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1. UvVOD

1.1 Topologija i funkcija membrana Zivéanog tkiva

Fizikalno-kemijska svojstva stanicnih membrana zivéanog sustava, a ponajvise
membrana ziv¢anih stanica, razlikuju se od ostatka stanica u zivom sustavu (1-3). Niz
specificnosti membrane omogucuju funkcionalne 1 jedinstvene radnje svojstvene samo
neuronima. Jedna od znacajki ziv€anih stanica je njihova velika propusnost za kalijeve ione
(K") i mala propusnost za natrijeve (Na*) i kloridne (CI) ione u stanju mirovanja (4).
Elektro-neutralnost izvanstani¢nog prostora je zadovoljena visokim koncentracijama Na* i
CI- te malim koncentracijama bikarbonatnih (HCO3), fosfatnih (PO.*) i sulfatnih (SO4%)
ionskih vrsta. Unutar stanice, veliku koncentraciju K* neutraliziraju negativno nabijeni
proteini i PO4*. Proteinske crpke za pojedine ionske vrste odrzavaju ionsku ravnotezu (5).
Neuroni ostvaruju elektrokemijsku ravnotezu Spregnuvsi osmotsku ravnotezu,
polupropusnost i elektro-neutralnost. Elektronegativna vrijednost unutarstani¢nog prostora
osnova je za procese hiperpolarizacije i depolarizacije koji dovode do promjene u
elektrokemijskoj ravnotezi te posljedi¢no izazivaju odasiljanje signala (6).

Membrane Ziv€anog tkiva zauzimaju 50 % suhe mase tkiva €iji je sadrZaj izrazito
bogat razli¢itim vrstama lipida (7—9). Osim fosfolipida tipi¢nih za sve stani¢ne membrane
— kao Sto su fosfatidilkolin (engl., phosphatidylcholine, PC), fosfatidiletanolamin (engl.,
phosphatidylethanolamine, PE), fosfatidilserin (engl., phosphatidylserine, PS),
fosfatidilinozitol i fosforilirani analozi (engl., phosphatidylinositol, PIP), sfingomijelin
(engl., sphingomyeline, SM) — u membranama ziv¢anih stanica nalazi se mnogo veci udio
kolesterola (engl., cholesterol, Chol) i slozenih glikosfingolipida (gangliozidi, engl.,
gangliosides, GGL). Sastav lipidnih vrsta diktira topologiju i fizikalna svojstva membrane
(7,10-13). U membranama ziv¢anog sustava, znacajke koje su definirane kolesterolom, a
koje dolaze do izrazaja zbog njegove poveéane koncentracije (14-18) su: 1. gusto pakiranje
membranskih lipida, 2. organizacija membrane u uredene domene - Lo (engl., liquid-
ordered) i neuredene domene - Ld (engl., liquid-disordered), 3. zakrivljenost membrane.
Rigidna steroidna struktura kolesterola ostvaruje niz hidrofobnih interakcija s lancima
masnih kiselina lipida membrane, te 'ravnanjem' lanaca omogucuje gusto pakiranje lipida
u neposrednoj blizini kolesterola. Posljedica vezanja ovih kompleksa stvaranje je dvije faze

unutar membrane, Lo i Ld (19-22). Lo je visoko-organizirana, bogata kolesterolom sa



smanjenom lateralnom difuzijom lipida. Ove karakteristike su prisutne u lipidnim
domenama otpornima na deterdzente (23), lipidnim splavima (engl., lipid rafts, LR), te su
LR definirane kao uredena smjesa kolesterola, specifi¢nih lipida, gangliozida, i proteina,
posebice GPI-usidrenih proteina (engl., glycophosphatidylinositol, GPI-anchored proteins)
(3,19,24-27). Za Ld karakteristi¢na je manje uredena organizacija, brza lateralna difuzija
lipida, manji udio kolesterola, pa se u literaturi navodi pod nazivom ne-splavi, nLR (engl.,
Non-lipid Rafts). Izvanstani¢ni sloj staniéne membrane zbog ovih svojstava postaje
topoloski bogat okolis, tekuca faza u kojoj 'plutaju’ rigidne i dinami¢ne nano-domene.
Slikovito, lipidne splavi mozemo ilustrirati kao dinamic¢ne diskretno omedene lipidne

tokove, rukavce i bazene specifi¢nih karakteristika u ¢iji sadrZaj su uronjeni proteini (Slika
1.1)).

&

GM1 SM PC Chl

Ne-splavi - Ld

SM bogate splavi - Lo

GMT1 bogate splavi - Lo

Slika 1.1. Graficki prikaz organizacije specifiénih membranskih nanodomena, presjek membranskog
okolisa i pogled odozgo na membranski okoli§. Preuzeto i prilagodeni iz Moutusi i sur. (28) Izradeno u
BioRender.com
Gangliozidi su skupina kiselih glikosfingolipida koji se s najveCom raznolikoSc¢u 1
najvisom koncentracijom nalaze u mozdanom tkivu (1,3,29-31). Na ceramidnu, Cer, jezgru
dodana je serija ugljikohidrata koja stvara lanac (najkraca serija - GalGlcCer, najduza serija
— GalGal-NAcGalGlcCer; Glc (glukoza), Gal (galaktoza), Gal-NAc (N-

acetilgalaktozamin), na ¢iju unutrasnju i/ili vanjsku galaktozu se moze vezati jedan ili vise



kiselih Secera sijalinske kiseline, NeuSAc, N-acetilneuraminska kiselina (engl., N-
acetylneuraminic acid) (1). Prostorno, glikanski dio molekule moze zauzeti dva oblika:
oblik pehara, na rubovima domena LR, i ravne povrSine, u unutra$njosti domena LR (32).
Ceramidni dio molekule gangliozida ostvaruje mnostvo interakcija s planarnom steroidnom
jezgrom kolesterola te omogucuje vrlo gusto ‘pakiranje' gangliozida (32). Pokazano je da
pojedini gangliozidi izazivaju razli¢it stupanj zakrivljenosti membrane (33). Uz pomo¢
proteina, membrane se mogu saviti i poprimiti oblike poput udubljenja ili ispupcenja koja
pridonose procesima endo- i egzocitoze. Struktura gangliozida omoguéuje sposobnost
'sortiranja’ (34). Gangliozidi se mogu izdvojiti unutar membrane u strukture visoke
organizacije. Najve¢i udio gangliozida membrane nalazi se u LR (3). Strukturne
karakteristike membrana na koje utjecu gangliozidi su sljedece (35): 1. zakrivljenost, 2.
asimetrija, 3. kooperativnost, 4. izdvajanje, te 5. metamorfizam. Spomenute specifi¢ne
odlike gangliozida odgovorne su za stvaranje splavi razli¢ita ustrojstva koje su
specijalizirane za pojedine biokemijske aspekte prijenosa signala medu neuronima (36).
Gangliozidi u lipidnim splavima sluze kao oznaka na karti za proteine koji se sidre na
povrsini stani¢nih membrana (in trans; kolera toksin, CTB, mijelinu pridruzeni protein,
MAG) ili su smjesteni unutar membrana gdje ostvaruju funkcionalne interakcije s
gangliozidima (in cis, serotoninski receptor 5HT1A) (32,35). Prometovanje proteina
posredovano gangliozidima izgraduje biokemijske rute unutar membrane. Plasti¢nost ovih
procesa i preciznost organizacije daju neuronima izrazitu mo¢ u obradi podataka (37). Osim
Sto oblikuju membranu neurona, gangliozidi ¢ine povr§inu neurona negativno nabijenom
Sto omogucuje odbijanje negativno nabijenih neurotransmitera, glutamata (Glu), i njihovo
ucinkovito uklanjanje dok privlace pozitivno nabijene neurotransmitere, serotonin, 5-HT, i
katione (30,33).

1.2 Sinapse i sinapticka plasti¢nost
Osnovne funkcionalne jedinice neurona su sinapse, polivalentna, asimetri¢na

kontaktna mjesta dvaju neurona specijalizirana za prijenos i obradu informacija (38-40).
One su dvokomponentne strukture izgradene na granici presinaptickog i postsinaptickog
neurona s posebnom proteinskom i lipidnom garniturom (Slika 1.2) (41-44). Sinapticki
lokaliteti, koji broje milijarde u zivéanom sustavu, razlikuju se na temelju tipa
neurotransmitera koji otpustaju, ucestalosti okidanja, vrstama receptora postsinapti¢kog

zgusnuca i moguénosti neuromodulacije ekstrasinaptickim receptorima (38). Obzirom na



dvije vrste neuronalnih populacija, inhibicijske ili ekscitacijske neurone, razlikujemo dvije
osnovne vrste sinapsi (38,45-47). Inhibicijski neuroni izgraduju dvije vrste sinapsi,
GABAergicke (y-aminomasla¢na kiselina, engl., gamma-aminobutyric acid, GABA) u
srediSnjem Ziv€anom sustavu i glicinergi¢ke u mozdanom deblu i lednoj mozdini. Proteini
gefrin (engl., gephryn, GPHN), receptori za GABA-u, GABAR, i receptori za glicin, GIyR,
su biljezi postsinapti¢kih inhibicijskih sinapsi (48). Ekscitacijski neuroni izgraduju
glutamatergicke, kolinergicke, adrenergicke, serotonergi¢ne i histaminergicke sinapse (48).
Ekscitacijske postsinapse mozemo prepoznati po strukturnom proteinu PDS-95,
receptorima za glutamat, NMDAR (N-metil-D-aspartatni tip receptora) i AMPAR (a-
amino-3-hidroksi-5-metil-izoksazol-propionatni tip receptora), te CaMKII (protein-kinaza
Il ovisna o kalciju/kalmodulinu) (48). Presinapticke strukture ustrojene su na aksonima
neurona, dok je manji broj takozvanih dendritodendriti¢kih sinapsi zastupljen u
olfaktornom bulbusu i talami¢kim jezgrama (38,39). Postsinapti¢ke strukture ustrojene su
na spinama dendrita neurona ekscitacijskih sinapsi ili iza dendritickih trnova te na somi
neurona kod inhibicijskih sinapsi (38). Presinapticki dio specijaliziran je za otpuStanje
neurotransmitera u sinapti¢ku pukotinu vodeno Ca®*, dok je postsinapti¢ki dio zaduzen za
primanje signala vezanjem neurotransmitera za receptor (38,39,43). Unutar sinapse jasno
su definirane funkcionalne domene membranskog okolisa razli¢itih karakteristika i veli¢ina
podijeljene hijerarhijski u tri skupine u rasponu veli¢ina 2 - 300 nm (38,46): domene
organizirane preko citoskeleta, aktina i membranskih lipida (40 - 300 nm); lipidne splavi
(2 - 20 nm); dinami¢ni proteinski kompleksi (3 - 10 nm). Presinapticki citosol i membranu
¢ine lokacije formiranja vezikula, 'stanice' za punjenje vezikula neurotransmiterima
pomocu kompleksa proteinskih pumpi te mjesta za sidrenje i recikliranje vezikula
neurotransmitera (39,46). Postsinaptic¢ki citosol i membrana su ispunjeni unutarstani¢nim
strukturnim kompleksima citoskeleta visoke organizacije za sidrenje receptora
neurotransmitera, domenama slobodnih receptora koje podlijezu procesu endo- |
egzocitoze (38,46). Presinapticki dijelovi neurona su vrlo sli¢ni po gradi dok im sastav
varira ovisno o neurotransmiterima kojeg otpustaju. Postsinaptic¢ki dijelovi su razliciti, s
jedinstvenim ustrojstvom i sastavom proteina (38,39). Ove odlike ¢ine sinapse vrlo
Sarolikom populacijom te se zbog svoje slozenosti i kombinatorike, sinaptom moze opisati
kao racunalni jezik moZdanog tkiva. lako se u pocetcima neuroznanstvene discipline

mislilo da su sinapse stati¢ne strukture s jasno definiranim brojem proteinskih receptora,



viSegodi$nja istrazivanja su pokazala kako je sinapticki okoli§ izrazito dinamican s vrlo
brzom lateralnom difuzijom proteina i lipida. Sadrzaj sinaptickog okolisa podlozan je
promjenama u kontekstu dodavanja i oduzimanja sadrzaja putem lateralne difuzije iz
ekstrasinapti¢kih dijelova neurona te endo- i egzocitozom. Ovi dogadaji i promjene
strukture pridonose specificnim funkcijama poput dugoroéne potencijacije (engl., long-
term potentiation, LTP) i depresije (engl., long-term depression, LTD) koji su osnova
ucenja i pamcenja, te osiguravaju neuronima izrazitu sinapticku plasti¢nost koja utjecu na
uspostavu i odrzavanje informacijskih puteva unutar mreze neurona, a odrazeni su kao
specifi¢ni obrasci ponasanja (38,39,43,46). Uz receptore neurotransmitera i strukturne
proteine, od velikog znacaja su proteini stani¢ne adhezije te ionski kanali ¢iji su pripadnici
u fokusu ovog istrazivanja. Neki znacajni proteini su neureksini na presinaptickoj
membrani, neuroplastin na pre- i postsinapti¢koj membrani te naponski natrijevi i kalcijevi
kanali i ionski izmjenjivadi, tzv. crpke, Na*/K* ATPaza (NKA) i Ca?*-ATPaza stani¢ne
membrane (engl., plasma membrane calcium ATPase, PMCA) koji omogucéuju izmjenu
ionskih vrsta tijekom trajanja depolarizacije 1 njihovo vra¢anje u ravnotezno stanje tijekom
procesa repolarizacije (49).

Proteini sinapticke adhezije, SAMs (engl., synaptic adhesion molecules) su
komponente sinaptickog proteoma ukljuene u sinaptogenezu, odrzavanje funkcija zrelih
sinapsi i sinapti¢ku eliminaciju (38,42,43,50,51). Molekule SAM broje priblizno 20 obitelji
od kojih su najpoznatije neuroligini, neureksini, kadherini, sindekani, integrini, NCAM
(engl., neuronal cell adhesion molecules), SynCAM (engl., synaptic cell adhesion
molecules) i IgCAM (engl., immunoglobulin cell adhesion molecules) (38,39). Svaka od
navedenih obitelji posjeduje razliCite izoforme ili pripadnike unutar obitelji koje su
funkcionalno vezane za post- ili presinapticke elemente u in trans ili in cis konfiguraciji.
Obzirom na asimetric¢nost sinapticke pukotine, molekule SAM ¢esc¢e stupaju u interakcije
heterofilne prirode, nego u homofilne. Presinapticki kompleksi za otpuStanje
neurotransmitera regrutiraju vrlo specifi¢cne molekule SAM kao $to su neureksini (43) $to
daje ujednacen okoli§ gotovo svih presinaptickih zavrSetaka. Molekule SAM na
postsinaptickoj strani su vrlo razliCite te ovise o tipu 1 vrsti receptora, a specificne su za
ekscitacijske i inhibicijske sinapse (38,39). Glavni predmet istrazivanja u okviru ovog rada

je neuroplastin (Np), postsinapti¢ki pripadnik IgCAM obitelji molekula SAM.



Mijelinska ovojnica

Presinapticki neuron

Postsinapticki neuron

Slika 1.2. Pojednostavljen graficki prikaz sinapse - dvokomponentno kontaktno mijesto izmedu
presinapti¢kog (plavo) i postsinaptickog (ljubicasto) neurona. Izradeno u BioRender.com

1.3 Neuroplastin, Np
Visoko glikozilirani protein neuroplastin pripadnik je obitelji IgCAM molekula

(52,53). Kao produkt jednoga gena (NPTN, Nptn), prepisuje se u dvije izoforme, Np55 i
Np65, koje su gradene od kratke citosolne regije, transmembranske o Uzvojnice,
izvanstani¢nih Ig2 i Ig3 domena, dok je strukturna razlika kod Np65 dodatna izvanstani¢na
Ig1l domena (Slika 2.) (54,55). 1zoforma Np55 pojavljuje se u gotovo svim tkivima dok se
Np65 pojavljuje iskljuc¢ivo u mozdanom tkivu kao sinaptic¢ki glikoprotein (52,54,56) s
najjac¢im izrazajem u amigdali, hipokampusu i strijatumu (55). Obje izoforme su visoko
glikozilirane. Glikanski obrasci predstavljaju ¢ak 38 % mase Np65 (25 kDa na 40 kDa

6



proteine mase) i 49 % mase Np55 (27 kDa na 28 kDa proteinske mase) (54). Zanimljivo je
napomenuti da se glikozilacijski obrasci nalaze na domenama Ig2-1g3 obje izoforme dok
je 1g1 Np65 neglikoziliran vjerojatno zbog in cis te in trans protein-protein interakcija koje
ostvaruje sa sinaptickim partnerima (54,57). Uglikohidratni dio niskog je udjela visoko-
manoznih ostataka, dok najveci dio glikanske mase nose slozeni ugljikohidratni motivi s
jednakom koli¢inom sijaliliranih ostataka u obje izoforme, ~ 5.5 kDa (54). Navedena
strukturna svojstva neuroplastina uzrokuju pojavnost Sirokih vrpci obje izoforme Np
prilikom imunodetekcije S§to upuéuje na veliki raspon glikanskih motiva proteina Np i
postojanje podklasa proteina Np koje vjerojatno imaju specificne uloge u membranskom

metabolizmu sinapsi i neurona.

1.3.1 Interaktom neuroplastina

Funkcionalne uloge neuroplastina dijele se na one specifi¢cne za neurone te
ubikvitarne i neophodne za funkcioniranje organizma. Svojstveno svim stanicama,
pokazano je da je protein Np ukljuc¢en u aktivni transport Ca* preko stani¢ne membrane.
U studijama strukturne karakterizacije proteina PMCA pokazalo se da protein Np55
ostvaruje interakcije s ATPazom, te je u funkciji regulatorne podjedinice (Slika 1.3 B)
(58,59). Kako je gotovo cijela populacija, 95% (59), proteina PMCA vezana za protein Np
njegova ulogu u homeostazi Ca?* je univerzalna i od iznimne vaznosti za odrzavanje ionske
ravnoteze, ne samo u ziv€anom tkivu ve¢ u svim tipovima stanica (59,60). Takoder,
literaturni izvori navode protein Np kao molekulu uklju¢enu u odrzavanju homeostaze
energetskog metabolizma neurona (61). Regulacijom i regrutacijom prijenosnika
monokarboksilata 2 specifi¢nog za neurone (engl., monocarboxylate transporter 2, MCT2)
u postsinaptickom zgusnuéu osigurava se neuronima dodatan izvor energije tijekom
energetski zahtjevnih dogadaja (61). Kako pripada u IgCAM obitelj, bitna je komponenta
komunikacije izmedu stanica (62). U svojim radovima Owczarek i sur. (62) pokazali su
kako mobilizirane 1g domene Np55 potiCu neuritogenezu in vitro u neuronima
hipokampusa procesima dimerizacije i aktivacije receptora FGFR (engl., fibroblast growth
factor receptor). Uz navedene hipokampalne populacije, pokazan je utjecaj I na
granularnim neuronima maloga mozga koji nakon izlaganja in vitro izvanstani¢nim
domenama 1g1-3 proteina Np65 pokazuju povisen stupanj neuritogeneze aktivacijom
signalnog puta p38 MAPK (protein-kinaza aktivirana mitogenom, engl., mitogen activated

protein kinase) preko ve¢ spomenutog receptora (57). Uz izrastanje neurita pokazano je da
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tretman mozdanih rezova izvanstanicnim Ig domenama proteina Np65 uzrokuje
internalizaciju AMPA receptora i zaustavljanje LTP-a u CA3 regiji hipokampusa (63,64).
Ovi dogadaji vodeni su fosforilacijom p38 MAPK kao unutarstani¢nog ¢vorista signalnog
puta ovisnog o proteinu Np (63). Kroz signalni put MAPK integrira se odgovor na
izvanstani¢ne podrazaje i promjene u okoliSu te se ureduje stani¢na aktivnost (65). Protein
p38 koji aktivira protein-kinazu MAPK, osim klasi¢nog puta aktivacije interleukinima
preko IL-1R (receptor interleukina-1, engl., interleukine-1 receptor) aktiviran je i
signalnim putom TNF-a (engl., tumor necrosis factor-alpha) (65-67). Signalni put TNF-
o mobilizira nizvodno protein TABL1 (engl., TGF-g activated kinase 1 (MAP3K7) Binding
Protein 1) i TRAF6 (engl., TNF receptor associated factor) koji pokrec¢u signalni put p38
MAPK bez aktivacije klasi¢nih uzvodnih elemenata MAPK signalne kaskade. Pokazano je
da medusobnim interakcijama proteina TAB1-TRAF6-p38 dolazi do autofosforilacije p38
MAPK koja dalje prenosi signal rezultirajuci stani¢nim odgovorom neovisnim o uzvodnim
protein-kinazama (65-67). Medu novijim saznanjima o proteinu Np valja istaknuti da je
pokazano kako unutarstani¢na regija proteina Np sadrzi motiv koji veze protein TRAF6
(Slika 1.3. A) (51,68). Specifi¢na interakcija izmedu proteina Np i TRAF6 aktivira
diferencijaciju na razini membranskog sustava koja uzrokuje strukturne promjene
membrane svojstvenim neuronima. Vodeno interakcijama Np-TRAF6, na neuronima
dolazi do izrastanja i formiranja dendritickih filopodija $to izravno utjece na sinaptogenezu
te stvaranje ravnoteze izmedu inhibicijskih/ekscitacijskih sinapsi (51). Tek ¢e dodatne
studije pokazati postoji li spregnuti mehanizam izmedu proteina Np i aktivacije proteina
p38 MAPK posredstvom proteina TRAF6. Za izoformu Np65, posebno su vazne funkcije
u sinaptickom miljeu: odgovoran je za odrZavanje sinapticke jakosti 1 plasti€nosti
mobiliziranjem GABAAR u inhibicijske sinapse (Slika 1.3. C) (69,70). Utisavanjem Nptn
dolazi do disocijacije GABAAR iz inhibicijskih sinapsi u ekstrasinapti¢ki prostor (69).
Utjecaj na LTP pokazan je na rezovima mozga Stakora nakon tretmana specifiénim
protutijelom na protein Np65. Smalla i sur. (64) isticu homofilne interakcije proteina Np65
kao neizostavne ¢imbenike prilikom LTP-a u CAl regiji hipokampusa i zakljucuju da
njihovim narusavanjem dolazi do prekida struja karakteristi¢nih za LTP (63,64). Nadalje,
poremecaji u LTP-u kod Np65KO stakora pokazali su pojavu retrogradne amnezije te
promjene u ponasanju i procesima ucenja i pamcenja (71,72) dok je za kompleks Np-

PMCA pokazano da utjeCe na inicijalne procese LTP-a te njegovo odrzavanje preko



interakcije i modulacije receptora za AMPA i NMDA (73). Zbog navedenih utjecaja na
procese u hipokampalnoj formaciji, predlozena je uloga proteina Np kao kognitivnog
pojacivaca. Kako je ranije navedeno da je protein Np zaduZen za prometovanje GABAAR,
pokazano je da kod ishemijske ozljede u Np65KO zivotinja dolazi do gubitka neurona
vjerojatno uslijed ekscitotoksi¢nog ucinka neregulirane glutamatne transmisije (74). Misji
modeli s iskljuenim prepisivanjem obje ili samo izoforme Np65 pokazali su kako
nedostatak proteina Np55 uzrokuje gluhoéu zbog poremeéene dinamike izmjene Ca?* u
dlac¢icama osjetnih stanica Cortijevog organa (75).

1.3.2 Neuroplastin u membranskom okoliSu

U membranskom okoliSu, SmjeStaj neuroplastina ovisi o0 gangliozidima i
dominantno je vezan u LR (Slika 1.3). U miSeva s nedostatkom enzima biosintetskog puta
gangliozida, St8sial null kod kojih u tkivima nedostaju a i b serija gangliozida i B4galntl
null s nedostatkom svih sloZenih gangliozida, promijenjen je izrazaj proteina Np i narusena
mu je pozicija u membrani (76). U hipokampusu B4galntl null miSeva,
imunohistokemijskom analizom, utvrdeno je da su razlike u izracaju proteina Np u
usporedbi s kontrolnim uzorcima najvece u CAl regiji gdje je predominantno izrazen
sadrzaj gangliozida GM1 (77). Takoder promjena u raspodjeli izmedu LR i nonLR te
smanjen izrazaj proteina Np pracen je istovjetnim promjenama izrazaja Svih izoformi
PMCA s naglaskom na protein PMCA2 (78). Pokazano je da se proteinski kompleksi
PMCA-Np stabiliziraju u lipidnim splavima oboga¢enima gangliozidom GML.
Blokiranjem GM1 specifi¢nim protutijelom dolazi do promjene u trajanju struja Ca?* (78).
Intuitivno slijedi, da naruSavanje integriteta LR vodi do promjene pozicije PMCA-Np
unutar membranskih domena, §to uzrokuje promjenu u aktivnosti PMCA i duzeg trajanja

koncentracijskih gradijenata Ca?*.



Citosolna
domena

Slika 1.3. Strukturni model neuroplastina izraden pomocu javno dostupnog sucelja AlphaFold; lg —
imunoglobulinske domene; TM — Transmembranska domena; A — Neuroplastin u kompleksu s gangliozidom
GML1 i proteinom TRAF6 (PDB kod: 428M); B — Neuroplastin u kompleksu s ionskom crpkom PMCA (PDB
kod: 6A69); C — Neuroplastin u kompleksu s GABAAa receptorom (PDB kod: 7PDB); Izradeno u
BioRender.com

1.4 ATPazetipaP

Adenozin-trifosfataze, ATPaze (engl., ATPases) tipa P su ubikvitarni proteini u
svim carstvima zivoga svijeta, dok su natrij/kalij-ATPaza (engl., sodium(Na)/potassium(K)
ATPase, NKA) i PMCA, clanovi obitelji ATPaza tipa P topoloskog tipa II, esencijalni
membranski proteini u visih eukariota (79,80). Vektorskim prijenosom kationa odrzavaju
ionsku homeostazu. Specifiénost ATPaza tipa P topoloSkog tipa II postojanje je dodatne

podjedinice koja nema Kkataliticku aktivnost, ve¢ funkciju molekularnog sustava za
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navodenje koji pravilno pozicionira kataliticku podjedinicu u submembranske domene,
stabilizira njezinu strukturu i sudjeluje u pravilnoj posttranslacijskoj obradi kataliticke
podjedinice (79-81). Kataliticka podjedinica o i podjedinica B proteina NKA ¢ine
funkcionalni kompleks, dok je neuroplastin pandan podjedinici B u kompleksu s proteinom
PMCA (58-60). Strukturno, proteini NKA i PMCA sastoje se od 10 transmembranskih
(TM) regija od kojih 1-4 TM Cc¢ine katalitiCku jezgru, a ostatak 5-10 TM strukturnu i
regulatornu domenu (79-81) (Slika 1.4.11.5.). Citosolna regija podijeljena je na 3 domene,
pokretacku (engl., actuator; A) domenu izmedu TM2 i TM3, nukleotid-vezujucu (engl.,
nucletide-binding; N) domenu i fosforilacijsku (engl., phosphorylation, P) domenu izmedu
TM4 i TM5 (79-81) (Slika 1.4. 1 1.5.). Fosforilacijom konzerviranog aspartatnog ostatka u
P domeni pokreée se enzimski ciklus izmjene kationa (82). Za kompleks kataliticke i
regulatorne podjedinice moZe se vezati modulacijski protein FXYD koji posjeduje
evolucijski konzervirano vezno mjesto na katalitickoj podjedinici ATPaza tipa P. Za ovaj
kratki transmembranski protein pokazano je kako se vezanjem u kompleks proteina NKA

ili PMCA ugada aktivnost enzima ovisno o njegovom fosforilacijskom obrascu (83).

