yL smjese enzima i 45 pL reakcijskog pufera. Plo€ica se inkubira 30
minuta na 37°C. Konacno, vrijednosti koncentracija kolesterola o€itaju se pomocu

uredaja Glomax®.

4.9. StatistiCka analiza

Normalnost raspodjele numeriCkih varijabli testirana je Shapiro-Wilk testom.
Podaci su normalno distribuirani te je stoga koriSten Studentov t-test. StatistiCki
znacajnim smatra se vrijednost p<0,05. Podaci su graficki prikazani uz pomo¢

programa GraphPad Prism version 10.1.1.
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5. Rezultati

5.1. Rezultati analize proteinske ekspresije metodom
Western blot

Slike 5.1, 5.2 i 5.3 prikazuju membrane PVDF nakon transfera proteina

(prijenosa proteina s gela na membranu).

Slika 5.1. Membrana PVDF koja je u sliede¢em koraku metode inkubirana s

protutijelom za LepR, vizualizirana u BioRad ChemiDoc sustavu.

Slika 5.2. Membrana PVDF koja je u sljedecem koraku metode inkubirana s

protutijelom za panNKA, vizualizirana u BioRad ChemiDoc sustavu.
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BioRad ChemiDoc sustav kompatibilan je ImagelLab programu za vizualizaciju
i kvantifikaciju signala proteina od interesa. Na slikama 5.4, 5.5 i 5.6. prikazane su
membrane nakon inkubacije s odgovaraju¢im protutijelima (Tablica 4.3). Membrane
za LepR inkubirane su s predgotovljenim kompletom za vizualizaciju
kemiluminiscencije, SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), dok je membrana za panNKA

inkubirana reagensom za detekciju kemiluminiscentnog signala.

Slika 5.3. Membrana s kemiluminiscentnim signalom nakon inkubacije s protutijelom

za LepR.

Slika 5.4. Membrana s kemiluminiscentnim signalom nakon inkubacije s protutijelom
za panNKA.

Rezultati analize proteinske ekspresije LepR i NKA metodom Western blot

prikazani su graficki.

Analizom proteinske ekspresije metodom Western blot u tkivima talamusa St8sia1
null i kontrolnih miSeva utvrden je intenzitet imunoreaktivnosti ukupnog LepR te
pojedinacnih izoforma LepR-a od 100 kDa i 125 kDa. Ukupan sadrzaj LepR-a maniji je
u tkivu talamusa miSeva St8sia1 null naspram kontrolnih miSeva. Takoder su smanjeni
i ukupni sadrzaji pojedinih izoformi (100 i 125 kDa) u tkivu talamusa miSeva St8sia1

null naspram kontrolnih miSeva.
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Leptinski receptor — 100 kDa + 125 kDa
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Slika 5.5. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti ukupnog LepR u tkivu talamusa
kontrolnih i St8sia1 null miSeva. Traka pogreSke prikazuje standardnu pogresku

aritmeticke sredine. Talamus, Studentov t-test. n=11.

Leptinski receptor — 100 kDa
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Slika 5.6. Graficki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti izoforme 100 kDa LepR-a u
tkivu talamusa kontrolnih i St8sia? null miSeva. Traka pogreske prikazuje standardnu

pogresku aritmeti¢ke sredine. Talamus, Studentov t-test. n=11.
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Leptinski receptor — 125 kDa
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Slika 5.7. GrafiCki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti izoforme 125 kDa LepR-a u
tkivu talamusa kontrolnih i St8siat null miSeva. Traka pogreske prikazuje standardnu

pogresku aritmetiCke sredine. Talamus, Studentov t-test. n=11.