1.4.1 Natrij/kalij-ATPaza

Procesom razmjene 3 intracelularna Na® za 2 ekstracelularna K* uz utrosak
molekule ATP, protein NKA odrzava ionsku i osmotsku ravnotezu stanica (81). Obzirom
na fizioloske zahtjeve stanice, protein NKA kodiran je razli¢itim genima koji daju NKA
jedinstvenih karakteristika. Kataliticke o podjedinice proteina NKA prepisuju se s 4
razli¢ita gena (ATP1A1-4, Atplal-4), dok se regulatorna § i FXYD podjedinica prepisuju
s 3 (ATP1B1-3, Atp1b1-3) odnosno 7 gena (FXYD1-7, Fxyd1-7) (84,85). Od moguce Cetiri
izoforme kataliticke podjedinice, u mozdanom tkivu izrazene su 3. Ubikvitarna al
izoforma izraZena je na svim stanicama zivéanog sustava uz koju je na glijalnim stanicama
predominantno izrazena glijalna a2 izoforma dok je a3 izoforma heterogeno i tockasto
izrazena na GABAergickim i glutamatergickim neuronima (84). Razlikuju se po
kataliti¢kim parametrima ovisno o supstratima ATP-u, K*, Na* i Mg?* te osjetljivosti na
njihovu koncentraciju. Podatci govore o razlici afiniteta prema Na* kod izoformi
podjedinica al> a2> a3, dok je naponska osjetljivost podjedinica a2> al1> a3 (84). Ova
razlika u parametrima oslikava se na funkciji proteina NKA u pojedinim dijelovima

neurona; a3 izoforma daje prostora za nagomilavanje Na* i trajanje Na* koncentracijskih
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gradijenata u sinapsama, dok joj visoki afinitet prema ATP omogucuje da u sinapticCkom
prostoru, energetski najzahtjevnijim dijelovima neurona, neometano moze vezati ATP i
brzo i ucinkovito odrzavati ionsku ravnotezu u prostoru i vremenu (84). Izoforma al je
odgovorna za bazalnu aktivnost izmjene Na* i K* (84). Osim ovih parametara kombinacija
heterodimera o i B podjedinica pridonosi raznolikosti populacije proteina NKA. Njezina

aktivnost se utiSava fosforilacijom a podjedinice (86,87).

1.4.2 Interaktom natrij/kalij-ATPaze

Funkcija proteina NKA ovisi o partnerskim odnosima s membranskim receptorima,
prijenosnicima te regulatornim elementima ispod povr§ine membrane. Uz kataliticku
funkciju poznato je da vezanjem kardiotoni¢nih steroida (engl., cardiotonic steroids, CTS)
vr$i funkciju 'receptora’ (88—90). Kataliticka podjedinica NKA proteinski je partner kinaze
Src koja u neuronima ima ulogu u organizaciji elemenata postsinapticke gustoce. Vezanjem
CTS za ovaj bimolekularni kompleks, struktura NKA gubi fleksibilnost te postaje receptor
preko kojeg se prenosi signal. Osim $to fosforilira NKA, Src kinaza poznata je po
fosforilaciji sinaptickih receptora i strukturnih elemenata, NMDAR, AMPAR, GABAAR,
PDS95, kaveolinom, $to uzrokuje promjenu u aktivnosti i mobilnosti receptora (91).
Tretman neurona glutamatom u kulturi dovodi do pojacane aktivnosti NKA (92,93). Ovaj
uc¢inak glutamata na NKA potvrden je na rezovima mozga stakora te se tumaci aktivacijom
vise razli¢itih signalnih puteva. Pokazano je da je jedna od osi koja pojacava rad proteina
NKA os glutamat-NO-cGMP (92). Struja Ca?* koja nastaje aktivacijom receptora NMDA
aktivira neuronalnu sintazu dusikovog oksida (engl., neuronal nitric oxide synthase,
nNNOS). Nastali NO aktivira citosolnu gvanilat-ciklazu (engl., soluble guanylyl cyclyse,
sGC). Potaknuta supstratom, cGMP-ovisna protein-kinaza (engl., cGMP-dependant
protein kinase, PKG) fosforilira seriju proteina medu kojima je i FXYD podjedinica NKA
(92,94). Koriste¢i se inhibitorima receptora za glutamat, pokazano je da izostanak
aktivacije NMDAR, AMPAR i KAR (kainatni receptor) rezultira poveéanom aktivnoséu
a2 i a3 podjedinice dok ima vrlo maleni u¢inak na aktivnost ol podjedinice NKA (95).
Povratno, inhibicija neuron-specificnih izoformi NKA vodi u promjenu dinamike
prometovanja AMPAR u membranskom sastavu zbog promjene broja AMPAR izlozenih
u sinapti¢kim pukotinama (96). U¢inak poticanja proteina NKA glutamatom u potpunosti
se gubi inhibicijom NMDAR (Slika 3.A) (92,97). Pretpostavka je da brzi ulazak Ca?*

aktivira kalcineurin, Ca®*/kalmodulin-ovisnu protein-fosfatazu koja ponistava efekt
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protein-kinaze C (PKC) na NKAa i poti¢e izmjenu Na* i K*. Tijekom LTP-a, vjeruje se da
specifi¢ni podrazaji NMDAR nastaju udruzivanjem i fosforilacijom NMDAR kinazom Src
koju je prethodno aktivirala PKC. Podrazljivost je osigurana sporijom izmjenom iona zbog
fosforilacije NKA protein-kinazom C. CTS poti¢e prepisivanje i membranski izrazaj
NMDAR (95). U studiji na primarnim kulturama malog mozga stakora uocena je aktivacija
puta NF-kB nakon tretmana CTS-om (98). Aktivacija ovog puta djelomi¢no se ostvaruje
preko osi NMDAR-Src-Ras-MAPK. Pokazano je da aktivnost NKA u astrocitima ovisi 0
glutamatergi¢koj transmisiji. Prijenos glutamata unutar astrocita ovisi pak o
koncentracijskom gradijentu kojeg generira NKA (99). Glutamatni prijenosnik EAAT2
(engl., excitatory amino acid transporter 2) prenosi glutamat, 3 Na" i H* iz sinapticke
pukotine u citosol te je odgovoran za 90% prijenosa glutamata (Slika 3.B). Vjeruje se da u
astrocitima protein NKA stvara komplekse s proteinom EAAT?2 i kinazom Src. Utvrdeno
je da je protein EAAT2a izrazen s NKAa2 u astrocitima, dok je protein EAAT2b izrazen
s NKAa3 u neuronima ukazujuéi na ucinkovitost spregnutin mehanizama izmjene iona i
neurotransmitera (92). Lepeza aktivnosti u koje je ukljucen protein NKA izravno utjece na

funkcionalnost astrocita, neurona 1 pojedinih sinaptickih elemenata 1 procesa.

1.4.3 Natrij/kalij-ATPaza i lipidni okoli$

NKA pokazuje promjene u aktivnosti ovisno o lipidima u membranskom okolisu u
koji je uronjena (100,101). N-terminalna regija NKA bogata je pozitivho nabijenim
lizinskim ostatcima koji su u interakciji s negativnho nabijenim lipidima i moguce
proteinima (102). NKA ostvaruje niz interakcija s lipidima te je ustanovljeno kako
kolesterol, neutralni fosfolipidi unutrasnje membrane, sfingomijelin i fosfolipidi sa
zasiCenim masnim kiselinama utjeCu na pokretljivost TM NKA. Ove interakcije
posljedi¢no se odrazavaju na ucestalost izmjene Na* i K* (103-105). Kolesterol se veze na
2 razli¢ita mjesta; vezanjem izmedu o i FXYD podjedinice donosi strukturni integritet
kompleksu, a vezanjem izmedu o 1 B podjedinice onemogucuje pokretanje i utiSava rad
crpke (103,104). Neutralni fosfolipidi poti¢u rad NKA dok ga sfingomijelin i zasi¢ene
masne kiseline fosfolipida zaustavljaju (103,104). Uz navedeno, na pripravcima
sinaptosoma pokazano je da se aktivnhost NKA pojacava uz dodatak nanomolarne
koncentracije GM1 (106). Radovi nase skupine pokazali su da promjena membranskog

okolisa utje¢e na ucinkovitost crpke. Preraspodjela gangliozida u membrani, ponajvise
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glavnih frakcija GM1, GD1a, GD1b i GT1 djeluje na enzimski obrtaj NKA (107). U
membrani postoje aktivna i inaktivna populacija NKA. Vijeruje se da je aktivni dio
populacije u lipidnim splavima, dok je neaktivni u kaveolama, posebnoj podklasi lipidnih
splavi (90,108).

-
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Slika 1.4. Natrij/Kalij-ATPaza (NKA) — strukturni model i karakteristike NKA (PDB kod: 2ZXE); A —u
neuronima, NKA u kompleksu sa kinazom Src (PDB kod: 2SRC) uz regulatorni kompleks NMDAR (PDB
kod: 4PES5), Src kinaze i PSD95 (PDB kod: 2XKX); B — U astrocitima, NKA u kompleksu s prijenosnikom

za glutamat, EAAT2 (PDB kod: 7XR4) s NKA-ovisnim spregnutim prijenosom glutamata i Na*. Izradeno u
BioRender.com

1.4.4 Kalcijska ATPaza stani¢ne membrane
Sinapse, kao i ostatak unutarstani¢nog sadrzaja, sadrze niske koncentracije Ca?*, pa

.....
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signala u neuronima (109). Aktivnos¢u proteina PMCA i SERCA (Sarko/endoplazmatska
kalcijeva ATPaza) koncentracija Ca®** odrzava se u rasponu nmol-umol koncentracije
(109,110). Obzirom na tip tkiva i stani¢ne potrebe metabolizma, PMCA dolazi u razli¢itim
izoformama. Cetiri izoforme prepisuju se s Getiri razli¢ita gena (ATP2B1-4, Atp2b1-4) koji
daju: PMCAL i PMCAA4 najzastupljenije i ubikvitarne izoforme, dok su PMCA2 i PMCA3
neuronalne izoforme koje su filogenetski najmlade i pojavljuju se kod organizama s
kompleksnim Ziv€éanim ustrojstvom (111-113). Regulatorna podjedinica i karika koja spaja
PMCA sa sinaptickim partnerima, ranije je spomenuti protein Np (58-60). Enzimski obrtaj
PMCAL i 4 je sporiji, dok je kod PMCAZ2 i 3 izrazito brz (114,115). Uz razlike u katalitickoj
jakosti, alternativnim prekrajanjem na mjestima A (domena A) i C (C-terminalni kraj)
nastaju 23 varijante PMCA s razli¢itim biokemijskim kvalitetama: 5 varijanti PMCAL, 6
varijanti PMCAZ2, 4 varijante PMCAZ3 i 8 varijanti PMCAA4 (115). U domeni A PMCA veze
se C-terminalna petlja koja onemogucuje vezanje ATP-a u domenu N pa se prekrajanjem
u domeni A dobivaju varijante s razli¢itim stupnjem jacine autoinhibicije C-terminalnom
petljom (114-117). Domena A je u bliskom kontaktu s membranskim lipidima pa
strukturne preinake utjeCu na vezanje lipida i kataliticku aktivnost ovisnu o kiselim
fosfolipidima, PIP i PS (118). Najvarijabilniji dio PMCA je C-terminalni kraj u kojem je
smjestena C regija prekrajanja. C-terminus vezno je mjesto za mnoge proteinske partnere,
no najznacajniji u¢inak na aktivnost ima kalmodulin, CaM (114,119). Promjene u veznom
mjestu za CaM daju varijante koje su ovisne ili neovisne o CaM. Primjer razli¢itih
biokemijskih parametara su PMCA2b i PMCA4b. Varijanta 2b ima visoku bazalnu
aktivnost i nizak afinitet prema CaM-u dok varijanta 4b pokazuje aktivaciju ovisnu o CaM
s niskom bazalnom aktivnoséu (120,121). Izmedu ostalog, C-kraj je supstrat protein-
kinazama A i C te kinazi Src koje dodatno reguliraju aktivnost PMCA i vezno mjesto za
sinapticke elemente (122,123). Analizom sinaptickih membrana utvrdeno je da se 60%
populacije PMCA smjesta u kaveolin-obogaéene lipidne splavi (120,124). Aktivnost
PMCA ovisi o gangliozidnom okolisu, ponajvise o GM1 (78).

1.4.5 Interaktom kalcijske ATPaze stanicne membrane

Stanice neurona strateski pomoéu PMCA stvaraju lokalne Ca?* oskudne, engl. Ca*
- free, zone u kojima se postrojavaju kompleksi i elementi osjetljivi na koncentraciju Ca%*
(115). PMCA dolazi s bogatim strukturnim razlikama omogucujuéi okupljanje razli¢itih

proteina u anularnoj regiji tvore¢i jedinstvene Ca®*-ovisne signalizacijske jedinice
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(49,123). Moze se zakljuciti da je signalizacija kalcijevim ionima regulirana unutar uskih
nisSa pojedinog signalizacijskog kompleksa §to ¢ini PMCA srediSnjom figurom pomocu
koje trajanje impulsa i promjena u Ca?* koncentraciji dobivaju informacijsku vrijednost.
Proteinski partneri PMCA su receptori, prijenosnici, vezikularni proteini fuzijskog
mehanizma, strukturni i regulatorni elementi postsinapti¢ckog zgusnuéa (115,119,122,123).
Presinapti¢ki procesi endo- i egzocitoze sinapti¢kih vezikula su mehanizmi ovisni o Ca?".
PMCA u kompleksima s Ca?* naponskim kanalima Cav1-2 regulira dinami¢ne procese
izbacivanja neurotransmitera u sinapticku pukotinu (125). Protein SNARE kompleksa,
sintaksin, interakcijski je partner PMCA, Ca?* naponskih kanala i Munc1-18 komponente
SNARE kompleksa (123). Spregnutim djelovanjem, otvaranjem Ca?* naponskih kanala,
proteini SNARE kompleksa, Muncl-18, sinaptotagmin i kompleksin vezu Ca?" te
promjenom konformacije i stezanjem, pokreéu Ca®-ovisnu fuziju vezikula s
presinaptiCkom membranom 1 otpuStanje neurotransmitera u sinapticku pukotinu.
Postsinapti¢ki partneri PMCA su ionotropni receptori za glutamat AMPA i NMDA
(73,116). Tijekom procesa LTP-a, u pocetnim stadijima pokazano je da Np65 ureduje
aktivnost PMCA i interakciju s NMDAR, dok u kasnijoj fazi za odrzavanje LTP-a
mobilizira AMPAR (73). PMCADb varijante na C-terminusu posjeduju motiv koji veze PDZ
domene sinapti¢kih elemenata poput PDS95/Dlg/Z0-1 (115,122). lako posjeduju ovaj
motiv, PMCADb nisu isklju¢ivo vazne za vezanje proteina, dok PMCA2b moZe vezati
regulacijski ¢imbenik 2 Na*/H* izmjenjivaca (engl., Na*/H* exchanger regulatory factor
2, NHERF2), a PMCA4b ne moze $to govori u prilog biokemijskoj raznolikosti Ca?*
vektorskih kompleksa (115). PMCA regulira nNOS-ovisne signalne kaskade te je
proteinski partner CASK (engl., Ca?*/calmodulin-dependant serine protein kinase), ¢lanica
obitelji gvanilat-kinaza pridruzenih membrani (engl., membrane-associated guanylate
kinase, MAGUK) (115). MAGUK su zaduzene za slaganje postsinapti¢kih elemenata u
funkcionalne jedinice, reguliraju signalizacijske puteve te ureduju sinapticki prostor. U
kaveolama granularnih neurona, pokazana je sprega procesa Ca?* i redoks signalizacije
(124,126). Utvrdeno je udruzivanje elemenata Ca®* uzvodnog i nizvodnog prijenosa, pa se
Na*/Ca?* izmjenjiva¢i i PMCA nalaze u neposrednoj blizini NMDAR i naponskih Ca?*
kanala uz nNOS i citokrom b-reduktazu (124). U ovakvim kompleksima dinamika struja

Ca®* djeluje na vise razli¢itih puteva reguliraju¢i i ugadajuéi informaciju nastalu
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gradijentom Ca?*. ViSestruka uloga i funkcija PMCA smjesta je medu proteine koji

reguliraju sinapticke procese od stvaranja signala, prijenosa pa do integracije.
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Slika 1.5. Kalcijska ATPaza stani¢ne membrane (PMCA) - strukturna obiljezja PMCA; A - postsinapticka
membrana s PMCA u kompleksu s Np te proteinski partneri CaM (tamno plavo; PDB kod: 6N5W) AMPAR
(crveno; PDB kod: 5L1F), NMDAR (ljubigasto), Src-kinaza (zeleno), 14-3-3 kinaza (ruZi¢asto; PDB kod:
6EIH), PSD95 (zuto; PDB kod: 2XKX, 3K82), aktin (sivo: PDB kod: 6BNO ); CASK (crno; PDB kod:
1KGD). Izradeno u BioRender.com

1.5 Toll-u sli¢an receptor 2
Obitelj proteina TLR (engl., Toll-like Receptor), s najve¢im izrazajem na stanicama
imunoloskog sustava, zaduzena je za odrzavanje homeostaze organizma (127-129). Zadaca

ovih proteina nadziranje je izvanstanicnog prostora i signaliziranje u prisutnosti
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molekularnih signala i obrazaca karakteristi¢nih za patogene ili nastalih uslijed ozljede
(engl., pathogen/danger associated molecular pattern, PAMP/DAMP) (127). Tako
primjerice izoforma TLR2 prepoznaje specificne bakterijske lipopolisaharide (LPS) i
stani¢ne proteine HSP (130-133). Prilikom vezanja liganda, TLR2 dimerizira s TLR1 ili
TLR6, aktivira se i nizvodno mobilizira protein-kinaze i ubikvitin-ligaze preko adapterskih
proteina. Krajnji odgovor aktivacije jest pokretanje signalnog puta NF-xB i priprema
imunoloskog sustava za odgovor na nastalu ozljedu ili navodenje stanice u programiranu
stani¢nu smrt, apoptozu (134,135). Treba dodati da se u neuronima aktivira TLR2-neovisan
signalni put NF-«xB (136,137). Glutamatna transmisija aktivira put NF-«xB koji u
ekscitacijskim neuronima poti¢e rast spina i ustrojavanje ekscitacijskih sinapsi, a u
inhibicijskim odrzava tonus inhibicije koji se izvrSava na ekscitacijske neurone (136).
Vazni c¢imbenici prilikom integriranja signala su proteini MyD88 (engl., myeloid
differentiation primary response 88) i TIRAP (engl., TIR-domain adaptor protein).
Medusobnim interakcijama stvaraju kompleks i vezu adaptorski protein E3-ligazu TRAF6
(134,138-141). Udruzivanje s proteinima TAB ili IRAK u kona¢nici dovodi do
oslobadanja i premjestanja proteina NF-«B iz citoplazme u jezgru, gdje kao transkripcijski
¢imbenik potice prepisivanje NF-kB-ovisnih gena. Osim uloge u imunoloskom sustavu,
nekolicina proteina obitelji TLR, ukljucuju¢i TLR2, pokazuje prisutnost mRNA i
proteinskog produkta u gotovo svim stanicama mozdanoga tkiva, od zivéanih mati¢nih
stanica do svih tipova neurona i stanica glije (142-145). Bitna uloga TLR2 u razvoju mozga
pokazana je u regulaciji diferencijacije zivéanih mati¢nih stanica (NPS, engl., neuronal
progenitor cells, NPC) i mati¢nih stanica oligodendrocita (OPS, engl., oligodendrocyte
progenitor cells, OPC) (143,146). Kombinirana aktivacija receptora TLR na mati¢nim
stanicama ziv€anog sustava uzrokuje razli¢ite sudbine omogucujuéi pravilnu kontrolu
izgradnje i odrzavanja neuronalne i glijalne citoarhitekture (142). U istrazivanjima misjeg
modela kojemu nedostaje protein TLR2 najviSe paznje je posveceno pracenju imunoloskog
odgovora na razlicite ozljede (147-152), neuroinflamaciji (153-155) i ulozi u razvitku
mozga (156-158). Unato¢ Sirokom podrucju istrazivanja u kojima se koristi misji model s
isklju¢enim TLR2, nedostaju sustavni podaci koji bi omogucili bolju karakterizaciju

njegovog biokemijskog i bihevioralnog fenotipa.
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1.5.1 Specifi¢na obiljezja Zivéanog sustava bez prisutnosti TLR2

Kako je podrucje neuroimunologije jos uvijek usmjereno na biokemiju i fiziologiju
homeostatskih dogadaja u koja je uklju¢en TLR2, jako je malo radova posvetilo paznju
funkcionalnosti TLR2 tijekom neurorazvojnih procesa obzirom da je TLR2 dio
membranskog proteoma NPC-a. Okun i sur., pokazali su kako TLR2 utjeCe na
diferencijaciju NPC-a te se njome regulira diferencijacijska sudbina ziv¢anih stanica (146).
Dodatno, radovi na gravidnim Zenkama miSeva koje su razvile bakterijsku infekciju i
tretirane su antibiotikom ukazali su da nastali bakterijski LPS iz krvi Zenki prelazi
posteljicu i utjeCe na neurorazvojne procese mladunaca (159,160). Mladunci zenki koje su
preboljele infekciju 1 mi§ji model TLR2KO pokazuju isti fenotip ziv€anog sustava. U
slojevima mozdane kore mozga muskih mladunaca povecana je populacija neurona te je
promijenjena citoarhitektura mozdane kore. Nadalje, pokazano je da TLR2 utjeCe na
stani¢ni ciklus NPC-a i njihov diferencijacijski kapacitet. Ove informacije daju naslutiti da
TLR2 ima endogeni supstrat koji utjeCe na broj mladih neurona koji se potom pravilno
pozicioniraju u funkcionalnu 3D strukturu, a umrezavanjem daju informacijske puteve
mozdane kore. Zanimljiva je jedna bihevioralna studija na mladim TLR2KO miSevima koja
govori o njihovom shizofrenom obrascu ponasanja (161). Na zivotinjama je provedeno
sveukupno 13 testova ponaSanja: 4 testa raspolozenja, 3 testa socijalnog ponasanja, 4 testa
ucenja i paméenja te 1 senzorno-motoricki i 1 motoric¢ki test, te su razlike uocene u vise od
90% analiziranih bihevioralnih parametara. Zakljucak o shizofrenom obrascu ponasanja
kod ovog miSjeg modela donesen je na temelju pracenja ucinaka antipsihotika koji su
pokazani samo u senzorno-motori¢kom ponasanju. Druga bihevioralna studija tematizira
promjene u ponasanju tijekom starenja TLR2KO miseva (156). Pokazano je da TLR2KO
misevi starenjem gube kognitivne i motoricke funkcije brze no kontrolna skupina, dok kod
mladih jedinki nema promjena u odnosu na kontrolnu skupinu. O biokemijskom i
bihevioralnom fenotipu misjeg modela TLR2KO nema dovoljno saznanja, no ako uzmemo
u obzir neurorazvojne studije i svega nekoliko bihevioralnih studija (156,161,162) moze se
zakljuciti da su zivotinje prirodnog ponasanja iako im je mozdana arhitektonika vrlo
razli¢ita. Namece se zakljucak da je navedeni TLR2KO fenotip vijabilan i1 vjerojatno
ucestao u populaciji, no, takoder, se namece 1 pitanje ima li ovaj fenotip za posljedicu

odredene bihevioralne obrasce u miSeva koji se ne mogu mjeriti, a opisani su kod ljudi.
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1.5.2 Medudjelovanje TLR2 i neuroplastina tijekom razvoja mozga

Na temelju podataka dostupnih u znanstvenoj literaturi moZe se pretpostaviti
medudjelovanje proteina TLR2 i Np budu¢i da je pokazano kako protein TLR2 ima ulogu
u odredivanju broja neurona, dok protein Np orkestrira izrastanje sinapsi i definira
informacijske puteve. Njihovim djelovanjem, koje je odvojeno u prostoru i vremenu,
izgraduje se funkcionalna mreZa neurona i signalnih puteva. Valja napomenuti da proteini
TLR2 i Np dijele adaptorski protein TRAF6 preko kojeg aktiviraju jedinstvene signalne
puteve zaduzene za promjene na stani¢noj razini, NPC > aktivacija TLR2 > neuron/astrocit,
te na lokalnoj razini neurona, Np >interakcije in trans > aktivacija MAPK > sinaptogeneza.

Svrha ovog rada bila je detaljno istraziti ufinak nedostatka TLR2 u srediSnjem
zivéanom sustavu miSeva na odabrane membranske proteinske sustave bitne za procese
sinapticke plasti¢nosti i prijenosa iona, temeljeno na pretpostavci o ulozi proteina TRL2 u
odrzavanju omjera neurona i astrocita te funkcijama sinaptickog miljea. Dodatno,
membranski okoli§ u ziv€anom sustavu pokazuje izuzetnu dinamiku koja omogucuje
klju¢ne stani¢ne procese pa Se nedostatak receptora TLR2 moze odraziti na sve
membranske sastojke, od lipida do proteina. Metodoloski pristup koriSten u ovom radu za
istrazivanje membranskog okoliSa u izoliranim regijama mis§jeg mozga razjasnjava odlike
biokemijskog fenotipa TLR2KO miSeva i predstavlja doprinos rasvjetljavanju
funkcionalne uloge receptora TLR2 i utjecaju njegove (in)aktivacije u procesu izgradnje

neuroarhitektonike.
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2. HIPOTEZA

Nedostatak receptora sli¢nog Toll-u 2 utjeCe na izrazenost i submembranski smjestaj

neuroplastina i ATPaza tipa P u mozgu misa.
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3. CILJEVI RADA

Opéi cilj

Odrediti izrazenost i smjestaj neuroplastina i ATPaza tipa P u mozdanoj kori, hipokampusu
i malom mozgu misjeg modela B6.129-Tlr2tm1Kir/J, te istraziti mogucu funkcionalnu
povezanost proteina TLR2 i neuroplastina.

Specificni ciljevi

I) odrediti promjene u sinaptickom proteomu u mozdanim regijama miseva s nedostatkom

proteina TLR2 u usporedbi s misevima divljeg tipa;

I1) odrediti gensku i proteinsku izrazenost neuroplastina, ATPaza tipa P u hipokampusu,
malom mozgu i mozdanoj kori U miSeva s nedostatkom proteina TLR2 u usporedbi s

miSevima divljeg tipa;

I11) analizirati tkivnu zastupljenost neuroplastina i ATPaza tipa P u pojedinim mozdanim

regijama u miSeva s nedostatkom proteina TLR2 u usporedbi s misevima divljeg tip;.

V) odrediti glikolipidomski profil hipokampusa i malog mozga miseva bez proteina TLR2

u usporedbi s miSevima divljeg tipa;

V) utvrditi utjecaj nedostatka proteina TLR2 na submembranski smjestaj neuroplastina i
ATPaza tipa P;

V1) odrediti aktivnost ATPaza tipa P u uzorcima tkiva hipokampusa i malog mozga miseva

bez proteina TLR2 i misSeva divljeg tipa.
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4.1.1 Eticka odobrenja i uskladenost pokusa s ARRIVE smjernicama

Rad s miS§jim modelima odobrilo je Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu u okviru HRZZ projekta ,,Molekularni biljezi vulnerabilnosti,
adaptacije i plasti¢nosti neurona u akutnoj i kroni¢noj ozljedi mozga“ (IP-2016-06-8636).
Pokusne Zivotinje uzgajane Su i koriStene u pokusima 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. Pokusi su
dizajnirani, planirani i izvodeni prema smjernicama ARRIVE 2.0 za rad s laboratorijskim

zivotinjama uz postovanje nacela 3R (163).

4.1.2 Pokusne Zivotinje i Uvjeti uzgoja Zivotinja

U svrhu istrazivanja ukljuc¢eno je ukupno 68 zivotinja (Tablica 4.1.2.). Koristeni su
miSevi muskog spola u dobi od 3 do 4 mjeseca. Zivotinje su koristene isklju¢ivo u svrhu
uzorkovanja tkiva, i nisu podvrgnute dodatnim eksperimentalnim postupcima. Istrazivanje
je provedeno na uzorcima zivcanog tkiva miSjeg modela s utiSanim genom za protein
TLR2, B6.129-TIr2™ir/3(TIr2”, engl., TLR2KO (TIr2 knock-out)), te na tkivu kontrolnih
miseva divljeg tipa uskladenih po dobi i spolu, misji model visoko srodenog soja
C57BI/6NCrl (divlji tip, DT, engl., Wild type, WT). Misji model soja B6.129-TIr2tmKir/]
proizveden je u tvrtki The Jackson Laboratory. Zivotinje TLR2KO su
imunokompromitirane te nakon administracije bakterijskog LPS-a imuni sustav zivotinja
ne rezultira proizvodnjom TNF alpha i interleukina kao biljega upalnog odgovora
organizma. Jedinke su bez promjena u ponaSanju i fizioloski istovjetne zivotinjama WT.
Dodatne informacije i pojedinosti o genotipu i fenotipu TLR2KO miSeva dostupni su na
mreznim stranicama tvrtke The Jackson Laboratory, a misjeg soja C57BI/6NCrl u
dokumentaciji tvrtke Charles River. Misevi oba soja kori$teni su uz ljubaznost i odobrenje
prof. dr. sc. Sre¢ka Gajovica, prof. dr. sc. Dinka Mitreci¢a i doc. dr. sc. Marine Radmilovié¢

sa Zavoda za histologiju i embriologiju, Medicinskog fakulteta u Zagrebu.
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Tablica 4.1.1. Broj zivotinja koriiten za pojedinu metodu istrazivanja. 1. spektrometrija masa, 2. kvantitativni

PCR u stvarnom vremenu (qRT-PCR), 3. metoda Western blot, 4. imunohistokemija mozdanih rezova (IHC), 5.
izolacija i analiza gangliozida, 6. izolacija i analiza sastava lipidnih splavi, 7. odredivanje kataliticke aktivnosti

ATPaza tipa P

Metoda 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

Broj zivotinja (kontrolna skupina,

WT + TLR2KO)

4+4 | 5+5 | 5+5 | 3+3 | 646 | 6+6 | 5+5

Navedene linije miSeva uzgajane su u prostorima Odsjeka za laboratorijske zivotinje
Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga pri Medicinskim fakultetu, Sveucilista u Zagrebu.
Zivotni uvjeti uzgoja definirani su ciklusima dan/no¢ u intervalima od 12 sati (12/12), od
7-19 sati uz stalno odrzavanje temperature i vlaznosti zraka. Hrana i voda bile su dostupne
zivotinjama ad libitum. Prozirni polisulfonski kavezi propisani europskim standardima tip
3 (1290D, Tecniplast, Italy) koristeni su za uzgoj i smjestaj zivotinja. Okoli§ je bio

obogacen predmetima za igru.

4.1.3. Primarna i sekundarna protutijela

Za utvrdivanje prisutnosti, izraZaja 1 smjeStaja izabranih proteina metodama
Western blot i imunohistokemijskim metodama analizom imunofluorescentnog signala

koriStena su primarna i sekundarna protutijela, navedena u tablici 4.1.2.

Tablica 4.1.2. Popis primarnih i sekundarnih protutijela koristenih za detekciju odabranih proteina metodama
Western blot (WB) i imunofluorescencije (IF)

Primarna protutijela
Naziv protutijela Klasa protutijela Porijeklo Proizvodal 1.kata108kl R‘f"d”" .
broj razrjedenje
R&D Systems, )
Anti-Neuroplastin (Np) Polikolonalno, 1gG Ovca Minneapolis, MN, SAD, WB 1_'1000
IF 1:200
AF7818
R&D Systems, )
Anti-Neuroplastin 65 (Np65) Poliklonalno, IgG Koza Minneapolis, MN, SAD, WB 1_'1000
IF 1:200
AF5360
Anti-Na*/K* ATPaza (al) .. | Abcam, Cambridge, UK, | WB 1:50000
(NKA) Monoklonalno, 19G Kuni¢ AEP1845Y IE 1:500
Anti-Membranska Ca?* Monoklonalno. 14G Kunic Abcam, Cambridge, UK, | WB 1:1000
ATPaza izooblik 1 (PMCA1) 19 u ab190355 IF 1:200
Anti-Membranska Ca** : :
ATPaza izooblik 2 Poliklonalno, I1gG Kunié ':E)bscszrg’ Cambridge, UK, V\:E 1121880
(PMCA2) '
. Novus Biologicals, Bio-
- 2+ L .
AT/IAD\Q;;';Q(E)?SIET;'EEI\C/:I%AS) Poliklonalno, 1gG Kuni¢ | Techne Ltd., Abingdon, V\:E 1121880
UK, NBP1-59465 '
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Anti-Membranska Ca?* Monoklonalno. 14G Mik Abcam, Cambridge, UK, | WB 1:1000
ATPaza izooblik 4 (PMCA4) 19 ab2783 IF 1:200
. Cell Signaling i
rid?gtﬂ\llftricg??&%) Monoklonalno, 1gG Kuni¢ | Technology,  Danvers, WB 1:1000
pridruzent fakto MA, USA,
Thermo  Fisher, Life
Anti-Transferinski receptor o Technologies WB 1:1000
(TfR) Monoklonalno, 19G Mis Corporation,  Carlsbad,
CA, USA, 136800
Anti-Membranski glikoprotein Monoklonalno. 14G Stakor BD Biosciences, Franklin | WB 1:1000
Thyl (Thyl) 19 Lakes, NJ, USA, 553009
. - o BD Biosciences, Franklin | WB 1:1000
Anti-Flotilin (Flot) Monoklonalno, 1gG Mis Lakes, NJ, USA. 610821
Podjedinica beta toksina QELTSIO i;sher, Life
kolere (CTB) konjugirana Rekombinantni / d WB 1:50000
HRP-om Corporation,  Carlsbad,
CA, USA, C34780
Sekundarna Protutijela
Jackson Immunoresearch
Anti-misje protutijelo HRP- . Laboratories, West )
konjugirano Poliklonsko, 19gG Magarac Grove, PA, SAD, 715- WB 1:50000
035-150
Jackson Immunoresearch
Anti-ze¢je protutijelo HRP- . Laboratories, West )
konjugirano Poliklonsko, 1gG Magarac Grove, PA, SAD, 711- WB 1:50000
035-152
Jackson Immunoresearch
Anti-kozje protutijelo HRP- . Laboratories, West .
Konjugirano Poliklonsko, 1gG Magarac Grove, PA, SAD, 705- WB 1:50000
035-003
Jackson Immunoresearch
Anti-ov¢je protutijelo HRP- . Laboratories, West )
konjugirano Poliklonsko, 1gG Magarac Grove, PA, SAD, 713- WB 1:50000
035-147
Jackson Immunoresearch
Anti-stakorsko protutijelo . Laboratories, West )
HRP-Konjugirano Poliklonsko, 1gG Magarac Grove, PA, SAD, 712- WB 1:50000
005-150
Anti-migje protutijelo Jackson Immunoresearch
L . Laboratories, West .
konjugﬁr;;)(glggzoforom Poliklonalno, 1gG Magarac Grove, PA, SAD, 715- IF 1:500
585-151
Anti-zegje protutijelo Jackson Immunoresearch
L . Laboratories, West .
kon]ugfllr;?(;gjgéoforom Poliklonalno, 1gG Magarac Grove, PA, SAD, 711- IF 1:500
605-152
Anti-kozje protutijelo \Il_a:bk;g: Olrrinegwunores%z:/recsr:
konjugfllr;giiflgz;oforom Poliklonalno, IgG Magarac Grove, PA, SAD, 705- IF 1:500
585-003
Anti-ovéje protutijelo Jackson Immunoresearch
konjugirano fluoroforom Poliklonalno, 1gG Magarac Laboratories, West IF 1:500

Alexa 594

Grove, PA, SAD, 713-
545-003
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4.2.1 Neuroanatomska disekcija

Zivotinje odgovarajuée dobi, prilikom pripreme za kardiopulmonalnu perfuziju,
uspavane su intraperitonelnom administracijom tribromoetanola (Avertin, Sigma) (0,5
g/kg) ili inhaliranjem 2% izoflurana (Vetpharma Animal Health, S.L., Spanjolska). Nakon
uspavljivanja, uslijedilo je Zrtvovanje cervikalnom dislokacijom. Postupci neuroanatomske
disekcije provedeni su na ledu, te su za daljnje analize izdvojene sljedeée regije: mozdana
kora (engl., cortex, Cx), hipokampus (engl., hippocampus, Hip), mali mozak (engl.,
cerebellum, Cb) te mozdano deblo s talami¢kim i hipotalami¢km strukturama. TKivni
uzorci potom su smrznuti u teku¢em dusiku te su pohranjeni na -80 °C do koristenja. Za
kardiopulmonalnu perfuziju, zivotinje su uspavane i imobilizirane na podlozi. Kroz
krvozilni sustav pustena je otopina fosfatnog pufera sastava 137 nM NaCl, 2,7 mM KClI,
10 mM NaxHPO4, 1,8 KH2PO4 (engl., phosphate buffer saline, PBS) obogacéena s 4%
limunske kiseline nakon ¢ega je injektirana 4% puferirana otopina formaldehida. Mozak je
potom izvaden i proveden kroz otopine rastuc¢eg udjela saharoze kroz 3 dana (pocetna 10%,
konac¢na 30%). Ovako krioprotektirani mozgovi su na kratko uronjeni u pothladeni
izopentan (-80 °C) te su pospremljeni na -80 °C do rezanja na kriostatskom rezacu.
Specifi¢an materijal i koriSteni uredaji su navedeni u opisu pojedine metode.

4.2.2 Analiza sinaptickog proteoma metodom spektrometrije masa spregnute
nano-tekuc¢inskom kromatografijom

4.2.2.1 lzdvajanje membranskih frakcija obogacéenih sinapti¢kim spojevima

U svrhu ciljane analize izrazaja odabranih proteina, prvo je provedena globalna
analiza sinaptickog proteoma u mozgu misjeg modela TRL2KO u usporedbi s kontrolnim
misevima divljeg tipa. Priprema uzoraka za spektrometriju masa zahtijeva pracenje strogog
protokola kako bi se osigurala izolacija ciste frakcije proteina, u ovom slucaju frakcije
obogacene sinaptiCkim spojevima koja se podvrgava analizi. Ukupno 8 zivotinja je
podvrgnuto kardiopulmonarnoj perfuziji. Nakon perfuzije i neuroanatomske disekcije,
izdvojeni uzorci mozdane kore, hipokampusa i malog mozga (4 kontrolna i 4 TLR2KO
misa za svaku izoliranu regiju) zaledeni su u teku¢em dusiku i pospremljeni su na -80 °C.
Daljnja obrada uzoraka provedena je na Leibniz-Institutu za neurobiologiju (LIN),

Magdeburg, Njemacka, pod vodstvom prof. dr. sc. Karl-Heinz Smalla, a spektrometrija
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masa pod vodstvom prof. dr. sc. Thilo Kahne na Institutu za eksperimentalnu internu

medicinu, Medicinskog fakulteta, Sveucilista Otto von Guericke, Magdeburg, Njemacka.

Svi koraci analize odvijali su se na ledu. Za potrebe izolacije priredeni su pufer A
sastava 0,32 M saharoza, 5 mM HEPES i koktel inhibitora proteaza (Complete™ koktel
inhibitora proteaza, Roche, Basel, Svicarska), pufer B sastava 1 mM Tris/HC1 pH 8,1, 2M

otopina saharoze. Frakcije obogacene sinaptickim spojevima se izdvajaju iz izoliranih

mozdanih regija sljede¢im postupkom:

1.
2.

Tkivu je dodan pufer A u omjeru 10 uL po mg tkiva.

Pri 900 rpm tkivo se sa 12 potisaka homogeniziralo u staklenom Potter-Elvehjem
homogenizatoru s teflonskim tuc¢kom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)
pri¢vr§¢enim na sucelju za homogenizaciju (Braun Biotech Homogenisator Potter
S, Melsung, Njemacka).

Homogenat je potom centrifugiran (5430 R, Eppendorf, Hamburg, Njemacka) pri
1000 g, 10 minuta na 4 °C. Citosolni proteini i membranske strukture prisutni u
tekucoj fazi (engl., supernatant, S1) izdvojeni su, dok se talog nuklearne frakcije
(engl., pellet, P1) podvrgnuo jos jednom krugu homogenizacije radi povecanja
prinosa.

S1 centrifugiran je (5430 R, Eppendorf, Hamburg, Njemacka) pri 12000 g 20 minuta
na 4 °C, a P2 (cca 100 pL) koji sadrzi membranske strukture odvoji se dok se S2
podvrgnuo jos jednom krugu centrifugiranja.

Talog P2 otopio se u 5 puta ve¢em volumenu pufera B (cca 500 uL), homogenizirao
te inkubirao 30 minuta na 4 °C na rotiraju¢oj mjesalici. U ovakvim uvjetima
hipoosmotski Sok oslobodio je sinapticke Spojeve iz sinaptosomalnih mjehurica.

U polipropilenske epruvete volumena 5 mL prireden je diskontinuirani gradijent
saharoze. Otopina 2M saharoze razrijedena je na otopine koncentracije 1,2 M i 1 M.
Gradijent je izgraden nadsvodivanjem 1 mL 1,2 M otopine saharoze s 3 mL 1M
otopinom saharoze na koji je dodano 500 uL uzoraka. Epruvete su tarirane, stavljene
u pothladeni rotor (MLS-50 Swinging bucket, Beckman Coulter, Pasadena, CA,
SAD) i centrifugirane u ultracentrifugi (centrifuge: Optima MAX-XP i Optima
TLX, Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD ) na 85000 g 2 sata pri 4 °C.

Rezultat centrifugiranja bio je frakcioniran membranski sustav. Na granici uzorak/1

M saharoza izdvojila se smjesa laganih membrana obogaéena mijelinskim
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ovojnicama, granicu izmedu 1 M/1,2 M saharoze ¢inila je frakcija obogacena
sinaptickim spojevima dok je na dnu bila frakcija bogata mitohondrijima, zaostalim
jezgrama 1 teZzim stani¢nim materijalom.

8. Frakcije su skupljene od gore prema dnu pazljivo kako ne bi doSlo do narusavanja
granica izmedu pojedinih slojeva.

9. Sakupljene frakcije obogacene sinaptickim spojevima razrijedile su se puferom B
do konacnog volumena 2 mL kako bi se smanjila koncentracija saharoze i olaksalo
talozenje. Uzorci su postavljeni u rotor (TLA-55, Fixed-angle rotor, Beckman
Coulter, Pasadena, CA, SAD) i centrifugirani (centrifuga: Optima MAX-XP,
Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD ) pri maksimalnoj brzini 185000 g 1 sat na
4°C.

10. Odvojeni P3 pospremljen je na -80 °C do nastavka obrade. Obzirom na fizikalno-
kemijsku prirodu sinapti¢kih spojeva, talog P3 je frakcija obogacena sinaptickim
proteinima; uz vecinski sadrzaj sinapti¢kih struktura u talogu se nalaze i tragovi
ostalih membranskih sustava sli¢nih karakteristika. Ovaj naCin razdvajanja
sinaptickih membrana prihvac¢ena je metoda te je potvrdena bioinformatickim
tehnikama i tehnikama imuno-oznacavanja (Western blot) kao dodatna metoda za

potvrdu prisutnosti sinapti¢kih proteina.

4.2.2.2 Proteoliticka razgradnja sinapti¢kih proteina na gelu

Kako bi se sprijecila kontaminacija proteinima iz okoliSa, s radnih povrSina, materijala
i instrumenata radni prostor temeljito se obrisao otopinom metanola i vode. Proteini
membranske frakcije obogacene sinaptickim spojevima, prije proteolize, razdvojeni su na
poliakrilamidnom gelu (opisano pod 4.2.4.). Po zavrSetku razlu¢ivanja, gel je ispran u vodi
te podvrgnut bojanju s Coomassie Blue R250 (0,1 % Coomassie Blue R250, 10 % octena
kiselina 50 % metanol). Nakon 15 minuta inkubacije u boji, gel se ispirao od viska boje
kuhanjem ili 12 sati u vodi. Za ovaj korak pokusa priredeni su otapala i otopine: acetonitril
(ACN); 50 mM NHsHCO3, otopina za redukciju; 10 mM DTT u 50 mM NHsHCO3, otopina
za alkiliranje; 55 mM jodoacetamid u 50 mM NH4sHCOs3, otopina za odbojavanje; 50 mM
NHsHCOs u 50% ACN, otopina za talozenje; 1% trifluoroctena kiselina (TFA),
koncentrirana TFA te svjeze priredena otopina za tripti¢ku digestiju; 12,5 ng/mL tripsina u

25 mM NH4HCOs. Uzorci sinaptic¢kih proteina razluceni na gelu obradeni su serijom
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otopina za odbojavanje, redukciju i alkiliranje te proteolitickom digestijom na sljedeci

nadin:

1.

Pojedini uzorak izrezan je iz gela te je usitnjen pomocu skalpela na komadice
dimenzija ~ 1 mm?. Na njih je potom dodana otopina za odbojavanje. Uzorci su
odbojani na tresilici, tijekom 30 minuta na 37 °C, nakon ¢ega je otopina uklonjena.
Uzorci su potom tretirani otopinom za redukciju; 1 sat, 37 °C na tresilici, a nakon
pranja otopinom za alkiliranje, 1 sat u mraku. Alkiliranje se zaustavilo dodavanjem
DTT-a, a zaostala otopina se uklonila pranjem u otopini za odbojavanje 15 minuta
na tresilici.

Gel se potom dehidrirao u ¢istom ACN-u 15 minuta na sobnoj temperaturi. ACN se
pazljivo odvojio i dehidrirani gel je ostavljen na susenje na zraku.

Na osusene komadiée gela dodana je otopina za digestiju, a s obzirom da se gel
rehidrira u otopini bilo je potrebno osigurati da su komadi¢i gela tijekom cijelog
postupka potpuno uronjeni u otopini. Uzorci su potom inkubirani na 30 °C preko
noci.

Otopina za digestiju s triptickim peptidima odvojila se od gela. Na gel je potom
dodana otopina za talozenje i inkubirana je 5 minuta na 37 °C. Otopine su se potom
zdruzile i zakiselile otopinom TFA do kona¢nog volumnog udjela 1% te liofilizirale.

Liofilizati proteina su tada spremni za analizu spektrometrijom masa.

4.2.2.3 Analiza triptickih peptida spektrometrijom masa spregnutom nano-
tekué¢inskom kromatografijom (nanoL.C-MS)

Uzorci peptida analizirani su na masenom spektrometru (Synapt G2-S HDMS, Waters

Corporation, Milford, MA, USA) spregnutim tekuc¢inskom kromatografijom najvise

razlucivosti primjenom UPLC (engl., ultra-performance liquid chromatography) sustava
(nanoAcquity UPLC system, Waters Corporation, Milford, MA, USA). Za UPLC sustav

koristene su: mobilna faza - vodena otopina sastava 0,1% (v/v) mravlja kiselina, FA (engl.,

formic acid), 3% (v/v) dimetil-sulfoksid, DMSO (engl., dimethyl sulfoxide); stacionarna
faza — 0,1% (v/v) FA, 3% (v/v) DMSO u ACN-u.

1.

Tripticki peptidi (~200 ng) injektirani su u direkthom modalitetu na HSS-T3 C18
kolonu (1,8 um, 75 um x 250 mm kolona za kromatografiju obrnutih faza, Waters

Corporation, Milford, MA, USA). Peptidi su razluéeni koristenjem gradijenta od
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5% do 40% (v/v) mobilne faze u trajanju od 90 minuta. Protok je iznosio 300 nL po
minuti.

2. Eluirani peptidi su analizirani u pozitivnom modalitetu pomoc¢u spektrometrije masa
elektrorasprsenjem, ESI-MS, i pomocu separatora ionske mobilnosti, IMS (engl.,
ion-mobility separation).

3. Neovisno prikupljanje podataka, DIA (engl., data-independant aqusition) izvr§eno

je u UDMSE (engl., ultra-definition mobility separation) modalitetu.

4.2.2.4 Obrada podataka i kvalitativna analiza

Podaci dobiveni analizom peptida obradeni su pomocu programa PEAKS (164—
166). Kvantifikacija peptida bila je bez koristenja biljega (,,label-free quantification®).
Peptidi eluirani u vremenu od 0-130 min su bili predmet analize zna¢ajnosti. Ionizacijsko
stanje je bilo postavljeno u rasponu od 1-10. Uzorci su normalizirani na ukupnu koli¢inu
iona ocitanih u uzorku (engl., total ion count, TIC). Grani¢ne vrijednosti znacajnosti
odredene su uporabom analize varijance ANOVA, a postavljene su za znacajnosti na >15
te za red veli¢ine promjene (engl., fold change) >1,5. Program je uzimao u obzir moguce
posttranslacijske modifikacije proteina nastale ionizacijom. Grani¢ne vrijednosti za
toleranciju u pomaku mase su postavljene na 20 ppm, a za retencijsko vrijeme na koloni 10

min. Vjerojatnost lazno pozitivnih rezultata postavljena je na 1%.

4.2.3 Analiza genskog izrazaja odabranih proteina

Koli¢ina glasnicke RNA (engl., messenger RNA, mRNA) odredena je kao
komplementarna metoda proteomskim analizama. Za izolaciju ukupne RNA koristeno je
tkivo 10 Zivotinja, 5 kontrolnih i 5 TLR2KO miseva. lzolacija je obavljena prema uputama
proizvodaca koriStenjem komercijalno dostupnog paketa reagencija za izolaciju RNA
(GeneJET RNA Purification Kit, Thermo Fisher, Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA, USA). Nakon izolacije, mRNA je podvrgnuta tretmanu DNAzom i prepisana je u
komplementarnu DNA (engl., copy/complementary DNA, cDNA). Ovako pripremljena
cDNA podvrgnuta je kvantitativnoj analizi mMRNA pomoc¢u kvantitativnog PCR-a u

stvarnom vremenu (engl., quantitative real-time PCR, gRT-PCR).

4.2.3.1 lzolacija mRNA iz tkiva

Koriste¢i komercijalno dostupan paket GeneJET RNA je izolirana u sterilnom prostoru

sljede¢im koracima:
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Prethodno izvagano tkivo homogenizirano je s 30 potisaka u puferu za lizu stanica
obogac¢enom antioksidansom (engl., dithiothreitol, DTT).

Na homogenat je dodana otopina proteinaze K, potom je smjesa snazno promije$ana
i inkubirana 10 minuta na sobnoj temperaturi.

Otopina je centrifugirana na 12000 g. Dobiveni supernatant je prebaen u novu
epruvetu te je na njega dodan odgovarajuci volumen apsolutnog etanola.

700 pL otopine podvrgnuto je izolaciji temeljenoj na afinitetnoj kromatografiji na
koloni. Otopina lizata adsorbira se na kolonu te se centrifugiranjem ukloni pocetna
otopina, a vezani sadrzaj na koloni se centrifugiranjem (1 minuta) ispire s 1
alikvotom pufera za ispiranje 1 i dva alikvota pufera za ispiranje 2.

Proc¢is¢ena RNA ispere se s kolone u 100 uL sterilne vode bez nukleaze. Za
povecanje prinosa, kolona se moZze joS§ jednom oprati sa 50 uL proc¢iS¢ene vode.
Integritet izolirane RNA odreden je pomoc¢u RIN broja, a Cisto¢a i koncentracija

provjerene su pomocu spektrofotometra.

4.2.3.2 Priprema cDNA

Procis¢ena mRNA podvrgnuta je tretmanu DNazom | (DNase | Amplification grade,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) i prepisivanju u komplementarnu cDNA pomocéu

komercijalno dostupnog paketa za reverzno prepisivanje (High-Capacity RNA-to-cDNA

KIT, Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Prema uputama proizvodaca pripremljene

su radne otopine enzima, DNaza | i reverzne transkriptaze.

1.

N

Napravljena je reakcijska smjesa sastava 1 ng RNA, 1 puta puferska smjesa za
optimalnu aktivnost i 1 U DNaze | u 10 mL.

Reakcija se inkubira 15 minuta na sobnoj temperaturi i zaustavi se dodatkom Stop
otopine (EDTA aktivni sastojak).

DNaza | se denaturirala zagrijavanjem smjese na 70 °C 10 minuta te se potom
ohladila na ledu.

Za reverznu transkripciju, u epruveti je zamijeSana smjesa sastava 1 puta pufer za
reverznu transkripciju, 9 uL DNazom tretirane RNA i 1 uL reverzne transkriptaze.
Reakcija se odvijala pri 37 °C 60 minuta te je zaustavljena tretmanom na 95 °C 5
minuta.

Uzorci su ohladeni na ledu 1 izmjerena je koncentracija DNA na spektrofotometru.
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4.2.3.3 Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu

cDNA odabranih gena umnozena je uporabom nizvodne (engl., forward) i uzvodne

(engl., reverse) pocetnice odabranih gena pomocu seta kemikalija za detekciju dvostruke
uzvojnice DNA (SYBR Green PCR Master Mix, Applied Biosystems, Waltham, MA,
USA) na uredaju (ABI PRISM™ 7000 Sequence Detection Systems, Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA). U svakom reakcijskom ciklusu umnaza se cDNA gena od interesa i
daje dvolancani fragment DNA za koji se veze fluorescentna boja SYBER Green 1.
Intenzitet fluorescencije proporcionalan je koli¢ini pocetne koli¢ine ¢cDNA gena od
interesa. Kvantitativno je odredena relativna razina mRNA sljedec¢ih gena: Np55/65, Np65,
4 izooblika kataliticke podjedinice PMCA, 4 izooblika kataliticke alpha podjedinice NKA
I 3 izooblika pomo¢ne beta podjedinice NKA. Kao unutarnja kontrola koristen je genski
produkt aktina. Pocetnice su dizajnirane ru¢no u nasem laboratoriju te su im svojstva
provjerena pomoc¢u javno dostupnog programa (PrimerBlast, NCBI, Bethesda, MD, SAD).
Pocetnice su narucene od dobavljaca (Invitrogen, Carlsbad,CA, SAD), a popis pocetnica
koriStenih u istrazivanju naveden je u Tablici 4.2.1. Specifi¢nost pojedinih pocetnica je
povjerena klasi¢cnom PCR metodom.

Reakcijske smjese u duplikatima priredene sU na plo¢icama s 96 jazica do kona¢nog
volumena 25 pL dodavanjem sljedecih otopina:

1. 12,5 uL SYBER Mix,

2. 1 uL 5 umolL? odgovarajuéih pocetnica,

3. 2uL 1 ngcDNA,

4. 9,5 uL vode.

Uvjeti umnaZanja su definirani na sljede¢i nacin: 1 ciklus na 95°C u trajanju od 10
minuta kojemu slijedi 40 ciklusa na 95°C u trajanju od 15 sekundi i 60°C u trajanju od 60
sekundi. Posljednjim ciklusom odredena je specificnost umnozenih produkata. Linearnim
porastom temperature od 60 °C do 95 °C odredena je temperatura mekSanja umnoZzene

DNA §to omogucuje izdvajanje uzoraka s umnozenim nespecificnim produktima reakcije.

Tablica 4.2.1. Popis gena i po&etnica za transkriptomsku analizu. pb — duljina produkta u parovima baza

Gen 3 -5 5'—3 pb
Nptn TCTCGCTCTTGCTGGTCTCT TGGTGACAATTCTTGGTTCG 113
Atplal TTGAAGAGACAGCCCTTGCT GAGGGGATACATCCTAAGGGC 74
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Atpla2 AGTCCATCGCATACACCCTG GGAAGGGGGATGTTGGCAAT 82
Atpla3 TCGGCTTGTTTGAGGAGACG GAGAGGGTACATGCGAAGGG 83
Atplbl TTAAGAGCTGATCACAAGCACA | ACTTATTAAATGGCTAGTGGGAAAG | 20
Atplb2 TCAGCCTTTGGTGGCTGTAA TGCGGCATTCAACATTCACC 68
Atplb3 CATTCACAATGTGGGCCATGC TCTGGTCTCGATATTTCGGAACTT 63
Atp2b2 GCTGAACTTGGTCACACAGTC AGTGGAGCCCATGTCTTGC 50
Atp2b4 CAAGCTTCGGGTACTGGCAC TTTCACCAATGTGTGCTTGTCTG 55

Actb CATTGCTGACAGGATGCAGAA GCTGATCCACATCTG CTGGA 53

4.2.3.4 Obrada podataka

Ocitane fluorescencije za pojedine gene koriStene su za odredivanje relativne

koli¢ine mRNA u uzorku metodom 24€t, Kritiéni broj ciklusa, vrijednost Ct, je odreden
kao arbitrarni prag na sredini linearnog dijela krivulje umnazanja. Za uzorke s Ct
vrijednostima >40 smatra se da su ispod razine detekcije i nisu koristeni u analizi.
Vrijednost ACt odredena je kao razlika srednje vrijednosti tehnic¢kih replika Ct gena od
interesa 1 Ct unutarnje kontrole, aktina. Nadalje, vrijednost AACt odredena je kao
razlika ACt vrijednosti gena od interesa i kalibratora. Kalibrator je odreden arbitrarno, te je
koriStena srednja vrijednost Ct bioloskih replika unutarnje kontrole. UvrStavanjem u
formulu 24¢t dobivene su vrijednosti relativne koli¢ine mRNA za pojedini gen u odnosu
na mRNA aktina kao endogene kontrole. Za statisticku obradu podataka koriStene su
logaritamske vrijednosti AACt. Relativni izrazaj mRNA prikazuje se u arbitrarnim

jedinicama dakle kao srednja normalizirana kalibrirana vrijednost + standardna pogreska.