Analizom proteinske ekspresije metodom Western blota u tkivima talamusa
St8sia1 nulli kontrolnih miSeva utvrden je intenzitet imunoreaktivnosti svih podjedinica
NKA. U tu svrhu Koristili smo protutijelo panNKA, koje prepoznaje a1, a2 i a3
podjedinice NKA. Intenzitet imunoreaktivnosti veci je u talamusima St8sia? null miSeva
naspram kontrola (Slika 5.9). Ukupni sadrzaj NKA veci je u tkivu talamusa miseva

St8sia1 null naspram kontrolnih miSeva.
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Slika 5.8. GrafiCki prikaz intenziteta imunoreaktivnosti NKA u tkivu talamusa kontrolnih
i St8sia1 null miSeva. Traka pogreske prikazuje standardnu pogresku aritmeticke
sredine. Talamus, Studentov t-test. n=10.
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5.2. Odredivanje enzimske aktivnosti Na*,K*-ATPaze

Po prvi puta smo istrazivali enzimsku aktivhost NKA u talamusima miSeva
promijenjenog sastava gangliozida u usporedbi s kontrolnim miSevima. Za odredivanje
enzimske aktivnosti koristili smo se spektrofotometrijskom metodom te je u
homogenatima talamusa miSev St8sia1 null ustanovljena niza aktivnost NKA u
usporedbi s kontrolnim miSevima.

Na*,K*-ATPaza
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Slika 5.9. Grafi¢ki prikaz enzimske aktivnosti NKA u tkivu talamusa kontrolnih i St8sia1

null miSeva. Traka pogreSke prikazuje standardnu pogresku aritmetiCke sredine.
Talamus, Studentov t-test. n=11.
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5.3. Odredivanje koncentracije kolesterola

Na slici 5.12 graficki je prikazana razlika u koncentracijama kolesterola izmedu
St8sia1 null i kontrolnih miSeva. Ustanovljeno je da je koncentracija kolesterola u
uzorcima homogenata talamusa miSeva s poremec¢enom sintezom gangliozidom

znacajno veca od kontrola.
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Koncentracija kolesterola (uM)

Slika 5.12. GrafiCki prikaz koncentracije kolesterola u tkivu talamusa kontrolnih i
St8sia1 null miSeva. Traka pogreSke prikazuje standardnu pogresku aritmeticke

sredine. Talamus, Studentov t-test. n=8.
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6. Rasprava

Cilj ovog istrazivanja bio je rasvijetliti utjecaj promijenjenog sastava gangliozida
na druge sastojke stanicne membrane neurona u talamusu: membranski prijenosnik
iona NKA te leptinski receptor LepR. To smo ucinili koriste¢i se metodom Western blot
za analizu proteinske ekspresije te spektrofotometrijskom metodom za odredivanje
enzimske aktivnosti NKA i koncentracije kolesterola u homogenatima miSjeg

talamusa.

Po prvi smo puta u kontekstu promijenjenog sastava gangliozida zdruzeno
istrazili NKA te LepR u talamusu miSjeg mozga. Koristec¢i se misjim modelom St8sia1
null, kojemu nedostaje enzim GD3-sintaza, ustanovili smo kako se prekomjerno
stvaranje a-serije i nedostatak b- i c-serije gangliozida odraZzava na proteinsku
ekspresiju NKA i LepR te enzimsku aktivnost NKA. Nasa je istrazivacka grupa istrazila
proteinsku ekspresiju i enzimsku aktivnost NKA i u drugim regijama mozga: mozdanoj
kori, malome mozgu i hipokampusu (52). Ustanovljeno je da dolazi do pada enzimske
aktivnosti NKA u mozdanoj kori i malome mozgu miSeva St8sia1 null uslijed ukupnih
biokemijskih promjena uzrokovanim promijenjenim gangliozidnim sastavom

membrane.

U ovom istrazivanju po prvi je puta u€injena zbirna analiza proteinskog sadrzaja
NKA i LepR u tkivu talamusa miSeva s poremec¢enom sintezom gangliozida. Hipoteza
istrazivanja glasila je da povecana koli€ina gangliozida a-serije i nedostatak
gangliozida b- i c-serije u talamusu miSeva St8sia1 null uzrokuje smanjenje proteinske
ekspresije NKAi LepR. Hipoteza je potvrdena u slu€aju LepR jer je pomocu protutijela
specificnog za njegove dvije izoforme (100 i 125 kDa) dokazano da je u talamusu miSa
promijenjenog sastava gangliozida njihova koncentracija snizena, iako nije statisticki
znacajna. Druga istraZivanja (26) upucuju na to da je ovakav rezultat posljedica
promijenjenog metabolizma gangliozida i njihove uloge u specificnim signalnim
putevima. Gangliozidi imaju kljuénu ulogu u modulaciji signalnih putova ERK i STAT3
koji aktiviraju LepR te je moguce da ¢e poremecen gangliozidni sastav staniCne
membrane na taj nacin imati utjecaj na ekspresiju i regulaciju LepR-a. Od velike je
vaznosti i napomenuti nacin uzorkovanja tkiva za ovo istrazivanje. Zbog male mase
misSjeg mozga moze biti izazovno odvoijiti talamus od prileZecCih struktura, ponajprije