4.2.4 Analiza prisutnosti odabranih proteina metodom Western blot

Nakon analize sinapti¢kog proteoma, pomocu Western blot metode pracena je
promjena u ekspresiji obje inacice proteina neuroplastina, Na*/K* ATPaze, Cetiri inadice
plazma membranske Ca?* ATPaze i TRAF6 u pojedinim regijama mozga. Ovom metodom

analizirano je tkivo izolirano iz 10 zivotinja, 5 kontrolnih i 5 uzoraka TLR2KO.

4.2.4.1 Obrada tkiva i kvantitativna analiza ukupnih proteina

Predradnje potrebne za izvodenje metode ukljucivale su homogenizaciju tkiva i

kvantitativno odredivanje koncentracije proteina te su izvodene prema sljede¢em koracima:

1. Tkivo je odmrznuto na ledu te je pripremljen 10%-tni vodeni homogenat za daljnje

postupke i analizu enzimske aktivnosti.
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2.

U pothladenom staklenom Potter-Elvehjem homogenizatoru s teflonskim tuc¢kom
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) tkivo je homogenizirano u vodi uz dodatak
inhibitora proteaza (Complete™ koktel inhibitora proteaza, Roche, Basel,
Svicarska).

Zatim, u odvojenu epruvetu priredeno je razrjedenje vodenog homogenata (5x) za

analizu koncentracije ukupnih proteina na mikrotitarskim plo¢icama.

Pripremljeni homogenat podvrgnut je kvantitativnoj analizi ukupnih proteina na

mikrotitarskim plo¢icama. Pomocu oc€itane apsorbancije na uredaju (GloMax® Discover,

Promega, Madison, WI, SAD) 1 priredenog baZzdarnog pravca odredene su koncentracije

ukupnih proteina u pojedinim uzorcima

1.

Kvantitativna analiza provedena je prema uputama proizvodaca uporabom
komercijalno dostupnog paketa za kvantitativnu analizu proteina u uzorku (Pierce™
BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, Rockford, IL, SAD).

Nacinjeno je serijsko razrjedenje 2 mg/mL govedeg serumskog albumina (engl.,
bovine serum albumin, BSA) u rasponu od 25 png/mL do 1 mg/mL koje je koriSteno
za izradu bazdarnog pravca.

Svjeze je pripremljen radni reagens; smjesa otopina A i B (50:1) prema uputi
proizvodaca.

U jazice mikrotitaraske plocice dodano je 25 uL uzoraka u triplikatima na koje je
potom dodano 200 pL radnog reagensa.

Sadrzaj je zatim snazno promijeSan na plocici 30 sekundi i1 inkubiran 30 minuta na
37 °C do razvijanja boje. Prije stavljanja u uredaj sadrZaj ploCice je ohladen na
sobnu temperaturu.

Apsorbancija je oCitana pri 560 nm.

Vrijednosti apsorbancije (A) koristene su kao y varijabla u jednadzbi Lambert-
Beerova zakona za izraCunavanje varijable x, ukupne koncentracije proteina (c). Za

nastavak analize koriSteno je 15 pg/mL proteina.

4.2.4.2 Razlufivanje proteina na gelu i prijenos na membranu

Sadrzaj proteina u uzorcima razlucen je pomocu elektroforeze na poliakrilamidnom

gelu u denaturiraju¢im uvjetima (engl., Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis, SDS PAGE) u kadici (Mini Gel Tank, Invitrogen™, Thermo Fisher

34



Scientific, Waltham, MA, SAD). Set za gelove TGX Stain-Free FastCast (BioRad,
Hercules, CA, SAD) koristen je za izradu gelova razli¢ite umrezenosti. Na 10% umrezenim
gelovima analizirani su proteini visokih molekulskih masa ( >100 kDa ), a na 12%
umrezenim gelovima razluceni su proteini srednjih molekulskih masa (35 kDa — 100 kDa).
Puferi su svjeze pripremljeni iz mati¢nih otopina: pufer za razdvajanje sastava 25 mM Tris,
192 mM glicin, 1% SDS i pufer za prijenos sastava 25 mM Tris, 192 mM glicin 20%
metanol. Za razlucivanje proteina lipidnih splavi i ne-splavi su koriSteni komercijalno
dostupni 4-12% Bis Tris gelovi (NUPAGE™ 4-12%, Bis-Tris, 1.0 mm, Mini Gel,
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) te puferi za razluCivanje
(NUPAGE™ MOPS SDS Running Buffer (20X), Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD) i prijenos (NUPAGE™ Transfer Buffer (20X), Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD)

1. Uzorci proteina su zamijeSani s 7,5 puL pufera za nanoSenje sastava 2:1, odnosno 2
dijela pufera za denaturaciju (NUPAGE™ LDS Sample Buffer (4x), Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD) i 1 dio reducirajuceg agensa (NuPAGE™ Sample
Reducing Agent (10X), Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD).

2. Uzorci su termicki obradeni na 95 °C 5 minuta te ohladeni na sobnu temperaturu.

3. Na prethodno izlivene gelove naneseni su uzorci masene koncentracije 15 ug/mL te
5 uL smjese oznacenih proteina poznate molekulske mase (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD).

4. Elektroforeza se odvijala u dvije etape; sabijanje —napon: 90 V; vrijeme: 15 minuta;
I razdvajanje — napon: 125 V; vrijeme: 90 minuta. Za Bis-Tris gelove uvjeti
razlu¢ivanja su - napon: 120 V; vrijeme: 90 minuta.

5. Po zavrSetku, gelovi su kratko isprani u vodi 1 podvrgnuti su aktivaciji (uredaj
ChemiDoc MP Imaging System, BioRad, Hercules, CA, SAD). Aktivacijom sa UV
zracenjem, trihalogeni spojevi u gelu modificiraju triptofanske ostatke proteina §to

olaksava kvantifikaciju.

Razluceni proteini na gelu elektroforetski 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). Prijenos proteina u polusuhim uvjetima (Mini Blot
Module i kadica Mini Gel Tank, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
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SAD) odvijao se pri naponu 30 V, za Bis Tris gelove 20V, u trajanju od 1 sata. Membrana
je nakon prijenosa kratko oprana u vodi te ponovno snimljena pod UV zra¢enjem. Digitalni
snimak membrane s ukupnim prenesenim proteinima koriSten je za normalizaciju
kemiluminiscentnog signala. Ovaj korak omogucuje izostavljanje ozna¢avanja proteina

unutarnje kontrole.

4.2.4.3 Imunodetekcija proteina na membrani

Za imunodetekciju proteina na membrani priredene su svjeze otopine pufera PBS s
1% deterdzenta (Tween 20, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) (PBST), otopine za

blokiranje sastava 5% obranog mlijeka u prahu u PBST-u.

1. Membrana je inkubirana u otopini za blokiranje sat vremena kako bi se
onemogucilo nespecifi¢no vezanje protutijela na membranu.

2. Primarna protutijela razrijedena Su u odgovarajuéim omjerima u otopini za
blokiranje. Membrane su potom inkubirane 18 sati na tresilici. Popis primarnih
protutijela naveden je u tablici 4.1.2.

3. Membrana je za obiljezavanje sekundarnim protutijelom isprana 3 puta po 10
minuta u puferu PBST. Ovaj korak ispire nespecificno vezana protutijela.

4. Sekundarna protutijela razrijedena su u puferu PBST i inkubirana s membranom
1 sat na sobnoj temperaturi.

5. Prije detekcije membrana je oprana od viSka sekundarnih protutijela u puferu

PBST, 3 puta po 10 minuta.

Obiljezeni proteini detektirani SU pomocu komercijalno dostupnih reagencija visoke
osjetljivosti za izazivanje kemiluminiscencije (SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Komponenta A i B
pomijesaju se u jednakom omjeru (1:1) te se sa smjesom ravnomjerno zalije membrana.
Intenzitet kemiluminiscentnog signala ocita se na uredaju za detekciju kemiluminiscencije
(ChemiDoc MP Imaging System, BioRad, Hercules, CA, SAD).

4.2.4.4 Kvantitativna analiza intenziteta signala kemiluminiscencije

Kako bi se odredio red veli¢ine promjene u intenzitetu signala kemiluminiscencije
koriSten je javno dostupan racunalni program ImagelLab 6.1 (Bio-Rad Laboratories, Inc.)

kompatibilan sa sustavom za detekciju ChemiDoc. Digitalni snimci ukupnih proteina na

36



membrani i kemiluminiscencije pojedinih proteina koristeni su za kvantitativnu analizu i

dobivene vrijednosti su obradene statistickim metodama.

1. Snimak ukupnih proteina te pojedinacno analiziranih proteina od interesa unesen
je u rac¢unalni program ImageLab 6.1 u digitalnom obliku naredbom Alatna traka
izbornika > File > Open > Odabir slike.

2. Nakon wunosa, snimak ukupnih proteina 1 pripadaju¢e detektirane
kemiluminiscencije objedinjuje se na sljede¢i na¢in: Alatna traka izbornika > File
> Create Multi Channel Image. U novom prozoru pojavljuje se objedinjena slika
spremna za analizu.

3. Pomocu naredbe Lane and Bands oznace se pojedine jazice s ukupnim proteinima
i sukladno tome kemiluminiscentni signal. Naredbom Detect Bands, unutar
oznacenih jazica, automatski se detektiraju pojedine proteinske vrpce, ili signal,
koji program Kkoristi za ekstrapolaciju podataka o volumenu signala. Ukoliko
program ne prepoznaje odredene proteinske vrpce ili vrlo slabe signale, pomocu
funkcije Add band oni se ru¢no mogu odabrati.

4. Naredbom Analysis table dobije se vrijednosti volumena intenziteta signala koji se

dalje koriste za statisticku obradu.

4.2.5 Analiza zastupljenosti odabranih proteina u rezovima tkiva metodom
imunofluorescentnog obiljezavanja

Nakon §to su utvrdene promjene ekspresije proteina u homogenatima pojedinih
mozdanih regija pristupilo se utvrdivanju promjena na razini tkiva. U tu svrhu smo
primijenili imunohistokemijsku metodu imunofluorescentnim obiljezavanjem (IF) uz
sekundarna protutijela konjugirana fluoroforom. Visoko specificna protutijela na
neuroplastin, ATPaze tipa P (NKA i PMCA1-4) posluzila su za definiranje tkivne

raspodjele proteina. Za ovu metodu koristeno je 6 zivotinja, 3 kontrolna i 3 TLR2KO misa.

4.2.5.1 Rezanje tkiva
Pojedini mozak mi$a odmrznut je i skalpelom podijeljen na dvije polutke. 6 polutki,

3 kontrolne i 3 TLR2KO polutke, uklopljene su u mediju za rezanje na Kriostatu
(TissueTech,) i zatim podvrgnute rezanju na kriostatu (Cryostat CM3050S, Leica,

Nussloch, Njemacka). 6 rezova debljine 25 um su pazljivo navuceni na stakla presvucena
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polilizinom, tako da je na svakom staklu bilo po 3 reza kontrolna i 3 reza TLR2KO misa.

Rezovi su potom kratko posuseni i pospremljeni na -20 °C.

4.2.5.2 ViSestruko obiljezavanje proteina na rezovima

Za viSestruko obiljeZzavanje proteina odredene su kombinacije protutijela
proizvedenih u razli¢itim organizmima. Zatim su odabrane kombinacije sekundarnih
protutijela s fluoroforima razli¢ite valne duljine pobudivanja. Opisani metodoloski pristup
omogucuje utvrdivanje kolokalizacije proteina koji ostvaruju medudjelovanja, primjerice
neuroplastina i PMCA kao funkcionalnog para unutar membrane. Pokus se odvijao u
vlaznoj komorici s poklopcem za imunohistokemijsko bojenje kako bi se sprijecilo
isparavanje radnih otopina s uzoraka. Pripremljene su sljedec¢e otopine: pufer PBS; citratni
pufer sastava 8 mM natrijev citrat i 1,8 mM limunska kiselina, pH 6; otopina za blokiranje
sastava 10% konjski serum u puferu PBS; otopina primarnih protutijela sastava protutijelo
u odgovaraju¢em razrjedenju u 10% konjski serum obogac¢enom s 0,1% deterdzenta
(Triton™ X-100, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD); otopina sekundarnih protutijela u
odgovaraju¢em razrjedenju u 5% konjski serum u puferu PBS obogac¢enom s 0,1%

deterdzenta Triton X-100. Protokol obiljezavanja se sastojao od sljedecih koraka:

1. Rezovi su rehidrirani inkubacijom u puferu PBS 2 puta po 10 minuta.

2. Povratak antigena obavljen je kuhanjem na 80 °C 30 minuta u citratnom
puferu. Rezovi su zatim ostavljeni da se ohlade na sobnoj temperaturi.

3. Citratni pufer je ispran u puferu PBS 3 puta po 10 minuta na orbitalnoj
mijesalici.

4. TKkivni rezovi su potom zaokruzeni vodonepropusnim markerom (PAP Pen,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) da se sprijeci curenje radnih otopina.

5. Otopina za blokiranje nakapana je na rezove i inkubirana na sobnoj
temperaturi 1 sat u zatvorenoj komorici.

6. Potom je uklonjena otopina za blokiranje i nakapana je otopina primarnih
protutijela. Komorica je zatvorena i pospremljena na 4 °C. Inkubacija traje
18 sati.

7. Sljedeci dan visak primarnih protutijela ispran je u puferu PBS 3 puta po 10

minuta.
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8. U komorici zasticenoj od svjetlosti rezovi su prekriveni otopinama
sekundarnih protutijela te su pohranjeni na tamno mjesto 2 sata.

9. Sljedeti koraci su se odvijali u uvjetima minimalne osvijetljenosti kako bi se
smanjila moguénost izbjeljivanja fluorofora.

10. Visak sekundarnih protutijela ispran je puferom PBS, 3 puta po 10 minuta.

11. Jezgre stanica su zatim obiljezene fluorescentnom DNA bojom 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, razrjedenje 1:1000 u puferu PBS).

12. Visak boje je ispran 3 puta po 10 minuta u puferu PBS.

13. Zatim su rezovi uklopljeni s otopinom za uklapanje (MOWIOL® 4-88
Reagent, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), njezno poklopljeni
pokrovnim stakalcem i ostavljeni da se osuse na zraku preko no¢i nakon cega
su pospremljeni na 4 °C do snimanja na konfokalnom mikroskopu

(Olympus).

4.25.3 Konfokalna mikroskopija i analiza slika

Obojeni rezovi analizirani su na konfokalnom mikroskopu Olympus FVV3000. Na istom
staklu su se nalazili rezovi TLR2KO i kontrolnih uzoraka te se svako staklo smatralo
neovisnim pokusom. Za pojedino protutijelo koristena su 3 stakla, odnosno 3 neovisna
pokusa. Za analizu je snimljeno po sedam slika malog mozga svake zivotinje pri povecanju
20x i dimenzija 1024x1024 piksela, a za pojedina podrucja hipokampusa po dvije slike pri
istom povecanju i dimenzija. KoriSteni su laseri odredene valne duljine pobude za pojedine
fluorofore (405, 488, 594 1 647). Jacina lasera odredena je prema najintenzivnijem signalu
fluorofora na rezovima, odnosno dok se nije pojavilo zasi¢enje signalom (405 — 0,5%; 488
— 1%; 594 — 1,5%; 647 — 1%). Nakon snimanja slike su analizirane pomoc¢u programa
ImageJ za obradu digitalnih snimaka i fotografija (NIH, Bethesda, MD, SAD). Slike su

analizirane na sljedec¢i nacin:

1. Pri otvaranju slike zadana je automatska naredba Split Channels.

2. Na pojedinim kanalima iscrtana je regija za analizu naredbom Freehand Selection,
a naredbom Add kopirana je i translocirana na ostale kanale.

3. Na slikama je postavljena grani¢na vrijednost za mjerenje integrirane gustoce

signala naredbom Image/Adjust/Threshold modalitet Otzu.
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4. Naredbom Analyze/Analyze particle dobiven je niz informacija od kojih je za
analizu koriStena srednja Mean vrijednost §to odgovara RawIntDen/Area of Pixels
kao prosjecna vrijednost zbroja vrijednosti piksela u odabranom podrucju po
1zmjerenoj povrsini u pikselima.

5. Signal je normaliziran na broj jezgara u mjerenom podrucju.

4.2.6 Izolacija gangliozida iz mozdanog tkiva

Kvalitativna analiza sastava gangliozida u uzorcima mozdanog tkiva TLR2KO
misSeva u usporedbi s kontrolnim uzorcima provedena je metodom po Svennerholmu (167).
Ova metoda se izvodi serijskim dodavanjem smjesa otapala u razli¢itim omjerima te se
postupcima ekstrakcije, reekstrakcije, fazne particije i gel-filtracijske kromatografije na
koloni dobiju Cisti gangliozidi koji se razlu¢e metodom tankoslojne kromatografije na
silika-gelu visoke razluéivosti (engl., high-performance thin-layer chromatography,
HPTLC). Izolacija gangliozida izvr§ena je na uzorcima mozdanih regija 12 zivotinja, 6
TLR2KO 1 6 kontrolnih uzoraka. Za potrebe metode koriSteni su metanol, kloroform 1
redestilirana voda i smjese C:M:W (engl., chloroform, C; methanol, M, water, W) i smjesa
C:M:W=60:30:4,5. (168)

4.2.6.1 lzolacija gangliozida

Tkivni uzorci mase ~ 100 mg ( ~ 100 mg uzorka malog mozga - tkivo 2 zivotinje; ~

100 mg uzorka hipokampusa - tkivo 3 zivotinje) podvrgnuti su sljedec¢im postupcima:

1. Tkivo se homogeniziralo na ledu s 15 potisaka u staklenom Potter-Elvehjem
homogenizatoru s teflonskim tu¢kom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD) u
odgovaraju¢em volumenu W kako bi se dobio 10% vodeni homogenat.

2. Vodenom homogenatu (W) dodani su odgovarajuc¢i volumeni M, smjesa je snazno
promijesana te ostavljena na sobnoj temperaturi, a potom je dodan odgovarajuci
volumen C kako bi se dobila otopina C:M:W=1:2:0,75. Kako bi taloZenje proteina
bilo $to uspjesnije, smjesa je snazno mijesana tijekom dana te je ostavljena preko
noc¢i na sobnoj temperaturi.

3. Smijese su se potom centrifugirale na 3000 g 15 minuta pri 4 °C.

4. Bistri supernatant je izdvojen dok je talog podvrgnut procesu reekstrakcije;
reekstrakcija se izvodila kao u koraku 1., uz koristenje dvostruko manjih volumena

otapala.
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5. Za faznu particiju zdruZzenim supernatantima za svakih 6 mL C:M=1:2 dodanih
tijekom ekstrakcije i reekstrakcije dodano je po 2 mL W i 2,5 mL M. Sadrzaj je
lagano promijesan i ostavljen preko no¢i na sobnoj temperaturi.

6. Gornja faza bistrog supernatanta se izdvojila dok se na ostatku (proteinski prsten i
donja faza) izvrsila reparticija dodavanjem smjese otapala C:M:W=1:1:0,7 za svaki
6 mL C:M dodanih tijekom ekstrakcije i reekstrakcije.

7. ZdruzZeni supernatanti dobiveni particijom i reparticijom Su se uparili do suha pri 37
°C u struji zraka.

8. Za gel-filtraciju na koloni, uparci su otopljeni u 150 uL C:M:W=60:30:4,5 te se
dodani na kolonu ispunjenu stacionarnom fazom (Sephadex G25, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, SAD) i filtrirani s 7.5 mL C:M:W=60:30:4,5. Filtrat se potom upario

do suha na 37 °C u struji zraka.

Dobiveni uparci Cistih gangliozida su pospremljeni na -20 °C do kromatografskog

razluCivanja.

4.2.6.2 Analiza sastava gangliozida metodom tankoslojne kromatografije visoke
razludivosti

Gangliozidi su razlu¢eni metodom HPTLC. Na HPTLC ploc¢icu (Merck, Darmstadt,
Njemacka) naneseni su uzorci koji odgovaraju 10 mg tkiva te standard gangliozida
Cronassial (Fidia Research Laboratories, Abano Terme, lItalija). Gangliozidne vrste
razluéene su u sustavu otapala C:M:W (w/v) 0,2% CaCl>=(50:40:10). Nakon susenja,
pristupilo se imuno-obiljezavanju gangliozida i vizualizaciji.

4.2.6.3 Kvantitativna karakterizacija gangliozida metodom imunokemijskog

obiljezavanja
Za potrebe imunodetekcije, plocica je impregnirana, a potom su razluceni gangliozidi

tretirani enzimom sijalidaza kako bi se sve gangliozidne vrste svele na GM1 okosnicu.
Nastali Secerni ostatci GM1 su obiljezeni f podjedinicom toksina kolere konjugiranom
hrenovom peroksidazom. IzvrSena je vizualizacija koriStenjem diaminobenzidinskog
(DAB) reagensa. Za potrebe imunodetekcije su priredene sljedece otopine: 5% (w/v)
poli(izobutil meta-akrilat) (Plexigum 28, PIBMA) u kloroformu, 0,3% (v/v) PIBMA u n-
heksanu, otopina sijalidaze u PBS-u, 30 mU/mL, 1% BSA u PBS-u obogaé¢enim 0,1%
Tween 20 (PBST).
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1. Plocica je impregnirana uranjanjem u 0,3% PIBMA u n-heksan kroz 90 sekundi.

2. Nakon susenja, razlu¢eni gangliozidi na plo€ici tretirani su sijalidazom 3h uz lagano
mijeSanje

Visak sijalidaze ispran je dva puta u puferu PBST.

Plocica je uronjena u 1% BSA u PBST-u kako bi se sprijecilo nespecifi¢no vezanje.
Potom je ploc€ica inkubirana u otopini CTB-a 1 h pri sobnoj temperaturi.

Visak CTB ispran je 5 puta puferom PBST po 1 minutu.

N o o b~ w

Gangliozidne frakcije su vizualizirane tretmanom SigmaFast otopinom
pripremljenom prema uputama proizvodaca.

8. Nakon razvijanja boje, plo¢ica je isprana destiliranom vodom, osuSena te skenirana.

Vizualizirane frakcije gangliozida kvantificirane su koristenjem javno dostupnog programa
ImageJ za obradu digitalnih slika i fotografija (NIH, Bethesda, MD, SAD).

4.2.7 lzolacija lipidnih splavi

Za izolaciju splavi koriStena je metoda uspostavljena u Laboratoriju za molekularnu
neurobiologiju i neurokemiju (168). Umjesto deterdzenta Triton X-100, ovaj protokol
koristi deterdzent Brij O20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Pokazalo se da
koriStenjem Brij O20 sastav lipidnih i proteinskih vrsta lipidnih splavi ostaje ocuvan $to
nije slucaj za Triton X-100. Lipidne splavi izolirane su iz mozdanih regija 12 zivotinja, 6
kontrolnih i 6 TLR2KO miseva. Pripremljene su otopine sljede¢ih sastava: pufer za
izolaciju lipidnih splavi (engl., raft buffer, RB) sastava 50 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM
NaCl, 1 mM MgCl: i CaCly; 0,32 M saharoza u RB-u, 1% Brij 020 u RB-u. Za izgradnju
isprekidanog gradijenta pripremljene su 3%, 35% i 80% saharoza u 1% BrijO20 u RB-u uz
dodatak 0,02% NaN3s. Otopine pufera svjeze su pripremljene uz dodatak koktela inhibitora
proteaza (Complete™ koktel inhibitora proteaza, Roche, Basel, Svicarska). Izolacija se

odvija na ledu i pratila je sljedec¢i protokol:

1. lzvagano tkivo je odmrznuto i s 30 potisaka homogenizirano u 3 mL 0,32 M
saharoze u RB-u u staklenom Potter-Elvehjem homogenizatoru s teflonskim
tuckom (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD)

2. Smjesa je centrifugirana na 1000 g 20 minuta na 4 °C (uredaj: Hettich Universal 32
R, Andreas Hettich GmbH & Co., Tuttlingen, Njemacka)
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3. Postnuklearni supernatant se odvojio u 50.4 Ti tubice (Beckman Coulter, Pasadena,
CA, SAD) i ultracentrifugirao pri 100000 g 45 minuta pri 4 °C (uredaj: Beckman
Optima XL-80K, rotor 50.4 Ti; Beckman Coulter, Pasadena, CA, SAD). U ovom
koraku su se izdvojile membrane u obliku taloga dok je supernatant obogacen
citosolnim proteinima. Supernatant je pohranjen za potrebe analize citosolnih
proteina.

4. Talog membrana se otopio u 1 mL 1% Brij u RB-u i homogenizirao s 15 potisaka.

5. 600 uL membranskog homogenata je zamijesano s 600 uL 80% saharoze na dnu
pothladene SW 28.1 Ti epruvete. Na zamijesani uzorak, pomocu propipete pazljivo
je dodano 10 mL 35% saharoze i 3% saharoza. Ovako izgradeni isprekidani
gradijent saharoze je pazljivo premjesten u rotor (SW 28.1 Ti) i centrifugiran na
141000 g 18 sati pri 4 °C (Beckman Optima XL-80K, Beckman Coulter, Pasadena,
CA, SAD)

6. Po zavrSetku, od gore prema dolje sakupljene su frakcije po 1,5 mL (1-11) te je iz

svake tubice izdvojen alikvot za potvrdu uspjesne izolacije splavi.

Potvrda izolacije lipidnih splavi izvrsena je pomocu metode Western Blot. Frakcije su
pripremljene za elektroforezu (20 pL alikvota frakcije + 5 uL LDS) i u redoslijedu
skupljanja nanesene su na gel te se dalje prate koraci opisani u protokolu za Western blot.
Membrana se inkubirala s protutijelima koja prepoznaju biljege lipidnih splavi - protein
Thy1 i gangliozid GM1 (CTB), te biljege ne-splavi, transferinski receptor (TfR). Uspjesnu
izolaciju potvrdila je prisutnost biljega splavi u frakcijama 3 i 4, a ne-splavi u 10 i 11.
Analiza raspodjele odabranih proteina u izoliranim membranskim frakcijama je provedena

metodom Western blot.

4.2.8 Odredivanje kataliticke aktivnosti ATPaza tipa P

Kataliticka aktivnost ATPaza tipa P odredena je kako bi se odredio utjecaj mogucih
promjena u njihovom submembranskom smjestaju na intenzitet prijenosa kationa preko
membrane. Kataliticka aktivnost je mjerena spektrofotometrijskom metodom. Za prijenos
kationa preko membrane, ATPaze tipa P energiju crpe cijepanjem molekule ATP-a na ADP
i molekulu fosfata (engl., inorganic phosphate, Pj). Oslobodene molekule fosfata

dodavanjem reagensa stvaraju obojeni kompleks koji se detektira na spektrofotometru.
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Dobivene apsorbancije sluze za izraCunavanje intenziteta enzimske reakcije prijenosa

kationa.

4.2.8.1 Mijerenje aktivnosti detekcijom slobodnog fosfata

Za potrebe metode koriSteni su vodeni homogenati tkiva (priprema i odredivanje
koncentracije proteina opisana je u metodi 4.2.3). KoriSteno je tkivo mozdane kore,
hipokampusa i malog mozga izdvojeno disekcijom iz ukupno 8 eksperimentalnih zZivotinja
- 4 TKR2KO i 4 kontrolna uzorka. Aktivnost NKA mjerena je uz pomoc¢ specifi¢nog
inhibitora, kardiotoni¢nog glikozida, ouabaina (OB), a ukupna aktivnost PMCA uporabom
nespecificnog inhibitora karboksieozina (engl., carboxy-eosine, CE). Pripremljene su Cetiri
razli¢ite otopine za potrebe pokusa; reakcijska otopina - 100 mM NaCl, 20 mM KCI, 3 mM
MgCl2 i 30 mM Tris/HCI pH 7,4, reakcijska otopina za inhibiciju NKA -1 mM OB, 3 mM
MgCl. i 30 mM Tris/HCI pH 7,4; reakcijska otopina za inhibiciju PMCA — 10 uL CE, 100
mM NaCl, 20 mM KCI, 3 mM MgClz i 30 mM Tris/HCI pH 7,4, 30 mM ATP (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, SAD); stop otopina — 10% trikloroctena kiselina (engl.,
trichloroacetic acid, TCA) i svjeze pripremljeni reagens za detekciju fosfata (engl., color
reagens, CR) sastava 1% molibdat, 4% FeSO4u 0,6 M H2SOs. Priredene su 4 tubice u

kojima je potvrdena:

A. bazalna koli¢ina oslobodenog fosfata;,

B. ukupna koli¢ina oslobodenog fosfata;

C. koli¢ina oslobodenog fosfata uz inhibiranu NKA;
D.

Koli¢ina oslobodenog fosfata uz inhibiranu ukupnu PMCA.

Daljnja priprema se odvijala na ledu. Za pojedinu reakciju (A-D) pripremljene su
mati¢ne otopine koje su razdijeljene po tubicama: A - 450 uL reakcijske otopine, B - 400
uL reakcijske otopine, C — 400 uL reakcijske otopine za inhibiciju NKA; D — 400 uL
reakcijske otopine za inhibiciju PMCA. U tubice odgovarajucih otopina dodano je 50 pL
homogenata kona¢ne koncentracije proteina 50 pg na 500 mL reakcijske smjese. Protokol

slijedi daljnje korake:

1. Sadrzaj tubica promijesan je i inkubacija traje 10 min na 37°C, na tresilici.
2. Reakcija u tubicama B, C i D pokrenula se dodavanjem 50 uL. ATP-a.

3. Sadrzaj tubica je promijesan, te slijedi inkubacija na 37°C 15 min, na tresilici.
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4. Reakcija je zaustavljena na ledu dodavanjem 500 uL pothladene stop otopine.

5. Proteini reakcijske smjese su se istalozili centrifugiranjem na 14 000 rpm 10 min na
4°C,

U meduvremenu se svjeze zamijesalo otopinu CR.

Iz tubica je uzeto 500 pL supernatanta i dodalno 500 uL CR.

Boja se razvijala 45 min na sobnoj temperaturi.

© ® N o

Apsorbancija je mjerena na 700 nm.

4.2.8.2 Obrada podataka

Za kvantifikaciju izmjerenih vrijednosti nacinjen je bazdarni pravac pomocu poznatih

koncentracija otopine fosfata (raspon od 50 ug do 500 pg). U jednadzbu pravca dodaju se

vrijednosti dobivene sljede¢im na¢inom:

1. vrijednostima reakcija B, C i D se oduzela vrijednost bazalne koli¢ine oslobodenog
fosfata A;

2. vrijednost B - C dale su vrijednost ouabain-osjetljive aktivnosti NKA;

3. vrijednost B - D dale su vrijednost CE-osjetljive aktivnosti PMCA;

4. umetanjem vrijednosti u jednadzbu pravca dobivena je masa (uL) oslobodenog
fosfata;

5. vrijednosti aktivnosti su izrazene kao mmol oslobodenog fosfata po mg proteina po

satu (umol Pi/ (MQproteina h).

4.2.9 Statisticke analize
Za statistiCke analize i izradu grafickih prikaza koristen je program GraphPad Prism
(GraphPad Software). Nakon prikupljanja, za svaki skup podataka provjerena je
normalnost distribucije podataka Shapiro-Wilkovim testom. U slu¢aju normalne
distribucije i dovoljne veli¢ine uzorka koristen je t-test. Neparametrijski Mann-Whitney
test je primijenjen kod analiza manjeg uzorka i kada podaci nisu slijedili normalnu
raspodjelu. Statisticka znacajnost je definirana kod vrijednosti p<0,05. Za analizu je

koriSten uzorak u minimalnom bioloskom triplikatu.
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5. REZULTATI

Integriranim pristupom analize sinaptickog proteoma, kao i pojedina¢no odabranih
proteina od interesa u funkciji sinapticke plasti¢nosti (neuroplastin) i ionskog transporta
(NKA i PMCA) na razini genske i proteinske ekspresije, njihove tkivne zastupljenosti,
membranskog smjestaja te enzimske aktivnosti, dobiveni su podaci koji nadopunjuju opis

biokemijskih promjena ziv€anog tkiva misjeg modela s ugasenim genom za TLR2.

5.1 Sinapticki proteom u mozdanim regijama TLR2KO miSeva
U ovom radu prikazane su specificne promjene sinaptickog proteoma mozdanog
tkiva u miSeva s nedostatkom TLR2. Podaci dobiveni analizom frakcija obogacenih
sinapti¢kim spojevima analizirani su pomocu programa PEAKS (164-166). Proteini s
najizrazenijim promjenama podvrgnuti SU analizi pomoc¢u programa GeneCodis (169,170)
i SynGO (171). Pomocu programa, genima/proteinima s najve¢om promjenom pridruzena
su bioloska 1 molekularna funkcija te stani¢na lokalizacija. Stani¢na lokalizacija obzirom
na specificni odabir analiziranog stanicnog odjeljka odraZava razlike u organizaciji
sinaptickih lokaliteta dok molekularna i bioloska funkcija odgovaraju promjenama na
fizioloSkoj razini.
Dobiveni rezultati upucuju na proteinske sustave koji trpe najvecu promjenu u
odnosu na kontrolnu skupinu te je omogucen uvid u promjene u okolini i izrazaju

potencijalnih partnera ispitivanih proteina ionskog transporta i sinaptickog integriteta.

5.1.1 Promjene sinaptickog proteoma u mozgu TLR2KO miSeva

Indikacije iz literature o promjenama koje zahvacaju ziv€ani sustav TLR2KO
zivotinja ovdje su potvrdene na razini sinapse Sto povlaci pitanje razlika u konektomu
pojedinih mozdanih regija. Rezultati prikazani u Tablici 5.1.1. pokazuju sve proteine Cija
je relativna koli¢ina promijenjena u odnosu na kontrolni uzorak, granic¢ne vrijednosti
znacajnosti postavljene su za signifikantnosti na >15 te za red veli¢ine promjene (engl., fold
change) >1.5. U sve tri regije, nadena je znacajna promjena koli¢ine 79 proteina, od toga
je 47 s nizim izrazajem, a 32 su s viSim izrazajem. Najveci broj proteina s trendom
povecanog izrazaja naden je u mozdanoj kori (13), dok je u malom mozgu utvrdeno vise
proteina s trendom smanjenog izrazaja (25). U uzorcima hipokampusa naden je podjednak

broj proteina koji pokazuju bilo manji bilo veci izraZaj u odnosu na kontrole (19 1 14).
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Tablica 5.1.1. Popis specifi¢no promijenjenih proteina u sinaptitkom proteomu mozdanog tkiva TLR2KO
miseva. PDB - engl. Protein Data Bank

Mozdana kora
14

Hipokampus
13

Mali mozak 5

PDB kod

Q99PU5
P14231
Q80XNO
P06837

Q61016
Q8CAQ8
QB6WVG3

P04370
Q9CR21
Q9DCS9
Q9CQJ8
Q92254

Q9Z2Q6
Q9ROP9

P00158
Q9JKC6
P48771
Q9QXS6
QIWV92

QBROH7

Q8BUV3
Q9IWUC3
Q791V5
Q62425
Q9DBJ1
P61027
P09671

Q78IK2
P63082
P17182
P19096
P97772

Naziv
1t

acyl-CoA synthetase bubblegum family member 1
ATPase, Na+/K+ transporting, beta 2 polypeptide
3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 1
growth associated protein 43
guanine nucleotide binding protein (G protein),
gamma /
inner membrane protein, mitochondrial
potassium channel tetramerisation domain
containing 12
myelin basic protein
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit AB1
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B10
NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit B9
phosphodiesterase 2A, cGMP-stimulated
septin 5
ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1

cytochrome b
cell cycle exit and neuronal differentiation 1
cytochrome c oxidase subunit 7A2
drebrin 1
erythrocyte membrane protein band 4.1 like 3
GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha
stimulating) complex locus
gephyrin
lymphocyte antigen 6 complex, locus H
mitochondrial carrier 2
Ndufa4, mitochondrial complex associated
phosphoglycerate mutase 1
RAB10, member RAS oncogene family
superoxide dismutase 2, mitochondrial

ATP synthase membrane subunit DAPIT
ATPase, H+ transporting, lysosomal VO subunit C
enolase 1B, retrotransposed
fatty acid synthase
glutamate receptor, metabotropic 1
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Simbol

Acsbgl
Atplb2
Bdhl
Gap43

Gng7
Immt
Kctd12

Mbp
Ndufabl
Ndufbl10

Ndufb9
Pde2a

Septin5
Uchll

CYTB
Cend1
Cox7a2
Dbnl
Epb41l3

Gnas

Gphn

Ly6h
Mtch2
Ndufa4
Pgaml
Rab10

Sod2

Atp5md
Atp6vOc
Enolb
Fasn
Grml



Mozdana kora
3

Hipokampus
19

Mali mozak 25

Q80TL4
A2AQ07
Q8R4H2

P60710
P14094
Q8BLQ9
P80314
Q62188
P10126
P62631
D3Z7P3

P08752

P02535
Q6IFZ6
P31938
Q9QYGO
P52480
Q9Z2Q6
Q6X893

P31648

P60879
035526

P57780
P56135

Q9CQQY7
P42932
P40240
Q9JKCE

Q9CRB9

P62897
P60904
008553
P10649

Q8BMS1
Q8VED5

oo

Phf24
Tubbl

Arhgefl2

Actb
Atplbl
Cadm2

Cct2
Dpysl3
Eeflal
Eefla2

Gls

Gnai2

Krt10
Krt77
Map2k1
Ndrg2
Pkm
Septin5
Slc44al

Slc6al

Snap25
Stxla

Actn4d
Atp5j2

Atp5pb
Cct8
Cd9

Cendl

Chchd3

Cycs
Dnajc5
Dpysl2
Gstml

Hadha
Krt79



P10637
P04370

Q9DCJ5
Q8K3J1
Q9D6J6
Q505D7
055022

P52480

Q9QUIO
Q9ES97

Q8K2B3
P17751

Mapt
Mbp
Ndufa8
Ndufs8
Ndufv2
Opa3
Pgrmcl
Pkm
RhoA
Rtn3

Sdha
Tpil

Podaci su potom analizirani bioinformati¢kim alatima te je opisano kako razlike u izrazaju

zahvacaju pojedini specificni stani¢ni odjeljak ili proteinsku aparaturu, te koje bioloske i

molekularne funkcije su promijenjene u proteomu sinaptickih spojeva TLR2KO Zivotinja.
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5.1.2 Sinapti¢ki proteom hipokampusa u misjem modelu TLR2KO
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Slika 5.1.1. Graficki prikaz eskpresije sinaptickih proteina hipokampusa TLR2KO miseva s vi§im i nizim
relativnim koli¢inama u odnosu na kontrolni uzorak.

Promjene u hipokampusu su najznacajnije te broje 32 proteina od kojih 19 snizenog
113 poviSenog izrazaja (Slika 5.1.1.). Rezultati grupiranja proteina po stani¢nim odjeljcima
i specifiénim proteinskim aparatima prikazani su u tablici 5.1.2. i na slici 5.1.2. Dijagram
stani¢ne lokalizacije pokazuje da su proteini grupirani oko funkcionalnih jedinica
mijelinske ovojnice, sinapse, citoskeleta i aksona, postsinaptickog zgusnuc¢a, SNARE
kompleksa endocitoze sinaptickih vezikula te glutamatergicke transmisije (Slika.5.1.2.).
Vecina proteina je solubilna 1 nalazi se u citoplazmatskom prostoru sinapse. Analiza
pokazuje da je u navedenim grupama najviSe proteina s nizim izraZajem $to ukazuje na

potencijalnu sinapti¢ku neravnotezu u ekscitacijskim i inhibicijskim krugovima.

Tablica 5.1.2. Rezultati analize grupiranja proteina u hipokampusu po specifi¢nim stani¢nim odjeljcima.

Specifi¢ni stani¢ni broj .. Zastupljenost u .
. : p vrijednost . proteini
odjeljak proteina grupi
Actb, Atplbl, Cct2, Eeflal,
mijelinska ovojnica 9 3,01E+04 3,67E+15 Eefla2, Pgam1, Pkm, Snap25,
Sod2
Actb, Cadm2, Dpysl3, Eefla2,
sinapsa 12 2,60E+07 1,08E+16 Gls, Gnai2, Gphn, Ly6h,

Septin5, Slc6al, Snap25, Stxla
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Actb, Dbn1, Epb4113, Gnai2,
citoskelet 11 3,25E+11 6,25E+15 Gphn, Krt10, Krt77, Map2k1,
Rab10, Septin5, Snap25

postsinapticko ) Actb, Dbn1, Epb41l3, Gphn,
zgusnuce 6 2,00E-04 1,35E+16 Map2k1, Stxla
kompleks

sinaptobrevin 2- 2 2,67E-04 3,96E+15 Snap25, Stxla

SNAP-25-sintaksin-
la-compleksin |

kompleks
sinaptobrevin 2-
SNAP-25-sintaksin-
la-compleksin 11

2 2,67E-04 3,96E+15 Snap25, Stxla

Actb, Cadm2, Cct2, Dbn1,
Dpysl3, Eeflal, Eefla2,
. Epb41I3, Gls, Gnai2, Gnas,
citosol 21 2,78E-04 2,30E+15 Gphn, Krt10, Map2k1, Ndrg2,
Pgam1, Pkm, Rab10, Septin5,
Snap25, Sod?2

kompleks
sinaptobrevin 2- ]
SNAP-25-sintaksin- 2 3,33E-04 3,17E+15 Snap25, Stxla
la
akson 6 7,07E-04 9,15E+15 Act, Cadmz, Map2id,, Slefal,
glutar_natergléke 6 7.07E-04 9,31E+15 Actb, Dbn1, Map2k1, Ndrg2,
sinapse Snap25, Stxla

21

Number of genes

synaptobrevin 2-SNAP-25-syntaxin-1a-complexin I complex

synaptobrevin 2-SNAP-25-syntaxin-la-complexin IT complex

ynaptobrevin 2-SNAP-25-syntaxin-la complex

0 1 2 3 4 5 6 7 8
-log10(Pval Adj)

Slika 5.1.2. Graficki prikaz rezultata iz tablice 5.1.2. prema analizi provedenoj u programu GeneCodis.
Dijagram grupa staniénih odjeljaka i specifi¢nih proteinskih aparatura promijenjen u Sinaptoproteomu
hipokampusa TLR2KO Zivotinja.
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Detaljniji dijagram izraden je koristenjem podataka o sinaptomu misa a pokazuje da su
promjene lokalizirane u presinaptickim i postsinaptickim dijelovima neurona (Slika 5.1.3.).
Presinapticke promjene su vidljive u aktivnoj zoni, metabolizmu sinaptickih vezikula 1
proteinima membrane, a postsinapticke u specijaliziranoj organizaciji, arhitekturi
citoskeleta, membrani i citosolu. Obje metode ukazuju na promjene u istovjetnim
dijelovima sinaptickog proteoma. Molekularne funkcije su analizirane pomoc¢u globalne
baze funkcionalnih grupa, a pokazuju promjene u funkcijama vezanja proteina, S
naglaskom na citoskeletne proteine, vezanje nukleotida, ponajvise GTP-a, te aktivnosti

vodene GTP-om. Rezultati su prikazani u Tablici 5.1.3 i Slici 5.1.4.
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Slika 5.1.3. Graficki prikaz je izraden uporabom programa SynGO. Prikaz promjena u sinaptickim
lokalitetima u TLR2KO tkivu hipokampusa. Specialization — specijalizacija, cytoskeleton — citoskelet,
endosome — endosomi, membrane — membrana, ER — endoplazmatska mrezica, cytosol — citosol, spine
apparatus — ustrojstvo dendritickih trnova, golgi — Golgijev aparat, endocytic zone — zona endocitoze,
ribosome — ribosomi, active zone — aktivna zona, SV — sinapticke vezikule, DCV — vezikule gustog sadrzaja,
extrinsic — ekstrinzi¢na svojstva sinapse, integral — integralna svojstva sinapse, ECM — izvanstani¢ni matriks.

Tablica 5.1.3. Rezultati analize grupiranja proteina u hipokampusu po molekularnim funkcijama

Molekularna broj . Zastupljenost u -
- : p vrijednost . proteini
funkcija proteina grupi
Actb, Atplbl, Cadm2, Cend1, Dbnl, Dpysl3,
. . Eeflal, Epb4113, Gls, Gnai2, Gnas, Gphn,
Vezanje proteina 22 2,22E+09 1,73E+07 Krt10, Map2k1, Mtch2, Ndufad, Pkm,
Rab10, Septin5, Snap25, Sod2, Stxla
Vezanje proteina 4 1,22E-04 2,85E+10 Dbn1, Epb4113, Gphn, Krt10

citoskeleta
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GTPazna aktivnost 6 1,22E-04 1,97E+10 Eeflal, Eefla2, Gnai2, Gnas, Rab10, Septin5
. . Actb, Cct2, Eeflal, Eefla2, Gnai2, Gnas,
Vezanje nukleotida 11 1,35E-04 4,23E+10 Gphn, Map2k1, Pkm, Rab10, Septin5
Vezanje GTP-a 6 1,44E-04 5,63E+09 Eeflal, Eeflaz'sfp’liar%’ Gnas, Rab10,
Vezanje protein- i} Actb, Atplbl, Eeflal, Eefla2, Map2k1,
kinaza 6 1,04E-03 4,85E+10 Pgam1
Vezanje identi¢nih ) Actb, Dpysl3, Eeflal, Gls, Gphn, Pkm,
proteina 10 1,11E-03 6,05E+11 Septin5, Slc6al, Sod2, Stxla
Vezanje gvanilata 2 3,43E-03 2,14E-04 Gls, Gnai2
Aktivnost
translacijskih 2 3,78E-03 2,66E-04 Eeflal, Eefla2
elongacijskih faktora
Vezanje kompleksa
G-proteina podjedinic 2 5,35E-03 4,18E-04 Gnai2, Gnas
beta/gamma
22
i
; cytoskeletal protein binding
E
i bl
~  GTPase activity
GTP binding
protein kinase binding
guanyl nucleotide binding
translation elongation factor activity
G-protein beta/gamma-subunit complex binding
0.0 055 1‘0 1!5 2!0 2‘5 350 3‘5 4!0 4‘5 550 555

-log10(Pval Adj)

Slika 5.1.4. Grafigki prikaz rezultata iz tablice 5.1.3. prema analizi provedenoj u programu GeneCodis.
Dijagram funkcionalnih grupa promijenjen u sinaptoproteomu hipokampusa TLR2KO Zivotinja.

Provjerom specificnih sinaptickih funkcija pokazalo se da najvisSe promjena trpi

presinapti¢ki neuron s funkcijom sidrenja vezikula na membranu te specijalizirani dijelovi

postsinaptickog aparata (Slika 5.1.5). Generalna organizacija sinapse je, takoder, pogodena

nedostatkom proteina TLR2.
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Slika 5.1.5. Graficki prikaz je izraden uporabom programa SynGO. Prikaz promjena molekularnih funkcija
sinapse u tkivu hipokampusa TLR2KO miseva.

5.1.3 Sinapticki proteom malog mozga u mi§jem modelu TLR2KO
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Slika 5.1.6. Grafi¢ki prikaz izrazaja sinaptickih proteina malog mozga TLR2KO miseva s vi§im i nizim
relativnim koli¢inama u odnosu na kontrolni uzorak.
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Mali mozak je druga regija po broju znacajnih razlika te broji 30 proteina (Slika
5.1.6.). Od njih 80% proteina ima nizi izrazaj u miSeva TLR2KO. Prema analizi rezultata
pokazano je da je mitohondrij mjesto najve¢ih promjena kao i procesi i proteinski

kompleksi vezani za energetski metabolizam.

Tablica 5.1.4. Rezultati analize grupiranja proteina u malom mozgu po specifi¢nim stani¢nim odjeljcima.

Specifi¢ni stani¢ni broj - Zastupljenost -
L : p vrijednost . proteini
odjeljak proteina u grupi
Mijelinska ovojnica 10 3,89E+03 4,08E+16 AtpSpb, Cycs, Dpysl2, Enol, Enolb,Gstmd,

Mbp, Ndufv2, Pkm, Sdha

Atp5j2, Atpsmd, Atp5pb, Cendl, Chchd3,
Mitohondrij 17 4 12E+06 7,35E+15 Cycs, Dpysl2, Fasn, Hadha, Ndufa8, Ndufs8,
Ndufv2, Opa3, Pgrmcl1,Pkm, RhoA, Sdha

Unutrasnja Atp5j2, Atpsmd, Atp5pb, Chchd3, Hadha,
mitohondrijska 9 8,12E+06 1,68E+16 P8 dufg& \ dufs'%‘?\l iufv2, Sdha
membrana
Respirasom 4 1,96E+11 5,97E+16 Cycs, Ndufa8, Ndufs8, Ndufv2
Mitohondrijski
transport protona 3 2,71E+11 1,48E+16 Atp5j2, Atp5md,

kompleks ATP sintaze

Kompleks fosfopiruvat

hidrataze 2 3,44E-04 3,17E+15 Enol1, Enollb

Kompleks I

: 3 3,88E-04 5,65E+15 Ndufa8, Ndufs8, Ndufv2
respiratornog lanca

Atp5j2, Atp5md, Atp5pb, Atp6vOc, Cd9,

Cend1, Chchd3, Dnajc5, Dpysl2, Enol,,Enolb,

Grm1, Hadha, Mapt, Mbp, Ndufa8, Ndufs8,
Ndufv2, Pgrmcl, Rhoa, Rtn3

Membrane 22 4,98E-04 2,08E+16

Kompleks prijenosa
elektrona ATP sintaze, 2 9,26E-04 1,58E+16 Atp5j2, Atp5pb
factor sprege F(0)

9.26e-04 Actn4, Dpysl2, Enol, Enolb, Grm1, Mapt,

Projekcije neurona 7 Pgrmcl

1,70E+04

S obzirom na veliki broj proteina snizenog izrazaja moze se zakljuciti da su energetske
potrebe tkiva malog mozga promijenjene. Rezultati analize su prikazani u tablici 5.1.4. i na
slici 5.1.7. Uz ove razlike pojavila se i istovjetna razlika kod mijelinskih ovojnica koja
potvrduje navode u literaturi o regulaciji funkcije oligodendrocita. S obzirom na to §to je
prilikom izolacije moguce da se mitohondrijska frakcija ne razdvoji do kraja, dolazi do
zasicenja proteinima energetskog metabolizma koji su u neurona izrazito obogaceni zbog

visoke energetske potrebe neurona.
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Slika 5.1.7. Grafi¢ki prikaz rezultata iz tablice 5.1.4 prema analizi provedenoj u programu GeneCodis.
Dijagram grupa stani¢nih odjeljaka i specifiénih proteinskih aparatura promijenjen u sinaptoproteomu malog
mozga TLR2KO miseva.
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Slika 5.1.8. Graficki prikaz je izraden uporabom programa SynGO. Prikaz promjena u sinaptickim
lokalitetima u tkivu malog mozga TLR2KO miseva. Specialization — specijalizacija, cytoskeleton —
citoskelet, endosome — endosomi, membrane — membrana, ER — endoplazmatska mreZica, cytosol — citosol,
spine apparatus — ustrojstvo dendriti¢kih trnova, golgi — Golgijev aparat, endocytic zone — zona endocitoze,
ribosome — ribosomi, active zone — aktivna zona, SV — sinaptic¢ke vezikule, DCV — vezikule gustog sadrzaja,
extrinsic — ekstrinsi¢na svojstva sinapse, integral — integralna svojstva sinapse, ECM — izvanstani¢ni matriks.
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Preglednom analizom proteina s promijenjenim izrazajem u biblioteci sinaptickog

proteoma pokazalo se da je vrlo malo onih koji su ukljuc¢eni u specifi¢ne sinapti¢ke

funkcije. Svega je 6 proteina pokazano da pripada sinaptickom miljeu: Dnajc5, Grml,
Dpysl2, Rtn3, RhoA, Atp6vOc (Slika 5.1.8.). Od navedenih Dnajc5, Grm1, Rtn3, Atp6v0c

su integralni dijelovi aparature sidrenja sinaptickih vezikula dok su Dpysl2 i RhoA

regulatorni elementi postsinapticke gustoc¢e. Unato¢ rezultatima na koje utjecu podaci o

mitohondrijskim proteinima, mogu se razluciti promjene kao sli¢ne onima zabiljezenima u

hipokampusu TKR2KO zivotinja. Dodatno fokusiranje rezultata na sinapticki proteom je

postignuto koriStenjem drugog algoritma za funkcionalno grupiranje proteina.

Tablica 5.1.5 Rezultati analize grupiranja proteina u malom mozgu po molekularnim funkcijama.

Molekularna funkcija

broj proteina

p vrijednost

Zastupljenost u

proteini

grupi
Glikoliza 4 1,62E+10 4,44E+15 Enol1,Enollb, Pkm, Tpil
Navodenje aksona
posredovano semaforinima 2 1,75E-02 2,81E+16 Dpysl2, RhoA
Sinteza ATP 1 1,33E-01 4,22E+16 Cycs
Metabolizam pirimidina 1 1,43E-01 2,34E+16 Dpysl2
Metabolizam piruvata 1 1,43E-01 2,34E+16 Pkm
Signalni put
heterotrimernog G-proteina 2 2,21E-01 3,80E+15 Grm1, RhoA
— put posredovan Gq alpha i
Go alpha
Signalni put metabotropnih
glutamatnih receptora 1 2,21E-01 9,17E+15 Grml
groupe |
Signalizacija endogenim 1 2,21E-01 9,50E+15 Grm1
kanabinoidima
Signalni put aktiviran 2 2,75E-01 2,74E+14 Actn4, RhoA
integrinima
Signalizacija posredovana
G proteinom i beta 1 2,75E-01 6,03E+16 RhoA

arestinom stimulirana
angiotenzinom
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Slika 5.1.9. Grafigki prikaz rezultata iz tablice 5.1.5. prema analizi provedenoj u programu GeneCodis.
Dijagram funkcionalnih grupa promijenjen sinaptoproteomu malog mozga TLR2KO miseva.

Analiza podataka molekularne funkcije, sa sinaptickim proteomom kao pozadinom
pretrage, za mali mozak je pokazala niski odaziv u rezultatu no, kao i za hipokampus
rezultati su grupirani oko jednakih funkcija u sinaptickoj organizaciji, presinaptickim i
postsinaptickim funkcijama te transportu.
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Slika 5.1.10. Graficki prikaz je izraden uporabom programa SynGO. Prikaz promjena molekularnih
funkcija sinapsi a u tkivu malog mozga TLR2KO miseva.
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5.1.4 Sinapti¢ki proteom moZdane kore u misjem modelu TLR2KO

b3 T toy

(RN

L3 g toy

T ew oy
L3 " toy

T oy

T LW oy

T Zw oy

RN L
L3 2 T

AZAQOT|TBEY_MOUSE
E Q20TLAPHFZ4_MOUSE

QERAHZ|ARHGC_MOUSE
P14231|AT1BZ_MOUSE
Qoz2sq4|PDEZA_MOUSE
QOROPIUCHLY_MOUSE
PO42370|MBF_MOUSE

QAZ206|SERTS_MOUSE
POGS3T|NEUM_MOUSE
QB0END|BLH_MOUSE
QOCRZ1|ACPM_MOUSE
QOAFUS|ACEET_MOUSE
QE10MEEBGE7_MOUSE
QARCEAIMDUBA_MOUSE
QACRJZINRUBD_MOUSE
Q2 CALS|MICG0_MOUSE
QEMA G KCD12_MOUSE

L3 g T

Zi3TEW ta

&8 & 8 3

a a3 3 3

EA

- ROROR log2(ratio)
40
00
40

Slika 5.1.11. Graficki prikaz sinaptikih proteina mozdane kore TLR2KO miSeva s vi§im i niZim
relativnim koli¢inama u odnosu na kontrolni uzorak.