misle¢i na hipotalamus. Hipotalamus je svojom funkcijom, pa tako i strukturom
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znacCajno razlicitiji od talamusa, te se stoga dovodi u pitanje treba li prilikom
interpretacije rezultata uzeti u obzir sastav gangliozida u drugim regijama
diencefalona. Unato¢ tome, dosadasnja istrazivanja (53) tvrde da je aktivacija LepR-
a povecana u hipotalamusu St8sia? null miSeva u usporedbi s kontrolama,
odrazavajuci povecCanu leptinsku signalizaciju zbog veceg sadrzaja gangliozida a-
serije. U slucaju NKA, hipoteza je opovrgnuta, jer je analizom proteinske ekspresije
metodom Western blot utvrdena veca koncentracija transmembranskog ionskog
prijenosnika NKA u stanicama miseva s poremecenom sintezom gangliozida. Poznato
je da se mikrolokalizacija NKA mijenja unutar membrane ovisno o njenom
gangliozidnom profilu (40). Posljedi€no se mijenja i njena aktivnost Sto je slucaj i u
nasem istrazivanju gdje je utvrdena smanjena enzimska aktivnost NKA u St8sia1 null
miSeva naspram njihovih kontrola. Dakle, utvrdili smo povecanu proteinsku ekspresiju,
ali smanjenu enzimsku aktivnost NKA. Povecéana proteinska ekspresija NKA moZe se
objasniti i kompenzatornim mehanizmom kako bi se ponovno uspostavila homeostaza

iona u stanici, koja je poremecena zbog smanjene aktivnosti NKA.

Po prvi smo puta u kontekstu promijenjenog sastava gangliozida istraZili
koncentraciju kolesterola u talamusima St8sia1 null i kontrolnih miSeva. Ustanovili smo
da je u miSeva s promijenjenim sastavom gangliozida veca koncentracija kolesterola
naspram kontrolnih miSeva, C¢ime smo potvrdili nasSu hipotezu. Poznato je da se
kolesterol u LR pona$a kao svojevrsno ljepilo koje drZzi komponente LR zajedno, tako
da se interkalira izmedu pojedinih sfingolipida (12). Poremecena koncentracija
kolesterola u St8sia1 null miSeva svakako je zanimljiv rezultat i postavlja se pitanje
utjeCe li promijenjena koncentracija kolesterola u ovom misjem modelu na istrazene
membranske proteine, ili poremecaiji u ekspresiji i lokalizaciji specifi€nih membranskih
proteina na neki nacin utjeCu na metabolizam kolesterola. Nadalje, istraZivanja
pokazuju da kolesterol moze imati direktan utjecaj ne samo na enzimsku aktivnost vec
i na ekspresiju NKA (54),(55). Specificno, smanjena koncentracija kolesterola u
membrani dovodi i do smanjene ekspresije podjedinice a1 NKA (54) te do smanjene
aktivnosti NKA (55). Ovo istrazivanje pokazalo je da nas misji model ima povecanu
koncentraciju kolesterola i povecanu ekspresiju NKA (u skladu sa spomenutim
istrazivanjima), medutim enzimska aktivnost je smanjena, $to ukazuje na moguce
dodatne mehanizme fine regulacije aktivnosti NKA unutar membrane, te govori u prilog

tome da promijenjen sastav gangliozida membrane potencijalno ima veci utjecaj na
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aktivnost NKA nego promijenjen sadrzaj kolesterola. Shematski prikaz rezultata ovog

istraZivanja u skladu s komentiranim sazeto je prikazan na Slici 6.1.

deficijencija GD3-sintaze

!

promijenjen sastav gangliozida staniéne membrane

Kontrole St8sial nuill

M=

colamm i
GD1b —

GT1b mm

' proteinska ekspresija LepR

Slika 6.1. Shematski prikaz posljedica nedostatka GD3-sintaze na koncentraciju
kolesterola, proteinsku ekspresiju leptinskog receptora (LepR) te proteinsku
ekspresiju i enzimsku aktivnost Na*,K*-ATPaze (NKA) u talamusu miSa. Promjene (i
njihov smjer) utvrdene ovim istrazivanjem prikazane su blok-strelicama u crvenoj
(smanjenje) odnosno zelenoj boji (povecanje). LepR = leptinski receptor; NKA =

Na*,K*-ATPaza. Shema je kreirana na platformi BioRender.com.