Rezultati analize proteina sinaptickih spojeva mozdane kore pokazuju najmanje

proteina zahvacenih promjenama uzrokovanih nedostatkom TLR2. Od ukupno 17 proteina

samo su tri snizenog izrazaja dok je ostalih 14 povecanog izrazaja u TLR2KO miSeva u

odnosu na kontrolnu skupinu te ga ovo ¢ini zanimljivom regijom u odnosu na hipokampus

i mali mozak. Proteini su grupirani, slicno malom mozgu ali s manjim udjelom, oko

mitohondrijskih proteina energetskog metabolizma. Ostatak se odnosi na mijelinsku

ovojnicu te stani¢énu membranu.

Tablica 5.1.6. Rezultati analize grupiranja proteina u mozdanoj kori po specifi¢nim staniénim odjeljcima

specifi¢ni stani¢ni broj p vrijednost Zastupljenost u proteini
odjeljak proteina grupi
Kompleks | 3 7,95E+09 1,25E+16 Ndufabl, Ndufb10, Ndufb9
respiratornog lanca
Unutra$nja membrana 5 7,95E+09 2,07E+15 Bdh1, Immt, Ndufab1,
mitohondrija Ndufb10, Ndufh9
Respirasom 3 7,95E+09 9,92E+15 Ndufabl, Ndufb10, Ndufb9
Stani¢na periferija 3 7,52E-04 4 27E+15 Atplbl, Gap43, Mbp
Mijelinska ovojnica 3 2,33E-03 2,71E+15 Immt, Mbp, Uchll
Neuron-neuron sinapse 1 1,71E-02 5,84E+15 Atplbl
Stani¢na membrana 1 1,71E-02 5,84E+15 Atplbl
Internodalna regija 1 1,77E-02 4,38E+05 Mbp
aksona
Unutrasnja membrana 1 1,77E-02 4,38E+05 Bdhl
mitohondrija — strana
prema matriksu
Mitohondrij 5 1,82E-02 4,79E+15 Bdh1, Immt, Ndufab1,

Ndufb10, Ndufb9
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Slika 5.1.12. Graficki prikaz rezultata iz tablice 5.1.6. prema analizi provedenoj u programu GeneCodis.
Dijagram grupa stani¢nih odjeljaka i specifiénih proteinskih aparatura promijenjen u Sinaptoproteomu
mozdane kore TLR2KO miseva.
Rezultati grupiranja na sinapticke odjeljke sa sinaptickim proteomom kao pozadinom
pretrage pokazali su razliku u izrazenosti samo dva proteina sa sinaptickom grupacijom,
Septin5 i Gap43 koji su ¢lanovi postsinaptickih lokaliteta. Ostatak proteina, iako pokazuju
vrlo specificna djelovanja, poput kalijevog kanala Kctd12 koji je dio regulacijskog
kompleksa GABAR ili Gng7 koji je zaduZen za otvaranje GTP-om stimuliranih kalijevih

kanala, nisu pridruzeni niti jednoj.
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Slika.5.1.13. Graficki prikaz je izraden uporabom programa SynGO. Prikaz promjena u sinaptickim
lokalitetima u tkivu mozdane kore TLR2KO miseva.

Kod molekularnih funkcija zabiljezen je rasap medu funkcionalnim grupama te je

nekolicina proteina s vrlo Sarolikom funkcijom dospjela na vrh ljestvice.

Tablica 5.1.7. Rezultati analize grupiranja proteina u mozdanooj kori po molekularnim funkcijama.

. broj . . . -
Molekularna funkcija proteina p vrijednost  Zastupljenost u grupi proteini
prijenos acilnih lanca 1 1,08E-02 1,99E+16 Ndufabl
vezanje acilnih lanaca 1 1,08E-02 1,99E+16 Ndufabl
3-hidroksibutirat- 1 1,44E-02 9,97E+15 Bdhl
dehidrogenazna
aktivnost
ligazna aktivnost 2 1,46E-02 2,93E+16 Acsbgl, Uchll
vezanje alfa-2A 1 1,46E-02 4,98E+15 Acshgl
adrenergi¢nih receptora
omega peptidazna 1 1,46E-02 6,65E+15 Acshgl
aktivnost
CoA-ligazna aktivnost 1 1,54E-02 3,99E+16 Uchll
dugolan¢ane masne 1 1,79E-02 2,22E+14 Uchll
kiseline-CoA ligazna
aktivnost
vezanje kalmodulina 2 1,79E-02 2,03E+16 Gap43, Mbp
P tip izmjene 1 1,79E-02 1,99E+16 Atplbl
natrij:kalij posredstvom
transportera
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Slika 5.1.14. Graficki prikaz rezultata iz tablice 5.1.7. prema analizi provedenoj u programu GeneCodis.
Dijagram funkcionalnih grupa promijenjen u sinaptoproteomu mozdane kore TLR2KO miseva.
S obzirom na sinapticki proteom, molekularne funkcije se naziru na podrucjima sinapticke
organizacije u vidu organiziranja postsinapti¢ke gustoce posredstvom proteina Gap43, te

presinaptickog neurona i sidrenja sinaptickih vezikula preko septinskih kompleksa.
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dSlika 5.1.15. Graficki prikaz je izraden uporabom programa SynGO. Prikaz promjena molekularnih
funkcija sinapsi u tkivu mozdane kore TLR2KO miseva.
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5.2 IzraZaj odabranih gena u izoliranim moZdanim regijama TLR2KO miSeva
Nakon uocenih razlika u sinaptickom proteomu u mozgu zivotinja TLR2KO
pristupilo se analizi genskog izrazaja odabranih proteina. U uzorcima izoliranima od 5
TLRKO 1 5 kontrolnih miSeva analiziran je relativni izrazaj mRNA za Np, dvije inacice
PMCAZ2 i 4, te tri varijante o podjedinice NKA i 3 varijante B podjedinice NKA. Izbor
PMCA 2 i 4 je temeljen na literaturnim navodima gdje je pokazano da Np - PMCA2 i 4
kompleksi ovise o lipidnom okoliSu te se zajedno nalaze u lipidnim splavima. Varijante
NKAal i a2 su izrazene u astrocitima dok su NKAal i a3 izrazene U neuronima.
Kombinacija NKAa2p2 je pokazana kao najzastupljeniji kompleks u astrocitima, a
NKAa3B1 i NKAalBl u neuronima. U sljede¢im podnaslovima navedeni TLR2KO i
kontrolni uzorci se odnose na uzorke tkiva hipokampusa, malog mozga odnosno mozdane

kore izolirane iz miSeva TLR2KO i kontrolnih uzoraka miseva divljeg tipa.

5.2.1 Relativna koli¢cina mRNA odabranih proteina u hipokampusu

Metodom RT-qPCR definirana je relativna koli¢ina mRNA gena Ntpn. Np55 i Np65
se prepisuju s istovjetne mRNA te se posttraskripcijskom doradom istovjetna mRNA
obraduje u konacni produkt koji rezultira s dvije izoforme. Analizom je pokazano da je
produkt prepisivanja snizen u TLR2KO uzoraka hipokampusa u usporedbi s kontrolnim
uzorkom. Nije pokazana statisticki znacajna razlika u relativnom izrazaju pNp mRNA

izmedu navedenih grupa (Mann-Whitney-ev test) (Slika 5.2.1.).

mNp Hip

{1
lml

KO WT

Relativna ekspresija mRNA

Slika 5.2.1. Graficki prikaz analize relativne ekspresije mRNA gena Nptn u tkivu hipokampusa. KO —
uzorak hipokampusa TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa miseva divljeg tipa.

Kod izooblika NKAa i NKAP pokazano je da relativna koli¢ina genskog produkta svih
inacica o 1 3 podjedinica pokazuje donekle nizu ekspresiju u TLR2KO uzoraka u odnosu

na kontrolne uzorke divljega tipa (Slika 5.2.2.), no bez statisticke znacajnosti (Mann-
Whitney-ev test).
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Slika 5.2.2. Graficki prikaz analize relativne ekspresije mRNA u tkivu hipokampusa za gene Atplal,
Atpla2, Atpla3, koji kodiraju za kataliticku o podjedinicu i gene Atplbl, Atplb2, Atp1b3 koji kodiraju za f3
podjedinicu NKA. KO —uzorak hipokampusa TLR2KO mi$eva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa miseva
divljeg tipa.
Kod mRNA koje kodiraju za neuronalnu ina¢icu PMCA?2 i ubikvitarnu inac¢icu PMCA4
uoCen je takoder trend snizene relativne koli¢ine u TLR2KO uzoraka u usporedbi s
kontrolnim uzorkom, no ponovo bez statisti¢ki znacajnih razlika (Mann-Whitney-ev test)

(Slika 5.2.3.).
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Slika 5.2.3. Graficki prikaz analize relativne ekspresije MRNA gena Atp2b2 i Atp2b4 u tkivu hipokampusa.
KO — uzorak hipokampusa TLR2KO miSeva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa miseva divljeg tipa.
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5.2.2 Relativna koli¢cina mRNA odabranih proteina u malom mozgu
U tkivu malog mozga genski produkt gena Nptn pokazuje relativno povecanje razine
u TLR2KO uzoraka u odnosu na kontrolni uzorak divljeg tipa (Slika 5.2.4.). Ovaj porast

nije pracen statistickom znacajnos¢u (Mann-Whitney-ev test).
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Slika 5.2.4. Graficki prikaz analize relativne ekspresije mMRNA gena Nptn u tkivu malog mozga. KO —
uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog mozga miseva divljeg tipa.

Analiza koli¢ine mRNA za pojedine gene NKAa i NAKp pokazala je da je relativna
koli¢ina mRNA svih inacica podjedinica povecana u uzorcima TLR2KO u odnosu na
kontrolni uzorak (Slika 5.2.5.). Kao i u hipokampusu relativno povecanje koli¢ine mRNA
u uzorcima TLR2KO nije popraceno statistickom znacajno$¢u nakon analize statistickim
testovima. Dvije inaCice PMCA pokazale su da je relativna koli¢cina mRNA PMCA?2 visa
u uzorcima TLR2KO, nego u kontrolnom uzorku, dok je za ina¢icu PMCA4 pokazano da
je relativna koli¢ina mRNA jednaka u obje promatrane skupine (Slika 5.2.6.). Statisticki
testovi (Mann-Whitney-ev test) nisu utvrdili znacajnu razliku izrazaja mMRNA proteina
PMCAZ2.
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Slika 5.2.5. Graficki prikaz analize relativne ekspresije mRNA u tkivu malog mozga za gene Atplal,
Atpla2, Atpla3, koji kodiraju za kataliticku o podjedinicu i gene Atplbl, Atplb2, Atp1b3 koji kodiraju za f3
podjedinicu NKA. KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog mozga miseva
divljeg tipa.
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Slika 5.2.5. Graficki prikaz analize relativne ekspresije mMRNA gena Atp2b2 i Atp2b4 u tkivu malog
mozga. KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog mozga miseva divljeg
tipa.

5.2.3 Relativna koli¢cina mRNA odabranih proteina u mozdanoj kori

Tkivo mozdane kore pokazalo je smanjenu relativnu koli¢inu mRNA gena Nptn u
uzorcima TLR2KO Zivotinja u odnosu na tkivo kontrolnih uzoraka (Slika 5.2.6.), uo¢ena
razlika nije bila statisticki znac¢ajna (Mann-Whitney-ev test). Genski produkti podjedinca
NKA pokazuju smanjenje relativne kolicine mRNA ol i a3 te f1 i B3 podjedinica dok

promjene nisu uocene u relativnoj koli¢ini genskog produkta Atpla2 i Atplb2 (Slika 5.2.7.).
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U uzorcima TLR2KO relativno smanjenje je uoc¢eno u koli¢ini genskog produkta Atp2b2,
dok je kod Atp2b4 uoceno relativno povecanje genskog produkta (Slika 5.2.8.). Utvrdene

razlike nisu bile statisti¢ki znac¢ajne (Mann-Whitney-ev test).
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Slika 5.2.6. Graficki prikaz analize relativne ekspresije mMRNA gena Nptn u tkivu mozdane kore. KO —
uzorak mozdane kore TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak mozdane kore miseva divljeg tipa.
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Slika 5.2.7. Grafi¢ki prikaz analize relativne ekspresije mRNA u tkivu mozdane kore za gene Atplal,
Atpla2, Atpla3, koji kodiraju za kataliticku o podjedinicu i gene Atplbl, Atplb2, Atp1b3 koji kodiraju za 8
podjedinicu NKA. KO — uzorak mozdane kore TLR2KO miSeva; WT — kontrolni uzorak mozdane kore
miseva divljeg tipa.
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Slika 5.2.8. Graficki prikaz analize relativne ekspresije mMRNA gena Atp2b2 i Atp2b4 u tkivu mozdane
kore. KO — uzorak mozdane kore TLR2KO miSeva; WT — kontrolni uzorak mozdane kore divljeg tipa.

5.3 Analiza odabranih membranskih i citosolnih proteina metodom Western blot
Nakon uvida u stanje sinaptickog proteoma i genske ekspresije pristupilo se imuno-
oznacavanju proteina Np, NKA, PMCAI1-4 te TRAF6 kako bi se definirao utjecaj
nedostatka TLR2 na navedene proteine od interesa. S obzirom na opisane funkcije TLR2 u
izgradnji zivCanog sustava i rezultate proteomske analize ocekivali smo promjene u
kontekstu membrane Zivc¢anih stanica i ukupnih membranskih sustava. Promatrajuéi
sinapticke 1 neuronalne izooblike proteina od interesa te izrazaj proteina koji odrzavaju
ionsku homeostazu Ziv€anog sustava opisani rezultati upotpunjuju poloZzaj i uloge TLR2 u
membranskom metabolizmu. Koristenjem specifi¢nih protutijela za Np65, Np55 i TRAF6
vizualiziran je izrazaj proteina po regijama. Protutijelo Np55 prepoznaje obje inacice Np
te se uocavaju dvije proteinske vrpce, dok je protutijelo za detekciju Np65 specifi¢no za
dodatnu 1g-3 domenu te definira samo jednu proteinsku vrpcu. Sadrzaj NKA je detektiran
protutijelom specificnim za kataliticku a1 podjedinicu NKA, a sadrzaj PMCA je provjeren
pomocu specifi¢nih protutijela za 4 izooblika PMCA. Za kvantifikaciju je provedena Stain-
free metoda koja koristi ukupnu koli¢inu proteina kao standard prema kojemu se
normalizira intenzitet imunokemijskog signala. Analizirani su tkivni homogenati 5
TLR2KO i 5 kontrolnih uzoraka. U sljede¢im podnaslovima navedeni TLR2KO i kontrolni
uzorci se odnose na tkivne homogenate hipokampusa, malog mozga odnosno mozdane kore

izolirane iz miSeva TLR2KO genotipa i kontrolnih uzoraka miseva divljeg tipa.
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5.3.1 Analiza prisutnosti odabranih proteina u hipokampusu
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Slika 5.3.1. Reprezentativni prikaz imunodetekcije proteina od interesa u hipokampusu; Proteini su
detektirani pomoc¢u kemiluminiscencije i odnosa prema biljegu molekulskih masa (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD, slika u dodatku); Proteini
Np55 i 65 su detektirani na visini izmedu 50 i 70 kDa, TRAF6 na visini od ~70 kDa, NKA 100 kDa, PMCA1-
4 izmedu 100 i 150 kDa. TLR2KO - uzorak hipokampusa TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak
hipokampusa miSeva divljeg tipa.

U hipokampusu TLR2KO miseva, analizom izrazaja Np utvrdena je znacajno veca
koli¢ina proteinskog produkta Np65 u usporedbi s kontrolnim uzorcima; zabiljezen je i veéi
izrazaj Np55, ali bez statisticke znacajnosti (Mann-Whitney-ev test) (Slika 5.3.1. i Slika
5.3.2 Np55/65). Protein TRAF6 ne pokazuje odstupanja u izrazenosti u uzorcima TLR2KO

u odnosu na kontrolni uzorak (Slika 5.3.1. i Slika 5.3.2. TRAF6).
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Slika 5.3.2. Graficki prikaz analize proteina Np55, Np65 i TRAF6 u hipokampusu. Podatci su statisticki
analizirani Mann-Whitney-evim testom te su pokazali znacajnu promjenu u izrazaju Np65 u TLR2KO
uzorcima u usporedbi s kontrolnim uzorkom WT *p<0,05. TKO ili KO — uzorak hipokampusa TLR2KO
miseva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa miSeva divljeg tipa.

Proteinska zastupljenost ATPaza tipa P u hipokampusu pokazuje varijabilnost u
proteinskom sadrzaju proteina NKA i PMCA2 (Slika 5.3.1.) te je statisticka znacajnost
utvrdena Mann-Whitney-evim testom pokazala poveéanje izrazaja u TLR2KO uzorcima za
NKA (p<0,001), i za PMCAL (p<0,05) (Slika 5.3.3. i Slika 5.3.4.). 1zoforme PMCAL, 3 i

4 ne pokazuju odstupanja u proteinskom sadrzaju u odnosu na kontrolni uzorak.
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Slika 5.3.3. Grafigki prikaz analize proteina NKA u hipokampusu. Statisti¢ka analiza podataka Mann-

Whitney-evim testom pokazala je znaCajnu promjenu izrazaja u TLR2KO uzoraka u odnosu na kontrolni WT
uzorak ***p<0,001. KO - uzorak hipokampusa TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa
miseva divljeg tipa.
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Slika 5.3.4. Graficki prikaz analize izooblika proteina PMCA u hipokampusu. Prvi graficki prikaz (PMCA
Hip) prikazuje usporedbu ubikvitarnih izoformi PMCAT1 i 4 izmedu uzoraka TLR2KO i kontrolnog uzorka.
Graficki prikaz Neuro PMCA Hip prikazuje usporedbu neuronalnih izooblika PMCA?2 i 3 izmedu TLR2KO
i kontrolnog uzorka divljeg tipa. Mann-Whitney-ev test ukazuje na statisticki znacajnu razliku izmedu
TLR2KO i kontrolnih uzoraka u korist TLR2KO, *p<0,05. KO — uzorak hipokampusa TLR2KO miseva; WT
— kontrolni uzorak hipokampusa miseva divljeg tipa.
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5.3.2 Analiza prisutnosti odabranih proteina u malom mozgu
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Slika 5.3.5. Reprezentativni prikaz imunodetekcije proteina od interesa u malom mozgu; Proteini su
detektirani pomoc¢u kemiluminiscencije i odnosa prema biljegu molekulskih masa (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD); Proteini Np55 i 65 su
detektirani na visini izmedu 50 i 70 kDa, TRAF6 na visini od ~70 kDa, NKA 100 kDa, PMCA1-4 izmedu

100 i 150 kDa. TLR2KO — uzorak TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak miSeva divljeg tipa.
Proteinski sadrzaj proteina Np i TRAF6 u malom mozgu pokazuje obrnuti trend
zastupljenosti nego Sto je zabiljezeno u hipokampusu. Proteini Np55 1 Np65 su se pokazali
promijenjeni u uzorcima TLR2KO u odnosu na kontrolni uzorak divljeg tipa. Smanjeni
sadrzaj obje izoforme Np je zabiljezen u uzorcima TLR2KO te je statistiCka znacajnost
utvrdena Mann-Withneyjevim testom jednaka za oba proteina i iznosi p<0,01 (Slika 5.3.5.
Np55/65 i Slika 5.3.6. Np). Protein TRAF6 pokazuje povecan izrazaj u uzorcima TLR2KO.
Povecani sadrzaj u uzorcima TLR2KO u usporedbi s kontrolnim uzorkom divljeg tipa

statisticki je znacajan (Mann-Whitney test, p<0,05) (Slika 5.3.5. i Slika 5.3.6. TRAF®6).
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Slika 5.3.6. Grafi¢ki prikaz analize proteina Np55, Np65 i TRAF6 u malom mozgu. Mann-Whitney-ev
test je pokazao statisticki znacajno smanjenje sadrzaja navedenih proteina u uzorcima TLR2KO, za Np55 i
Np65, **p<0,01, a za TRAF6, *p<0,05. KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak
malog mozga miseva divljeg tipa.

Analiza ATPaza tipa P u malom mozgu TLR2KO miseva pokazala je razlike u
izrazaju proteina NKA i PMCAL, 2 i 4 u usporedbi s kontrolnim uzorkom divljeg tipa (Slika
5.3.5.). U uzorcima malog mozga TLR2KO miSeva utvrden je veci izrazaj NKA i PMCA4
(Slika 5.3.7. i Slika 5.3.8.), dok je izrazaj PMCAL i 2 (Slika 5.3.8.) smanjen u odnosu na
kontrolni uzorak. PMCAS3 je jedini protein koji nije pokazao promjene u uzorcima

TLR2KO u odnosu na izrazaj u kontrolnom uzorku.
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Slika 5.3.7. Grafi¢ki prikaz analize proteina NKA u malom mozgu. Statisti¢ka analiza podataka Mann-
Whitney-evim testom pokazala je statistiCki zna¢ajnu promjenu u izrazaju proteina NKA u uzorcima
TLR2KO u odnosu na kontrolne uzorke, **p<0,01. KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT —
kontrolni uzorak malog mozga miseva divljeg tipa.
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Slika 5.3.8. Grafi¢ki prikaz analize izooblika proteina PMCA u malom mozgu. Graficki prikaz PMCA
Cb prikazuje usporedbu ubikvitarnih izoformi PMCA1 i 4 izmedu uzoraka TLR2KO i kontrolnih
uzoraka. Graficki prikaz neuronalne PMCA Cb prikazuje usporedbu neuronalnih izooblika PMCAZ2 i 3
izmedu TLR2KO i kontrolnog uzorka divljeg tipa. Mann-Whitney-ev test ukazao je na statistic¢ki
znacajnu razliku: povecanu razinu proteina PMCA4, *p<0,05, u uzoraka TLR2KO u odnosu na kontrolne
uzorke, a smanjenu razinu proteina PMCAL i 2, *p<0,05 u oba slucaja, u uzoraka TLR2KO u odnosu na
kontrolne uzorke. KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog mozga
miseva divljeg tipa.
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5.3.3 Analiza prisutnosti odabranih proteina u mozdanoj kori
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Slika 5.3.9. Reprezentativni prikaz imunodetekcije proteina od interesa u mozdanoj kori; Proteini su
detektirani pomoc¢u kemiluminiscencije i odnosa prema biljegu molekulskih masa (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD, slika u dodatku); Proteini
Np55 165 su detektirani na visini izmedu 50 i 70 kDa, TRAF6 na visini od ~70 kDa, NKA 100 kDa, PMCA1 -
4 izmedu 1001 150 kDa. TLR2KO — uzorak mozdane kore TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak mozdane
kore miseva divljeg tipa.
Koli¢ina odabranih proteina u uzorcima mozdane kore, Np, TRAF6 i ATPaza tipa
P je pokazala promjene u uzorcima TLR2KO u odnosu na kontrolni uzorak u sadrzaju
proteina Np65, NKA te PMCAZ2 i 4 (Slika 5.3.9.). Analiza proteina Np55 i Np65 pokazala
je sli¢nost s trendom izrazaja ovih proteina u hipokampusu TLR2KO miseva (Slika 5.3.9.
Np). Protein Np65 u uzorcima TLR2KO pokazuje povecanu koli¢inu u usporedbi s
kontrolnim uzorkom dok je izrazaj proteina Np55 samo neznatno povecan u 0dnosu na
kontrolni uzorak (Slika 5.3.10. Np). Obrada podataka Mann-Whitney-evim testom je

pokazala statisti¢ki znacajne razlike u razini proteina Np65 (p<0,01) u uzorcima TLR2KO
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u odnosu na kontrolni uzorak. Protein TRAF6 nije odstupao u izrazaju u uzoraka TRL2KO
u usporedbi s kontrolnim uzorkom divljeg tipa (Slika 5.3.9 i Slika 5.3.10. TRAF6).
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Slika 5.3.10. Graficki prikaz analize proteina Np55, Np65 i TRAF6 u mozdanoj kori. Mann-Whitney-ev
test pokazao je statisticki znacajo povecanje sadrzaja proteina Np65 u uzorcima TLR2KO, **p<0,01, u
odnosu na kontrolni uzorak. KO — uzorak mozdane kore TLR2KO miSeva; WT — kontrolni uzorak mozdane
kore miseva divljeg tipa.

Izrazaj ATPaza tipa P je u uzorcima mozdane kore TLR2KO miseva pokazao da se
izrazaj proteina NKA te proteina PMCA2 i 4 razlikuje u usporedbi s kontrolnim uzorkom
divljegatipa (Slika 5.3.9.). U uzorcima TLR2KO, povecani sadrzaj je zabiljeZen za proteine
NKA i PMCA2 (Slika 5.3.11. i Slika 5.3.12. Neuro PMCA), dok je za protein PMCA4
izrazaj smanjen u usporedbi s kontrolnim uzorkom (Slika 5.3.12. PMCA). Statisticka
znacajnost razlika u izrazaju proteina u mozdanoj kori je odredena Mann-Whitney-evim
testom te iznosi p<0,01 za izrazaj proteina NKA i PMCAZ2, a za izrazaj proteina PMCA4

znacajnost utvrdenih razlika u istrazivanih skupina je utvrdena na razini p<0,05.
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Slika 5.3.11. Graficki prikaz analize proteina NKA u moZdanoj kori. Statisticka analiza podataka
Mann-Whitney-evim testom pokazala je statistiCki znaajnu promjenu u izrazaju proteina NKA u
uzorcima TLR2KO u odnosu na kontrolni uzorak **p<0,01. KO — uzorak mozdane kore TLR2KO
miseva; WT — kontrolni uzorak mozdane kore miseva divljeg tipa.
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Slika 5.3.12. Graficki prikaz analize izooblika proteina PMCA u moZdanoj kori. Graficki prikaz
PMCA Cx prikazuje usporedbu ubikvitarnih izoformi PMCA1 i 4 izmedu uzoraka TLR2KO i kontrolnog
uzorka. Grafi¢ki prikaz neuronalne PMCA Cx prikazuje usporedbu neuronalnih izooblika PMCA2 i 3
izmedu uzoraka TLR2KO i kontrolnog uzorka. Mann-Whitney-ev test ukazuje na statisti¢ki znac¢ajno
povecanu razinu proteina PMCA 2, *p<0,05, a smanjenu razinu proteina PMCA 4, **p<0,01 u uzorcima
TLR2KO u odnosu na uzorke kontrolne skupine. KO — uzorak mozdane kore TLR2KO miSeva; WT —
kontrolni uzorak mozdane kore miSeva divljeg tipa.
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5.4 Raspodjelaizabranih proteina u moZzdanom tkivu TLR2KO miSeva

Rezultati analiza metodom Western blot pokazali su razlike u izraZaju odabranih
proteina u tkivnim uzorcima hipokampusa, malog mozga i mozdane kore miSeva s
nedostatkom TRL2 u usporedbi s kontrolnim uzorcima. Daljnja imunohistokemijska
analiza s ciljem utvrdivanja promjena raspodjele proteina u tkivu provedena je u tkivu
hipokampusa i malog mozga. U hipokampusu je pra¢ena promjena u podregijama Cornu
Ammonis, CAl, CA2i CA3, te Gyrus Dentatus, DG. U malom mozgu, praé¢ene su promjene
u molekularnom (ML) i granularnom sloju (GL). Za analizu tkivnih rezova koristeno je
jednostruko 1 viSestruko imunoobiljeZzavanje proteina. Protein NKA je obiljezen
jednostrukim bojanjem te su se jezgre lokalizirale DNA interkaliraju¢om bojom DAPI,
proteini PMCAL i PMCA4 su utvrdeni dvostrukim bojanjem, dok su tkivni prerezi
viSestruko obiljezeni protutijelima reaktivnim na proteine Np55, Np65 1 PMCA?2 te bojom
DAPI. Protutijelo za Np55 prepoznaje oba izooblika te je kumulativno oznacen kao pan-
neuroplastin (pNp). U sljede¢im podnaslovima navedeni TLR2KO i kontrolni uzorci se
odnose na rezove tkiva hipokampusa, malog mozga dobivenih iz miseva TLR2KO genotipa

1 kontrolnih uzoraka miSeva divljeg tipa.

5.4.1 Raspodjela odabranih proteina u tkivu hipokampusa

Pokazana je razlika raspodjele proteina Np55 i Np65 u hipokampusu TLR2KO
zivotinja u usporedbi s kontrolnim uzorcima divljeg tipa. Gledaju¢i hipokampus na
globalnoj razini, divlji tip miSeva ima veci stupanj proteinske zastupljenosti oba izooblika
proteina Np (Slika 5.4.1. A-D), odnosno analizom intenziteta signala u pojedinim regijama
pokazana je manja zastupljenost proteina Np55 i Np65 u svim regijama hipokampusa u
TRL2KO miseva. U regijama CA2 i DG utvrdena je znacajna razlika intenziteta
imunoreaktivnosti usporedbom uzoraka hipokampusa TLR2KO miSeva 1 kontrolnih
zivotinja. Razlika u zastupljenosti pNp proteina u CA2 regiji hipokampusa izmedu
TLR2KO miseva 1 kontrolne skupine miSeva divljeg tipa statisticki je znacajna, **p<0,01
(Slika 5.3.2.), dok je u DG regiji znacajna razlika utvrdena u izrazaju pNp (Slika 5.3.2) i
proteina Np65 (Slika 5.3.3.), *p<0,05. Ostale regije hipokampusa pokazuju takoder
smanjeni intenzitet signala za ove proteine, ali bez statisticki znacajnih razlika (Slika 5.3.2

i 5.3.3.). Ovi rezultati potvrduju rezultate utvrdene metodom Western blot u izraZzaju Np u
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tkivnom homogenatu hipokampusa dobivenom iz TLR2KO miseva i kontrolne skupine

miSeva divljeg tipa.

Slika 5.4.1. Imunoreaktivnost proteina Np55(A-B) i Np65 (C-D) u migjem hipokampusu. Protutijelo
za Np55 protein prepoznaje obje izoforme proteina daju¢i mjeSoviti signal Np55 i 65, takozvani pan-
neuroplastinski (pNp) signal (A i B), dok se Np65 signal razlucuje specifi¢nim protutijelom (C i D). pNp u
hipokampusu: A — pNp signal u hipokampusu TLR2KO mi$eva; B — pNp signal u hipokampusu miseva divljeg
tipa; C — Np65 signal u hipokampusu TLR2KO miseva; D - Np65 signal u hipokampusu miseva divljeg tipa;
Skala - 300; svijetloplavo — DAPI, crveno - Alexa 564; plavo — Alexa 647; Skala - 300 um.
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Slika 5.4.2. Graficki prikaz analize intenziteta signala pNp u pojedinim regijama hipokampusa
TLR2KO Zivotinja i zivotinja divljeg tipa. Smanjenje signala je uoceno u svim regijama hipokampusa,
dok je u regijama CA2 i DG ta razlika bila statisticki znacajna. Mann-Whitney-ev test **p<0,01 i
*p<0,05. KO — uzorak hipokampusa TLR2KO miseva; WT — uzorak hipokampusa miseva divljeg tipa;
CAL - Cornu Ammonis 1; CA2 - Cornu Ammonis 2; CA3 - Cornu Ammonis 3; DG - Gyrus Dentatus.
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Slika 5.4.3. Graficki prikaz analize intenziteta signala Np65 u pojedinim regijama hipokampusa
TLR2KO zivotinja i Zivotinja divljeg tipa. Smanjenje signala je uoceno u TLR2KO miseva u svim
regijama hipokampusa, dok je u regijama CA2 i DG ta razlika bila statisticki znacajna. Mann-Whitney-
ev test *p<0,05. KO — uzorak hipokampusa TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa
miSeva divljeg tipa; CAl - Cornu Ammonis 1; CA2 - Cornu Ammonis 2; CA3 - Cornu Ammonis 3; DG

- Gyrus Dentatus.
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Analiza raspodjele ATPaza tipa P pokazala je da su gotovo svi pripadnici ove obitelji
snizenog izrazaja u TRL2KO miSeva. NKA pokazuje snizen izrazaj u svim regijama
hipokampusa (Slika 5.4.4.A-B), koji medutim nije statisti¢ki znacajan. Kalcijske ATPaze
pokazuju sniZen trend intenziteta signala (Slika 5.4.4.C-H). Ubikvitarna izoforma PMCAL
pokazuje statisti¢ki najznacajnije razlike (Slika 5.4.4. C-D). Statisti¢ki znacajna razlika je
utvrdena Mann-Whitneyevim testom te iznosi **p<0,01 u CALl i *p<0,05 CA2 regiji
hipokampusa. Ubikvitarna izoforma PMCAA4 pokazala je nejednaku raspodjelu signala po
regijama (Slika 5.4.4. G-H). Snizen trend intenziteta signala naden je u regijama CA3 i DG.
Signal u regiji CAl priblizno je jednakog intenziteta kao 1 u kontrolnom uzorku divljega
tipa, a u CA2 regiji zanemarivo je visi u uzoraka TLR2KO u odnosu na kontrolni uzorak.
Neuronalna izoforma PMCA?2 prati trend sniZenja kao ostale ¢lanice obitelji (Slika 5.4.4.
E-F). Pokazano je da je u regiji DG najveca razlika u intenzitetu signala PMCAZ2, gdje je
Mann-Whitney-ev test utvrdio znacajnost od *p<0,05. U regijama CAl i CA2 PMCA2
signal je smanjen u uzorcima TLR2KO u odnosu na kontrolni, dok je CA3 regija pokazala

podjednak intenzitet signala u obje ispitivane skupine.
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Slika 5.4.5. Graficki prikaz analize intenziteta signala NKA u pojedinim regijama hipokampusa.
Smanjenje signala je uoceno u svim regijama hipokampusa bez statisticki znacajnih razlika. KO — uzorak
hipokampusa TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa miSeva divljeg tipa; CAl - Cornu
Ammonis 1; CA2 - Cornu Ammonis 2; CA3 - Cornu Ammonis 3; DG - Gyrus Dentatus.
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Slika 5.4.6. Graficki prikaz analize intenziteta signala PMCAL u pojedinim regijama hipokampusa.
Smanjenje signala je uo¢eno u svim regijama hipokampusa TLR2KO miSeva, dok je za regije CA2 i CA3
Mann-Whitney-ev test pokazao znadajne razlike (**p<0,01) i (*p<0,05). KO — uzorak hipokampusa
TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa miSeva divljeg tipa; CAL - Cornu Ammonis 1; CA2
- Cornu Ammonis 2; CA3 - Cornu Ammonis 3; DG - Gyrus Dentatus.
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Slika 5.4.7. Graficki prikaz analize intenziteta signala PMCA2 u pojedinim regijama hipokampusa.
Smanjenje signala je uofeno u svim regijama hipokampusa, dok je za regiju DG Mann-Whitney-ev test
pokazao znacajne razlike (*p<0,05). KO — uzorak hipokampusa TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak
hipokampusa miSeva divljeg tipa; CAl - Cornu Ammonis 1; CA2 - Cornu Ammonis 2; CA3 - Cornu Ammonis

3; DG - Gyrus Dentatus.
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Slika 5.4.8. Graficki prikaz analize intenziteta signala PMCA4 u pojedinim regijama hipokampusa.
Smanjenje signala je uoceno u svim regijama hipokampusa, CA1, CA3 i DG, dok je u regiji CA2 intenzitet
signala bio ve¢i u uzorcima TLR2KO miseva. KO — uzorak hipokampusa TLR2KO miseva; WT — kontrolni
uzorak hipokampusa miseva divljeg tipa; CA1 - Cornu Ammonis 1; CA2 - Cornu Ammonis 2; CA3 - Cornu
Ammonis 3; DG - Gyrus Dentatus.

5.4.2 Raspodjela odabranih proteina u tkivu malog mozga

Kod analize raspodjele odabranih proteina u tkivu malog mozga, fokus je bio na
analizi molekularnog (ML) i granularnog sloja (GL) cerebelarnog tkiva. Intenzitet Np
signala prati trend snizenog izrazaja za obje izoforme (Slika 5.3.9. A-D). Granularni sloj
malog mozga prati snizeni trend intenziteta signala te je za pNp signal pokazana statisticki
znacajna razlika u granularnom sloju. Znacajnost dobivena Mann-Whitneyevim testom je
*p<0,05 (Slika 5.3.10.). Dendriti Purkinjeovih stanica i aksoni granularnih neurona u
molekularnom sloju pokazali su smanjenu zastupljenost pNp i Np65 intenziteta signala u
uzoraka malog mozga TLR2KO misSeva u usporedbi s kontrolnim uzorkom malog mozga
miSeva divljega tipa. Analiza signala Np65 pokazala je statisticki znacajno smanjen

intenzitet signala u molekularnom sloju (Mann-Whitneyev test, **p<0,01) (Slika 5.4.11.).
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Slika 5.4.9. Imunoreaktivnost proteina Np55 (A-B) i Np65 (C-D) u mi§jem malom mozgu. pNp u malom
mozgu: A - TRL2KO miseva i B - miSeva divljeg tipa. Np65 u malom mozgu: C - TRL2KO miSeva i D -
miseva divljeg tipa; svijetloplavo — DAPI, crveno - Alexa 564; plavo — Alexa 647; Skala - 300 um; Skala -
300 pm.
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Slika 5.4.10. Graficki prikaz analize intenziteta signala pNp u analiziranim slojevima malog mozga.
Smanjenje signala je uo¢eno u svim slojevima malog mozga, dok je u granularnom sloju razlika bila statisticki
znacajna. Mann-Whitney-ev test *p<0,05. KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni

uzorak malog mozga miseva divljeg tipa.
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Slika 5.4.11. Graficki prikaz analize intenziteta signala Np65 u pojedinim slojevima malog mozga.
Smanjenje signala je uoceno u svim slojevima malog mozga, dok je u molekularnom sloju razlika bila
statisticki znacajna. Mann-Whitney-ev test **p<0,01. KO — uzorak malog mozga TLR2KO miSeva; WT —

kontrolni uzorak malog mozga miseva divljeg tipa.
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Analiza raspodjele ATPaza pokazala je razlike u sadrzaju izmedu razlicitih obitelji. Za
NKA je pokazan porast intenziteta signala u uzorcima malog mozga TLR2KO miSeva u
odnosu na kontrolni uzorak miSeva divljega tipa. Razlika je uocljiva u oba ispitivana sloja
malog mozga, dok je u granularnom sloju Mann-Whitney-ev test utvrdio statisticki
znacajnu razliku od **p<0,01 (Slika 5.3.13.). Kalcijske ATPaze pokazuju trend snizenog
izrazaja u analiziranim regijama malog mozga TLR2KO miseva. PMCA1 pokazuje
najdrasti¢nije snizenje u uzrocima malog mozga TLR2KO miseva u odnosu na kontrolni
uzorak miSeva divljeg tipa. Promjena u intenzitetu PMCA 1signala statisticki je znacajna u
promatranim slojevima malog mozga TLR2KO miSeva. Mann-Whitneyev test ukazuje na
znacajnost ****p<(,0001 (Slika 5.3.14.). Za PMCA2 i PMCA4 je uocen snizeni trend
intenziteta signala, ali bez znacajnih razlika izmedu uzoraka malog mozga TLR2KO

miSeva 1 kontrolnih uzoraka miSeva divljeg tipa (Slika 5.3.15.15.3.16.).
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Slika 5.4.13. Graficki prikaz analize intenziteta signala NKA u slojevima malog mozga. Poveéanje
intenziteta signala je uoceno u svim slojevima malog mozga, a statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je Mann-
Whitney-evim testom **p<0,01. KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog

mozga miSeva divljeg tipa.
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Slika 5.4.14. Graficki prikaz analize intenziteta signala NKA u slojevima malog mozga. Smanjen intenzitet
signala je uocen u svim slojevima malog mozga, a statisti¢ki znacajna razlika utvrdena je Mann-Whitney-
evim testom (****p<0,0001). KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog

mozga miSeva divljeg tipa.
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Slika 5.4.15. Graficki prikaz analize intenziteta signala PMCAZ u slojevima malog mozga. Smanjen
intenzitet signala je uocen u svim slojevima malog mozga, ali bez statisti¢ke znacajnosti. KO — uzorak
malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog mozga miseva divljeg tipa.
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Slika 5.4.16. Graficki prikaz analize intenziteta signala PMCAA4 u slojevima malog mozga. Podjednak
intenzitet signala je uogen u svim slojevima malog mozga bez utvrdenih statisti¢ki znac¢ajnih razlika..
KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog mozga miseva divljeg tipa.
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5.5 Regionalni obrazac gangliozidnih vrsta u miSeva s utiSanim genom za TLR2

Gotovo svi ispitivani proteini su membranski, a jedan od ciljeva je definirati povezanost
membranskog smjestaja analiziranih proteina s lipidnim membranskim sastavom, stoga je
ispitan sastav mozdanih gangliozida u TLR2KO zivotinja. Lokalizacija i aktivnost
membranskih proteina ovisi o okoliSu u kojemu se nalaze, stoga utvrdivanje promjena u
sastavu glikosfingolipida koji ¢ine glavne frakcije lipida u lipidnim nanodomenama LR
moze doprinijeti razjaSnjenju razlika u promjena lokalizacije i aktivnosti odredenih
proteina. Nakon izolacije i utvrdivanja gangliozidnih vrsta pristupilo se analizi po
pojedinim regijama. Ovdje prikazujemo rezultate analize gangliozidnog sastava uzoraka
hipokampusa i malog mozga TLR2KO miSeva u usporedbi s kontrolnim uzorcima miseva
divljeg tipa. U uzorcima mozdane kore nije nadena razlika gangliozidnog profila izmedu

TLR2KO i kontrolnih uzoraka miseva divljeg tipa (slika u dodatku).

5.5.1 Promjene gangliozidnog sastava hipokampusa misjeg modela TLR2KO

Gangliozidni profil hipokampusa pokazao se vrlo razlicit u TLR2KO Zivotinja
usporedujuéi s kontrolnim uzorkom hipokampusa Zivotinja divljega tipa. Uoceno je
poveéanje udjela gotovo svih detektiranih gangliozidnih vrsta u uzorku hipokampusa
TLR2KO miseva (Slika 5.5.1.). Ovo poveéanje je dovelo i do promjene u zastupljenosti
pojedinih gangliozidnih vrsta u ukupnom uzorku gangliozida u hipokampusu TLR2KO
miseva, gdje je u usporedbi s uzorkom hipokampusa miseva divljeg tipa uo¢eno smanjenje
u zastupljenosti frakcije GM3, dok su frakcije GD3, GDla i GTIlb pokazale vecu
zastupljenost. Udjeli pojedinih gangliozidnih frakcija prikazani su u tablici 5.5.1. Razlika
u ukupnoj koli¢ini gangliozidnih vrsta u hipokampusu izmedu TLR2KO miseva i miSeva
divljeg tipa je statisticki znacajna (*p<0,05; t-test) Razlike u zastupljenosti pojedinih
gangliozidnih frakcija u hipokampusu su takoder statisti¢ki znacajne izmedu ovih skupina

Zivotinja.
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Tablica 5.5.1. udio pojedinih gangliozidnih vrsta u smjesi gangliozida u uzorcima hipokampusa TLR2KO
miseva i miseva divljeg tipa; KO — uzorci hipokampusa TLR2KO miSeva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa
miseva divljega tipa

FRAKCIJA KO WT
GM3 7,60% 13,25%
GM1 33,26% 33,89%
GD3 8,81% 6,41%
GD1la 19,16% 13,39%
GD1b 17,28% 20,61%
GT1b 13,88% 12,45%

Hipokampus
5 3%x104+
el mm TKO
é WT
5] 4.
o 2x10
(]
=
g
= 1x104-
e
N
=
g
£ o-
KO1-3 KO4-6 GM3 GM1 GD3 GD1a GD1b GT1b

Slika 5.5.1. Reprezentativni prikaz imunokemijskog bojenja gangliozida u hipokampusu TLR2KO miseva i
miSeva divljeg tipa i grafi¢ki prikaz analize pojedinih gangliozidnih frakcija membrana hipokampusa. ST-
standard, TKO- uzroci hipokampusa TLR2KO miSeva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa miseva divljega tipa.

5.5.2 Promjene gangliozidnog sastava malog mozga misjeg modela TLR2KO

U malom mozgu TLR2KO misSeva jednostavne i kompleksne gangliozidne vrste,
GM3, GT1b i GQl1b, pokazuju povecani sadrzaj u odnosu na kontrolne uzorke malog
mozga miseva divljeg tipa. Frakcije, GM1 i GD1la pokazuju smanjenje u uzorcima
TLR2KO usporedujuci s kontrolnim uzorcima, dok je GD1b priblizno jednako zastupljen
u obje grupe. Obzirom na udio u ukupnom sadrzaju gangliozida, najve¢i porast uocen je
kod GQ1b, te nesto manjeg intenziteta porast kod GT1b i najmanje kod GM3. Smanjenje

u ukupnoj smjesi gangliozida najvece je u GD1a frakciji te je vrlo malo u GM1 frakciji.
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Vrijednosti pojedinih gangliozidnih frakcija su prikazane u tablici 5.5.2. Statistic¢ki t-test

pokazao je znacajnu razliku u pojedinim gangliozidnim frakcijama usporedbom ispitivanih

uzoraka (***p<0,001).

Tablica 5.5.2. udio pojedinih gangliozidnih vrsta u smjesi gangliozida u uzorcima malog mozga
TLR2KO mi$eva i miseva divljeg tipa; KO — uzorci malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog

mozga miSeva divljega tipa

FRAKCIJA KO WT

GM3 26,59% 25,50%

GM1 22.95% 23,58%

GD1a 18,24% 22,20%

GD1b 16,09% 16,73%

GT1b 11,14% 9,49%

GQ1b 5,00% 2,51%

Mali mozak
T 2.5%104-
g _ mm TKO
2 2x104- _ = WT
-
5 1.5%104- =
c
-
E  1x104
@
- WT3/4 WT5/6 K01‘/2 KO03/4 KO5/6 .‘.ﬁ 5*103—
| s IEI

£ 00— T T T

GM3 GM1 GD1a GD1b GT1b GQ1b

Slika 5.5.2. Reprezentativni prikaz imunokemijskog bojenja gangliozida u malom mozgu TLR2KO miseva i

miseva divljeg tipa i grafi¢ki prikaz analize pojedinih gangliozidnih frakcija membrana malog mozga. ST-

standard, TKO- uzorci malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog mozga miseva divljega tipa
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5.6 Lokalizacija proteina u membranskom okoliSu i raspodjele unutar lipidnih
nano-domena

Proteini analizirani u ovom istrazivanju su smjesteni u membrani te je provjerena
njihova raspodjela izmedu splavi (LR) i membranskih domena bogatih fosfolipidima
(nLR). Uspjesnost izolacije lipidnih splavi iz hipokampusa, malog mozga i mozdane kore
potvrdena je detekcijom biljega LR (CTB i Thyl) i nLR (TfR) (Slika.5.6.1.) Pokazano je
da aktivnost i funkcija membranskih ATPaza ovise o lipidnom okoli$u u koji su uronjene.
Za protein Np, takoder, je pokazan smjeStaj unutar lipidnih splavi te je zbog navedenih
Cinjenica ispitano dogadaju li se promjene u membranskom smjestaju odabranih proteina u
zivotinja bez proteina TLR2. U sljede¢im podnaslovima navedeni TLR2KO 1i kontrolni
uzorci se odnose na tkivo hipokampusa, malog mozga odnosno mozdane kore izolirane iz

miSeva TLR2KO genotipa 1 kontrolnih uzoraka miseva divljeg tipa.

CTB Thy1 TfR W
Hip .. s “ '- )
- . .-. = TR
- -
Cx —p - =
. . ¥
0 ——
- 1

~— J

Slika 5.6.1. Detekcija biljega LR i nLR; protein Thy1 i gangliozid GM1 su biljezi splavi (frakcije 3 i 4), a
TfR je biljeg ne-splavi (frakcije 9 i 10)

5.6.1 Hipokampus

U membranskim sustavima izoliranima iz tkiva hipokampusa TLR2KO Zivotinja
ustanovljeno je da se izoforme Np55 1 Np65 nalaze u vecoj koli¢ini u domenama LR
nego u uzorcima hipokampusa kontrolne skupine miseva divljeg tipa (Slika 5.5.1.).
Np55 je vecinski smjeSten u domenama nLLR, dok se Np65 gotovo u potpunosti nalazi
u domenama LR. Np65 je statisticki znacajno obilniji u domenama splavi (t-test,

**p<0,01), kao i Np55 protein, iako je za njega znacajnost nesto niza (t-test *p<0,05).

95



LR nLR
TLR2KO WT kDa TLR2KO kDa
*“--n-ﬂi Np65 ...“. .-m

[FREsETEEEEEE <A somzEE :;nug,m

CUT LR DL L L L IvY '-‘......-..ﬁ

.'u.n..nnb-m PMCA2 I 0 0 0 o

e canie s TR

- -

1 PMCA4 L uge  w- 130

Slika 5.6.2. Reprezentativni prikaz kemilumiscencije proteina od interesa u hipokampusu TLR2KO
miseva i miSeva divljeg tipa. LR lipidne splavi; nLR — nesplavi; TLR2KO — uzorak hipokampusa
TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak hipokampusa miseva divljeg tipa.
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Slika 5.6.3. Raspodijela proteina Np55 i Np65 izmedu domena LR i nLR u uzorcima hipokampusaTLR2KO
miseva i miSeva divljeg tipa. (t-test *p<0,05; **p<0,01). KO LR — lipidne splavi hipokampusa TLR2KO
miSeva, KO nLR — ne-splavi hipokampusa TLR2KO miseva, WT LR — lipidne splavi kontrolnog uzorka
hipokampusa miSeva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka hipokampusa miseva divljeg tipa.

Za nekolicinu ATPaza tipa P je takoder utvrdeno da mijenjaju polozaj u membrani.

Izoforme PMCAL i 4 se pojavljuju u vecoj kolic¢ini u domenama nLR nego u kontrolnim

uzorcima (Slika 5.6.4.). PMCA 1 pokazuje povecanu zastupljenost u domenama nLR u

uzorcima hipokampusa TLR2KO miseva (t-test, *p<0,05). PMCA 4 se u kontrolnom
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uzorku hipokampusa miSeva divljeg tipa u zanemarivoj koli¢ini nalazi u domenama nLR,
dok je u uzorcima hipokampusa TLR2KO miSeva koli¢ina PMCA 4 izrazito velika u
domenama nLR (t-test, **p<0,01). Uz razlike izmedu istovjetnih domena, pokazano je da
je raspodjela PMCA 2 i 4 unutar skupine razlicita (Slika 5.5.3-4). Za PMCA 2 je utvrdena
veca razlika u raspodjeli izmedu domena u uzorcima hipokampusa TLR2KO miseva (t-
test, ***p<0,001) u usporedbi s kontrolnim uzorcima hipokampusa miseva divljeg tipa (t-
test, p<0,01), a za PMCA 4 ta razlika u raspodjeli u uzrocima hipokampusa TLR2KO
misSeva je smanjena (t-test, *p<0,05), u odnosu na kontrolni uzorak hipokampusa miseva
divljeg tipa (t-test, **p<0,01). Pokazano je da pozicija NKA i neuronalne izoforme PMCA3
ostaje nepromijenjena usporedujuc¢i uzorak hipokampusa TLR2KO miseva i kontrolni

uzorak hipokampusa miseva divljeg tipa (Slika 5.5.2 1 5.5.4.).

Hip NKA
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Slika 5.6.4. Raspodijela proteina NKA izmedu domena LR i nLR u uzorcima hipokampusa TLR2KO
miseva i miSeva divljeg tipa. KO LR — lipidne splavi hipokampusa TLR2KO miseva, KO nLR — ne-splavi
hipokampusa TLR2KO miseva, WT LR — lipidne splavi kontrolnog uzorka hipokampusa miseva divljeg tipa,
WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka hipokampusa miseva divljeg tipa.
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Slika 5.6.5. Raspodijela proteina PMCA 1 i 4 izmedu domena LR i nLR u uzorcima hipokampusa TLR2KO
miseva i miSeva divljeg tipa. (t- test, *p<0,05; **p<0,01). KO LR - lipidne splavi hipokampusa TLR2KO
miseva, KO nLR — ne-splavi hipokampusa TLR2KO miSeva, WT LR — lipidne splavi kontrolnog uzorka
hipokapusa miseva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka hipokampusa miseva divljeg tipa.
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Slika 5.6.6. Raspodijela proteina PMCA 2 i 3 izmedu domena LR i nLR u uzorcima hipokampusa TLR2KO
miseva i miSeva divljeg tipa WT. (t-test **p<0,01; ***p<0,001). KO LR — lipidne splavi hipokampusa
TLR2KO miSeva, KO nLR — ne-splavi hipokampusa TLR2KO miseva, WT LR — lipidne splavi kontrolnog
uzorka hipokampusa miseva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka hipokampusa miseva
divljeg tipa.
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5.6.2 Mali mozak

U uzorcima maloga mozga utvrdene Su promjene u smjestaju proteina Np (Slika
5.6.7.). Protein Np mijenja svoj polozaj izmedu membranskih domena LR i nLR. Za
izoformu Np55 pokazalo se da LR uzoraka malog mozga TLR2KO u odnosu na kontrolni
uzorak sadrzi manje proteina (t-test **p<0,01). Nadalje, zbog ove razlike dogodila se i
promjena u distribuciji izmedu LR-nLR unutar skupina gdje je manja razlika u uzorku
TLR2KO (*p<0,05) dok je u kontrolnom uzorku razlika veca (t-test, **p<0,01). Slican
obrazac smanjenja uocen je za protein Np65 u domeni LR uzoraka TLR2KO u usporedbi s
kontrolnim uzorcima (t-test, **p<0,01). Podjednake koli¢ine Np65 u domenama LR i nLR
razbijaju asimetricnu podjelu koja se moze uociti u kontrolnom uzorku gdje je veéinski

Np65 u domenama LR (t-test, **p<0,01) (Slika 5.6.8.).
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Slika 5.6.7. Reprezentativni prikaz kemilumiscencije proteina od interesa u malom mozgu. LR
lipidne splavi; nLR — nesplavi; TLR2KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak
malog mozga miseva divljeg tipa
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Slika 5.6.8. Raspodjela proteina N p55 i N p65 izmedu domena LR i nLR u uzorcima malog mozga
TLR2KO miseva i miSeva divljeg tipa WT. t-test *p<0,05; **p<0,01. KO LR - lipidne splavi malog mozga
TLR2KO miSeva, KO nLR — ne-splavi malog mozga TLR2KO miseva, WT LR — lipidne splavi kontrolnog
uzorka malog mozga miseva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka malog mozga miSeva
divljeg tipa.