Ovo istraZzivanje istiCe vaznost gangliozidnog profila staniéne membrane u
regulaciji kljuénog membranskog prijenosnika iona, NKA, te leptinskog receptora u
mozgu, ukazujuci na potrebu daljnjeg istraZivanja kako bi se potpuno razumijeli
mehanizmi interakcije izmedu gangliozida i ovih proteina. NaSi rezultati imaju
potencijalne implikacije za razvoj terapijskih strategija koje ciljaju na modifikaciju
gangliozidskog sastava stanicne membrane talamusa u lije€enju neurodegenerativnih

i neuroloskih bolesti.
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7. Sazetak

Utjecaj membranskih gangliozida na leptinski receptor i Na*,K*-ATPazu u

talamusu misa
Vinka Potocki

Gangliozidi, slozeni membranski glikosfingolipidi, sudjeluju u medustanic¢nim i
unutarstanicnim interakcijama te imaju klju¢nu ulogu u patogenezi raznih neuroloskih
i neurodegenerativnih bolesti. Membranski protein, leptinski receptor (LepR), modulira
ponasanje u hranjenju tako da utjeCe na signalizaciju i integraciju u mnogim
podrucjima sredidnjeg Ziv€anog sustava. Studije pokazuju da gangliozidi a-serije
mijenjaju aktivnost leptina interakcijom s LepR-om. Promjena sadrZaja gangliozida
takoder moze utjecati na regulaciju funkcije Na*,K*-ATPaze (NKA), dok leptinski putevi
mogu inhibirati NKA. Nas je cilj bio rasvijetliti kako izmijenjeni sastav gangliozida u
staniCnoj membrani utjeCe na ekspresiju LepR-a, ekspresiju i aktivnost NKA te
koncentraciju kolesterola u miSjem talamusu. Koristili smo St8sia7 null model misa,
kojemu nedostaje GD3-sintaza i stoga ne sintetizira b- i c-seriju gangliozida, vec¢
umjesto toga sintetizira viSe a-serije gangliozida u usporedbi s divljim tipom (WT)
miSeva. Ispitane su obje izoforme, 125 kDa i 100 kDa LepR-a. Analizirali smo
proteinsku ekspresiju metodom Western blot za LepR i NKA u uzorcima talamusa.
Osim toga, mjerili smo enzimsku aktivnost NKA kod St8sia? null u usporedbi s WT
miSevima te izmjerili koncentraciju kolesterola u talamusu istih zivotinja s obzirom da
je poznato da gangliozidni sastav utjeCe na metabolizam kolesterola, a kolesterol
utjeCe na enzimsku aktivhost NKA. Rezultati su pokazali ve¢e koli€ine NKA i manje
koliCine obje izoforme LepR-a u uzorcima talamusa kod St8sia? null miSeva u
usporedbi s WT miSevima. Enzimska aktivhost NKA bila je manja u uzorcima talamusa
St8sia1 null miSeva u usporedbi s WT miSevima, dok je koncentracija kolesterola bila
veca. Stoga zakljuCujemo da izmijenjen sastav gangliozida utjeCe na obiljezja NKA i
LepR-a, praéeno manjom enzimskom aktivhoS¢u NKA u miSjem talamusu, sugerirajuci
znacajnu povezanost izmedu leptinskog receptora i NKA u raznolikom glikolipidnom

okruzenju.

Kljuéne rijec€i: gangliozidi, GD3-sintaza, leptinski receptor, Na*,K*-ATPaza
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8. Abstract

The effect of membrane gangliosides on leptin receptor and Na*,K*-ATPase in

mouse thalamus
Vinka Potocki

Gangliosides, complex membrane glycosphingolipids, engage in a variety of
inter- and intracellular interactions and play a crucial role in the pathogenesis of
various neurological and neurodegenerative diseases. Another membrane
constituent, leptin receptor (LepR), modulates feeding behavior by influencing
signaling and integration in many regions of the central nervous system. Studies show
that a-series gangliosides alter leptin activity by interacting with LepR. The
redistribution of gangliosides can also influence the regulation of the Na* K*-ATPase
(NKA) function, whereas leptin pathways can inhibit NKA. Our aim was to deepen the
understanding of how altered ganglioside profile impacts the expression of LepR, the
expression and activity of NKA, as well as cholesterol concentration in mouse
thalamus. We used the St8sia1 null mouse model, which lacks GD3 synthase and
consequently does not synthesize b-series gangliosides, but instead synthesizes more
a-series gangliosides compared to wild-type (WT) mice. Both isoforms, 125 kDa and
100 kDa of LepR, were explored. We used protein expression analysis by Western
blotting for LepR and NKA in thalamus samples. In addition, the enzyme activity of
NKA was measured in null compared to WT mice, as well as cholesterol concentration,
since according to literature ganglioside composition affects cholesterol metabolism,
and cholesterol affects NKA activity. Results revealed higher amounts of NKA and
lower amounts of both LepR isoforms in thalamus samples of the null mice compared
to their WTs. Enzyme activity of NKA was lower in thalamus samples of null mice
compared to their WTs, however cholesterol concentration was higher. Therefore,
altered ganglioside composition differentially affects NKA and LepR abundance,
accompanied by lower NKA enzyme activity in the mouse thalamus, suggesting a
noteworthy connection between leptin receptor and NKA ion transporter in a diverse

glycolipid milieu.

Keywords: gangliosides, GD3 synthase, leptin receptor, Na*,K*-ATPase
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10. Zivotopis

Vinka PotocCki rodena je 29. kolovoza 1996. u Zagrebu. Pohadala je Osnovnu Skolu
Oroslavje i Srednju Skolu Oroslavje, op¢i smjer gdje je i maturirala. Nakon tri godine
studija na Veterinarskom fakultetu, upisuje Medicinski fakultet u Zagrebu 2018.
godine. Tijekom studija sudjeluje u brojnim aktivhostima, a koje zapocCinju
kandidaturom za Studentski zbor Medicinskog fakulteta na drugoj godini studija. Od
tada se ukljuCuje u brojne funkcije, od cega su za izdvojiti studentsko
pravobraniteljstvo na sastavnici u ak. god. 2020./21.; predstavnistvo u Studentskom
zboru Sveucilista u Zagrebu, predsjednistvo Studentskog zbora Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu i ¢lanstvo u Dekanskom kolegiju u ak. god. 2021./22. Bila je
Clanica Fakultetskog vije¢a, Povjerenstva za nastavu, Povjerenstva za rodnu
ravnopravnost i Povjerenstva za Zalbe. Sudjelovala je u brojnim organizacijskim
aktivnostima od kojih su najvazniji Croatian Student Summit (CROSS), Hrvatski
studentski simpozij o bioetici (HSSB), Simpozij Prehrana i Zdravlje, Simpozij o
sindromu policisti¢nih jajnika i endometriozi, Smotra SveuciliSta, Studentski zdravi
dani i Tjedan mozga. Dobitnica je Rektorove nagrade za Simpozij ,Prehrana i zdravlje
u ak. god. 2020./21. i Dekanove nagrade za izniman doprinos ugledu Medicinskog
fakulteta. Aktivno je sudjelovala na studentskim kongresima, a sazetak istrazivanja iz
diplomskog rada predstavila je na FENS Forumu u Becu u lipnju 2024. godine. Tijekom
studija sudjelovala je u dvomjesecnoj Erasmus+ stru¢noj praksi na Klinici za psihijatriju
na Sveucilisnoj bolnici u Munsteru i praksi od mjesec dana na Klinici za oftalmologiju
na SveuciliSnoj bolnici u Tubingenu. Govori te€no engleski i njemacki jezik i zavrSila
je B2 te€aj Svedskog jezika. Laboratoriju za molekularnu neurobiologiju i neurokemiju
Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga pridruzila se poCetkom ak. god. 2022./23.,
gdje je pod vodstvom izv. prof. dr. sc. Kristine Mlinac Jerkovi¢ izradila ovaj diplomski

rad.
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