Kod smjestaja ATPaza tipa P u malom mozgu utvrdeno je nekoliko promjena u
membranskoj lokalizaciji. NKA u uzorcima TLR2KO pokazuje asimetri¢niju podjelu
izmedu LR i nLR domena (t-test, ****p<0,0001) u odnosu na kontrolne uzorke gdje je
asimetricna podjela manjeg opsega (t-test, *p<0,05) (Slika 5.6.9.). Kod PMCA inacica,
pokazalo se da PMCAL, u uzorcima TLR2KO u odnosu na kontrolni uzorak, sadrzi manju
koli¢inu proteina u LR domenama nego Sto je uoceno u kontrolnom uzorku (t-test,
*p<0,05). Uocena je povecana razlika raspodjele proteina u LR i nLR domenama u
uzorcima TLR2KO (p<0,0001) u odnosu na kontrolni uzorak (t-test, ***p<0,001) (Slika
5.6.10.). Za neuronalnu izoformu PMCAZ je, takoder, utvrdena smanjena koli¢ina proteina
u domenama LR uzoraka TLR2KO u odnosu na kontrolni uzorak (t-test ****p<0,0001)
(Slika 5.6.10.). PMCA4 pokazuje povecanje simetricnosti distribucije u uzoraka TLR2KO
dok je ta razlika u kontrolnom uzorku znacajna (t-test ***p<0,001) (Slika 5.6.10).
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Slika 5.6.9. Raspodjela proteina NKA izmedu domena LR i nLR u uzorcima malog mozga TLR2KO
i miSeva divljeg tipa. (t-test, **p<0,01). KO LR — lipidne splavi malog mozga TLR2KO miseva, KO
nLR — ne-splavi malog mozga TLR2KO miseva, WT LR — lipidne splavi malog mozga kontrolnog
uzorka miseva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi malog mozga kontrolnog uzorka miseva divljeg tipa.
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Slika 5.6.10. Raspodjela proteina PMCALI i 4 izmedu domena LR i nLR u uzorcima malog mozga
TLR2KO miseva i miSeva divljeg tipa.(t-test, *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001). KO LR — lipidne splavi
malog mozga TLR2KO miseva, KO nLR — ne-splavi malog mozga TLR2KO miseva, WT LR — lipidne splavi
kontrolnog uzorka malog mozga miseva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka malog mozga
miseva divljeg tipa.
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Slika 5.6.11. Raspodjela proteina PMCA2 i 3 izmedu domena LR i nLR u uzorcima malog mozga
TLR2KO i miseva divljeg tipa. (t-test, ****p<0,0001). KO LR — lipidne splavi malog mozga TLR2KO
miseva, KO nLR — ne-splavi malog mozga TLR2KO miseva, WT LR — lipidne splavi kontrolnog uzorka
malog mozga miseva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka malog mozga miseva divljeg tipa.

5.6.3 Mozdana kora

Membranski polozaj proteina u mozdanoj kori TLR2KO miseva se, takoder,
pokazao promijenjen. Protein Np65 se u vecoj koli¢ini nalazi u domenama LR U moZdanoj
kori TLR2KO miseva u odnosu na kontrolni uzorak mozdane kore miSeva divljeg tipa (t-
test, *p<0,05), dok se kod Np55 razlika izmedu pojedinih domena u mozdanoj kori izmedu
TLR2KO miseva I miSeva divljeg tipa ne uocava. Postoji veca razlika u LR-nLR raspodjeli
u uzorcima mozdane kore TLR2KO miseva (t-test, ****p<0,0001), dok je raspodjela u
kontrolnom uzorku mozdane kore miSeva divljeg tipa nesto niza (t-test, ***p<0,001) (Slika
5.5.9.). Takoder se moZe uociti da je kod obje 1izoforme koli¢ina proteina u LR domenama
u uzorcima mozdane kore TLR2KO miseva veéa nego u kontrolnom uzorku mozdane kore

miSeva divljeg tipa.
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Slika 5.6.12. Reprezentativni prikaz kemilumiscencije proteina od interesa u mozdanoj kori TLR2KO
miseva i miSeva divljeg tipa, LR lipidne splavi; nLR — nesplavi; TLR2KO — uzorak mozdane TLR2KO
miseva; WT — kontrolni uzorak mozdane kore miseva divljeg tipa.
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Slika 5.6.13. Raspodjela proteina Np55 i Np65 izmedu domena LR i nLR u uzorcima mozdane kore
TLR2KO miseva i miseva divljeg tipa. (t-test, *p<0,05,***p<0,001,****p<0,0001). KO LR — lipidne splavi
mozdane kore TLR2KO miSeva, KO nLR — ne-splavi mozdane kore TLR2KO miseva, WT LR — lipidne
splavi kontrolnog uzorka mozdane kore miSeva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka mozdane

kore miseva divljeg tipa.

Raspodjela u membrani pojedinih izooblika ATPaza tipa P je promijenjena na vise

razina. Pokazalo se da je NKA raspodjela izmedu LR i nLR smanjena u uzorcima mozdane

kore TLR2KO u odnosu na kontrolni uzorak mozdane kore miSeva divljeg tipa, gdje je ona

znacajna (t-test, ***p<0,001), a promjena je u korist povecane koli¢ine unutar domena LR

u uzorku korteksa TLR2KO miseva (p<0,01) (Slika 5.5.10.). U obitelji neuronalnih

izoformi PMCA, povecana je koli¢ina proteina u domenama LR, vise za PMCA 2 (t-test,
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**p<0,01), nego za PMCA 3 (t-test, *p<0,05) (Slika 5.5.12). Kod PMCA 1 i 3. uocava se
promjena u globalnoj raspodjeli izmedu domena LR i nLR. PMCA 1 u uzorku korteksa
TLR2KO miSeva je asimetri¢no raspodijeljena (t-test, *p<0,05) za razliku od kontrolnog
uzorka korteksa misSeva divljeg tipa (slika 5.5.11.), dok je kod PMCA 3 raspodjela
asimetri¢nija u mozdanoj kori TLR2KO miseva (t-test, **p<0,01) nego u kontrolnim

uzorcima korteksa miseva divljeg tipa (t-test, *p<0,05) (Slika 5.5.12).
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Slika 5.6.14. Raspodijela proteina NKA izmedu domena LR i nLR u uzorcima mozdane kore TLR2KO
i miSeva divljeg tipa. (t-test, **p<0,01, ***p<0,001). KO LR - lipidne splavi TLR2KO miseva, KO LR
— lipidne splavi mozdane kore TLR2KO mi$eva, KO nLR — ne-splavi mozdane kore TLR2KO miseva,
WT LR - lipidne splavi kontrolnog uzorka mozdane kore miseva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi
kontrolnog uzorka mozdane kore miseva divljeg tipa.
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Slika 5.6.15. Raspodjela proteina PMCAL i 4 izmedu domena LR i nLR u uzorcima mozdane kore
TLR2KO i miseva divljeg tipa. (t-test, **p<0,01). KO LR — lipidne splavi mozdane kore TLR2KO
miseva, KO nLR — ne-splavi mozdane kore TLR2KO miseva, WT LR — lipidne splavi kontrolnog uzorka
mozdane kore miseva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka mozdane kore miseva divljeg
tipa.
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Slika 5.6.16. Raspodijela proteina PMCAZ2 i 3 izmedu domena LR i nLR u uzorcima mozdane kore
TLR2KO i miSeva divljeg tipa. (t-test, *p<0,05; **p<0,01). KO LR — lipidne splavi mozdane kore
TLR2KO miseva, KO nLR — ne-splavi mozdane kore TLR2KO miseva, WT LR — lipidne splavi
kontrolnog uzorka mozdane kore miSeva divljeg tipa, WT nLR — ne-splavi kontrolnog uzorka mozdane
kore miseva divljeg tipa.
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5.7 Aktivnost ATPaza tipa P u homogenatima moZdanih regija Zivotinja s utiSanim
TLR2 genom

Mjerenjem aktivnosti ATPaza provjeren je utjecaj promjene membranske
lokalizacije ATPaza na njezinu funkcionalnost i kapacitet prijenosa iona. Ukupna enzimska
aktivnost podlozna inhibiciji ouabainom je mjerena za NKA, a u slu¢aju PMCA mjerena je

aktivnost podlozna inhibiciji karboksieozinom.

5.7.1 Hipokampus
U homogenatima hipokampusa pokazano je kako aktivnost NKA u uzorcima TLR2KO
miseva ne odstupa od vrijednosti kontrolnog uzorka miSeva divljeg tipa, dok je za aktivnost
PMCA pokazano da je u uzorcima hipokampusa TLR2KO miSeva aktivnost povecana u
odnosu na kontrolni uzorak hipokampusa miseva divljeg tipa za 600% (0,2 vs. 1,3 umol Pi/
(MGproteina /h).
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Slika 5.7.1. Aktivnost NKA i PMCA u homogenatima hipokampusa TLR2KO miseva i kontrolni uzorak
miSeva divljeg tipa (t- test, ** p<0,01). KO — uzorak hipokampusa TLR2KO mi$eva; WT — kontrolni uzorak
hipokampusa miseva divljeg tipa.
5.7.2 Mali mozak
U uzorcima maloga mozga aktivnost NKA bila je bez razlika izmedu ispitivanih
skupina dok je aktivnost PMCA u uzorcima malog mozga TLR2KO miseva za 15% niza

nego u kontrolnom uzorku miseva divljeg tipa, ali bez statisticke znacajnosti.
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Slika 5.6.2. Aktivnost NKA i PMCA u homogenatima malog mozga TLR2KO miseva i miseva divljeg
tipa. KO — uzorak malog mozga TLR2KO miseva; WT — kontrolni uzorak malog mozga miSeva divljeg tipa.

5.7.3 Mozdana kora
Mjerenjem aktivnosti pokazano je da je enzimski obrtaj obje ATPaze promijenjen u
mozdanoj kori TLR2KO miseva. Aktivnost NKA u uzorcima mozdane kore TLR2KO
miSeva je tek na razini 50% aktivnosti kontrolnog uzorka mozdane kore miseva divljeg tipa
s velikom statistickom znacajnoS¢u. Aktivnost PMCA je za 25% snizena u uzorcima
mozdane kore TLR2KO miseva u odnosu na kontrolni uzorak mozdane kore miseva divljeg
tipa.
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Slika 5.6.3. Aktivnost NKA i PMCA u homogenatima malog mozga mozdane kore TLR2KO miseva i
miseva divljeg tipa (t-test, **** p < 0,0001). KO — uzorak mozdane kore TLR2KO miseva; WT — kontrolni
uzorak mozdane kore miseva divljeg tipa.
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Rezultati mjerenja enzimske aktivnosti pokazuju da je PMCA aktivnost osjetljivija
i ovisi o lokalizaciji unutar membranskog okoli$a. Iako je samo u hipokampusu pokazana
statisticki znacajna razlika (t- test, p<0,01) u malom mozgu i mozdanoj kori pad aktivnosti
PMCA od 15% i 25% ne bi trebalo zanemariti s obzirom da je mjerena kumulativna
aktivnost te promjene u aktivnosti jedne inacice mogu imati utjecaj na signalizacijske i
informacijske rute posredovane kalcijem. Aktivnost NKA je najvisSe promijenjena u
mozdanoj kori (p<0,0001), upucujuéi da je doslo do moguéih promjena u ionskom

bazalnom metabolizmu.
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6. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem nacinjena je iscrpna analiza fenotipa membrana u mi§jem modelu
s ugaSenim genom za protein TLR2 te su utvrdene razlike na razini biokemijskih i
molekularnih obiljezja membranskog okolisa. Molekularni aspekti promjena praceni su na
razini sinapse, te su masenom spektrometrijom utvrdene promjene u sinapticCkom miljeu
hipokampusa, malog mozga i mozdane kore koje su ukazale na velike promjene u sastavu
proteina  sinaptickih  spojeva TLR2KO miseva. Metodom Western blot i
imunoobiljezavanjem u homogenatima 1 tkivu je opisan sadrzaj i zastupljenost proteina
membrane, neuroplastina i ATPaza tipa P. Provjereno je i prepisivanje proteina od interesa
na razini mRNA kako bi se opisala stani¢na potreba i obrtaj navedenih proteina. Analizom
raspodjele neuroplastina i ATPaza tipa P unutar membrana zabiljeZene su promjene u
lokalizaciji proteina u membranskim nano-domenama lipidnih splavi. Opisan je
biokemijski aspekt promjena sastava gangliozidnih vrsta koje u mozdanom tkivu ¢ine
najvazniju frakciju glikosfingolipida te su sastavni dio lipidnih splavi. Promjena u
gangliozidnom sastavu odrazava se na lokalizaciju proteina u opisanom membranskom
okolisu. Mjerenjem aktivnosti ATPaza tipa P provjerena je dodatna dimenzija promjena
sastava ATPaza 1 lipidnog okolisa. Svi rezultati ovog rada su prikazani tabli¢no kako bi se
lakSe uocile razlike zabiljezene u membranskim sustavima mozdanog tkiva mi§jeg modela

TLR2KO (Tablica 6.).
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Tablica 6. Skupni opis rezultata svih provedenih analiza u uzorcima mozdanih regija TLR2KO. {, - sniZenje u
odnosu na kontrolni uzorak miseva divljeg tipa; 4 - povecanje u odnosu na kontrolni uzorak miseva divljeg tipa,
0 — bez promjena u odnosu na kontrolni uzorak miseva divljeg tipa, nd — nedefinirano; Hip - hipokampus, Cb —
mali mozak; Cx — mozdana kora; WB - Western blot, IHC — imunohistokemija, LR/nLR — membranska pozicija,
Ea — enzimska aktivnost, GGL — gangliozidni sastav, MS — spektroskopija masa; * - rezultati prikazani u dodatku.

Metoda | Regija | Np55 Np65 | TRAF6 | NKA PM1CA PMZCA PM3CA PM4CA
WB T T 0 T 0 T 0 0
IHC N N nd N 4 Y 0 0

gPCR N2 nd nd 0 nd N nd N)
LR/nL :
R Hip T™/0 T™/0 nd 0/0 o/ 0/0 0/0 o/
Ea 0 T
GGL IGM3 1GD3 1GDla |GDI1b
MS Mijelin, sinapse, PDS, sidrenje vezikula, aksoni, glutamatergicke sinapse.
WB N N T T N Y 0 T
IHC NE N% nd T N% 0 0 0
gPCR ™ M* nd 0 nd ™ nd 0
LR/nL
R Ch 4 /0 4 /0 nd 0/0 4 /0 4 /0 0/0 0/0
Ea 0 0
GGL 1GDla 1GT1b 1GQlb
MS Mijelin, energetski metabolizam, membrane, neuronalne projekcije.
WB 0 T 0 T 0 T 0 N
gPCR N T nd 0 0 J 0 ™
LR/nL
R 0/0 1T/0 nd T/0 0/0 T™/0 /0 0/0/
Ea CX N2 0
GGL 0*
MS Energetski metabolizam, mijelin, sinapse, internodalne regije aksona.
IHC nd nd nd | nd | nd | nd | nd ‘ nd

6.1 Promjene sinaptickog proteoma hipokampusa upuéuju na promjenu ravnoteze

ekscitacijskih i inhibicijskih sinapsi uslijed promjena u integritetu aksonskih

projekcija TLR2KO miSeva

Zabiljezene promjene u sinaptiCkom proteomu hipokampusa TLR2KO miseva

ukazuju na razlike u sinaptickom izgledu, ravnotezi GABAergickih i glutamatergickih

sinapsi te neuronalnim krugovima zbog vjerojatne smanjene koli¢ine mijeliniziranih

aksona. Kako je bioinformatickim alatima utvrdena smanjena zastupljenost proteina u

hipokampusu TLR2KO miSeva mozZzemo pretpostaviti da su promjenjene i odredene
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sinapticke funkcije. Dio proteina promjenjenog izrazaja ukljuéen je u procese razvoja i
diferencijacije neurona. Cendl i Epb41I3 su proteini s veCom zastupljenos¢u u TLR2KO
misSeva U usporedbi s kontrolnim uzorkom miseva divljeg tipa $to upucuje na neurogenezu
i sinaptogenezu u hipokampusu (172). Poznato je da je protein Cendl odgovoran za
neurogenezu pravilnog broja GABAergickih neurona u mozdanoj kori, hipokampusu i
amigdali (172). Povecana koncentracija ovih proteina u hipokampusu TLR2KO miSeva
moze upucivati na promjenu u broju GABAergickih neurona u hipokampusu §to ima za
posljedicu promjenu u ravnotezi izmedu ekscitacijskih (E) i inhibicijskih (I) sinapsi.
Takoder povecanje izrazaja proteina energetskog metabolizma u hipokampusu TLR2KO
miSeva ukazuje na povecane zahtjeve za energijom $to moze biti rezultat sinaptogeneze ili
poveéanog intenziteta visokoenergetskih sintetskih i razvojnih procesa. Proteini eEflal i
za zivCani sustav specifiéni eEfla2 zaduzeni su za regulaciju stani¢nog ciklusa i
diferencijaciju neuronalnih progenitorskih stanica dok se pretpostavlja da su u sinapsama
zaduzZeni za sintezu proteina ukljucenih u odrZavanje sinapticke plasti¢nosti i konsolidaciju
pamcenja (173,174). Njihova smanjena koli¢ina u sinaptiCkom proteomu hipokampusa
TLR2KO miSeva ukazuje na deregulaciju navedenih procesa sinaptiCke plasti¢nosti i
smanjenje kapaciteta osnove za procese ucenja i pamcenja. Dodatne promjene u
organizaciji citoskeleta upucuju na moguée promjene u integritetu neuronalnih projekcija.
Moze se zakljuciti da je integritet citoskeleta aksona narusen u hipokampusu TLR2KO
miseva. Mozemo pretpostaviti da je obzirom na snizenu koli¢inu proteina Actp, Krtl0,
Krt77 u TLR2KO miseva doslo do promjena u metabolizmu, razvoju i integritetu aksonskih
projekcija. Smanjena koli¢ina ovih proteina u TLR2KO miSeva moze ukazivati na krace
projekcije u kojima je sadrzaj citoskeletnih elemenata manji nego $to bi bio u dugim i1
razgranatim projekcijama ili na smanjen broj oligodendrocita koji bi stvarali mijelin i
omogucili integritet aksonskih projekcija. U grupi proteina u funkciji organizacije
citoskeletne grade Dbnl i Rab10 su viSe zastupljeni, dok je Crmp4 (Dpysl3) manje
zastupljen u hipokampusu TLR2KO miSeva. Rab10 je zaduzen za rast aksona i razgranatost
dendriti¢kih projekcija (175,176), dok je Dbn bitna komponenta u usmjeravanju aksona
prilikom rasta (177,178). Protein Crmp4 u sinaptickom okolisu sudjeluje u produljivanju
aksona (179), a u interakciji s Actf organizira citoskelet u rastu¢im aksonima i dendritima
dok njegov izostanak i mutacije u razvoju ziv€anog tkiva rezultiraju patologijama

autisticnog spektra (180). Buduci da je utvrdena i poveéana i smanjena koli¢ina ova tri
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proteina, a obavljaju istu funkciju moguce je da u zrelih neurona imaju kumulativno
djelovanje ili su pak aktivni samo u odredenim populacijama neurona, gdje kod jedne
populacije neurona Dbnl i Rab10 stimuliraju izrastanje aksona dok kod Crmp4 u drugoj
populaciji neurona inhibira iste procese. Promjene u koli¢ini aksonskih elemenata i
njihovih regulatornih ¢imbenika potkrepljuju pretpostavku o promjenama u ravnotezi E/I
sinapsi preko metabolizma citoskeleta aksona te upucuju na promijenjenu mrezu
informacijskih puteva hipokampusa TLR2KO miseva. Uz to TLR2 igra bitnu ulogu u
oligodendrocitima i odrzavanju njihove populacije stoga deregulacija aksona u TLR2KO
miSeva moze biti uzrokovana promjenama u populaciji oligodendrocita 1 statusu
mijelinskog omotaca. Nadalje, protein Gphn je kljucan igra¢ u organizaciji inhibicijskih
sinapsi (39,69,181), te njegova poviSena koli¢ina u uzorcima hipokampusa TLR2KO
miSeva U odnosu na kontrolne uzorke miSeva divljeg tipa upuduje na promjene u
organizaciji GABAergickih sinapsi. U TLR2KO miSeva zabiljezene su uglavnom sniZene
koli¢ine proteina koji su funkcionalno vezani za glutamatergi¢ke sinapse, §to govori u
prilog utjecaja nedostatka TLR2 na specifi¢ne funkcije sinapsi u hipokampalnoj formaciji.
Takoder, proteini SNARE kompleksa, Snap25, sintaksin i septin5 vezikularnog transporta,
sidrenja i otpustanja neurotransmitera govore o deregulaciji vezikularnog metabolizma i
obzirom na smanjen izrazaj ovih proteina u TLR2KO miSeva moze se pretpostaviti kako u
ovom mi§jem modelu postoji poremecaj sinapticke transmisije.. Kako su povecane koli¢ine
GPHN proteina utvrdene u TLR2 mutiranih miSeva, a poznato je da | sinapse reguliraju
otpustanje neurotransmitera iz E sinapse (38,43) postoji moguénost da je povecéan intenzitet
inhibicijskih signala u glutamatergickim sinapsama sto dovodi do promjena u
vezikularnom metabolizmu 1 frekvenciji otpusStanja neurotransmitera te rezultira
smanjenom ekscitacijom u hipokampusu TLR2KO miseva. Uoceno je i da glavni enzim
koji katalizira reakciju nastajanja neurotransmitera Glu iz Gln, glutaminaza GLS, takoder
ima smanjenu zastupljenost u hipokampusu TLR2KO miseva, §to ukazuje da potencijalno
postoje razlike u potrebi neurona za ekscitacijskim neurotransmiterom. Dodatno, utvrdene
su takoder smanjene razine prijenosnika GABA-e, Slc6al u hipokampusu TLR2KO
miSeva, $to moze govoriti o trajanju inhibicijskog signala obzirom na smanjeni klirens
GABA-e. Dodatnu potvrdu o promjenama u glutamatergic¢koj transmisiji u hipokampusu
TLR2KO miseva donosi protein Ly6h, ¢ija je funkcija transport o7 nAChR. Funkcija ovog

proteina u sinapsi je vezana za sinaptogenezu glutamatergickih sinapsi i uspostavljanje
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neuronalnih krugova piramidalnih neurona, te je pokazano da njegovo smanjenje potice
pojacanje amplituda glutamatergickih mEPSC (182). S obzirom na njegovu poviSenu
koli¢inu u hipokampusu TLR2KO zivotinja ocekivano je smanjenje glutamatergicke
sinaptogeneze i samim time glutamatergicke struje posredstvom aktivacije a7 NAChR. Ove
pretpostavke upucuju da bi hipokampus TLR2KO zivotinja mogao biti optereé¢en visSkom I
sinapsi, te da potencijalno dolazi do promjena u normalnim funkcijama hipokampalne
formacije. Kako bi se potvrdila ova pretpostavka valja istraziti u detalje neuronalne
populacije i njihovu povezanost s oligodendrocitima, sinapticku zastupljenost E/I sinapsi
te koja je priroda deregulacije glutamatergicke transmisije i koji je tocan mehanizam koji
dovodi do uoc¢enih sinaptickih promjena. Zakljucno, literaturni navodi govore o ulozi TLR2
u procesu diferencijacije 1 regulacije stani¢nog ciklusa neuronalnih i oligodendrocitnih
progenitorskih stanica mozdane kore, te se postavlja pitanje je li TLR2 protein odgovoran

za odrzavanje 1 integritet projekcija glutamatergic¢kih neurona u hipokampusu.

6.2 Biokemijske i molekularne promjene neuroplastina i ATPaza tipa P ukazuju na
smanjen volumen i reorganizaciju membranskog okolisa u tkivu hipokampusu
TLR2KO miseva

Promjene izrazaja neuroplastina i ATPaza tipa P u misjem modelu TLR2KO
potvrduju na viSe razina da nedostatak TLR2 bitno utjeCe na reorganizaciju unutar
membranskog okolisa u hipokampusu. Western blot metodom utvrdene su povecane
koli¢ine Np55, Np65, NKA i PMCAZ2 proteina u hipokampusu TLR2KO miseva u odnosu
na kontrolni uzorak miseva divljeg tipa, $to je u oprecnosti s nalazima ostale dvije metode
koje su pokazale nizu zastupljenost navedenih proteina u tkivu i na razini prepisivanja
njihovih gena. Ovaj nalaz Western blot metode moze se protumaciti ako se pogledaju slike
tkivnih rezova (Slika 5.3.115.3.4.), gdje se jasno moZe uociti da je hipokampalna formacija
TLR2KO zivotinja izrazito manjeg volumena, nego U kontrolnom uzorku hipokampusa
miSeva divljeg tipa. Iz ovoga proizlazi da je za analizu uzoraka hipokampusa bilo potrebno
nanoSenje vece koli¢ine proteina na gel. Gusto¢a proteinskog uzorka hipokampusa
TLR2KO zivotinja je vjerojatno dovela do povisenog signala u usporedbi s kontrolnim
uzorkom hipokampusa miseva divljeg tipa. Nadalje, sama vrijednost enzimske aktivnosti
za koje je koristena iznova odredena koncentracija proteina je upitna, premda je za
aktivnost PMCA u uzorcima TLR2KO miSeva pokazan porast od 200% u odnosu na uzorke
hipokampusa miseva divljeg tipa. Za raspravu, vodit ¢emo se pretpostavkom da su ovi
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proteini sniZzenog izrazaja u hipokampusu TLR2KO miseva, kako je zabiljezeno
detekcijom proteina u tkivu i na razini mRNA. Smanjeni izrazaj ovih proteina U
hipokampusu TLR2KO miSeva potkrepljuje promjene zabiljezene masenom
spektrometrijom i upucuje na moguée smanjenje broja stanica hipokampalne formacije
modela TLR2KO. Smanjena koli¢ina Np65 proteina u hipokampusu TLR2KO miSeva
ukazuje na smanjen volumen sinaptickog okolisa, u skladu s utvrdenim razlikama u
sinaptickom proteomu i ukazuje na smanjenu zastupljenost sinaptickih lokaliteta Sto
podupire hipotezu o neravnotezi E/I sinapsi u hipokampusu TLR2KO miseva. Takoder,
smanjena koli¢ina Np55/65 proteina kao regulatorne podjedinice PMCA, prati smanjeni
izraza) PMCA1 1 PMCA 2 u tkivu hipokampusa TLR2KO miSeva. Izrazaj Np55 proteina
prati smanjenje PMCA 1 u svim regijama hipokampusa TLR2KO miSeva, s najveCom
znacajnoScu u CA2 regiji, dok je PMCA 1 takoder znacajno smanjena u CA3 regiji. [zraZaj
obje Np izoforme prate znacajno smanjeni izrazaj PMCA 2 u DG regiji hipokampusa
TLR2KO miseva. Ove promjene mogu ukazivati na promjene u trisinaptickom putu
neurona hipokampalne formacije TLR2KO miseva. Pokazano je da neuroplastin u
hipokampusu covjeka lokalizira s neuronima trisinaptiCkog puta, te neuronima
entorinalnog korteksa, te da njegova eliminacija u piramidalnim neuronima hipokampalne
formacije uzrokuje promjene u signalizaciji Ca?* i smanjeni kapacitet obrade podataka u
ovom putu (183). To upucuje na smanjen kapacitet obrade podataka to jest ulazni signal u
podrucje dentatnog girusa TLR2KO miSeva, gdje je uocCena najveca razlika u izraZaju
proteina Np65. Ovi nalazi potkrepljuju nalaze bihevioralnih testova na TLR2KO misevima
koji pokazuju promjene ponasanja kojima upravlja upravo obrada i protok informacija kroz
trisinapticki put, dakle formiranje 1 konsolidiranje u¢enja i pamcenja, prepoznavanje i
obrada osjetilnih podrazaja vizualne 1 auditivne prirode, te snalaZenje u vremenu i prostoru.
Mozemo zakljuciti da obrazac izrazaja proteina u hipokampusu TLR2KO miseva odgovara
promjenama kognitivnih i bihevioralnih funkcija u TLR2KO Zivotinja, S obzirom na
smanjenu koli¢inu sinapsi trisinaptickog puta pracenih izrazajem Np65 proteina. Koli¢ina
proteinskog produkta PMCA u TLR2KO tkivu hipokampusa ide u prilog smanjenoj
transmisiji 1 promjenama u metabolizmu neurotransmiterskin vezikula koje su
najznacajnije u DG regiji. Lokalizacija PMCA u presinaptickim neuronima regulira Ca?*-
ovisno otpustanje neurotransmitera aktiviraju¢i proteine SNARE kompleksa, Munc1-18,

sinaptotagmin i kompleksin, koji su strukturni partneri SNAP25, sintaksina i septina5 ¢ija
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je smanjena koli¢ina potvrdena na razini sinaptickog proteoma u uzorcima TLR2KO
miSeva. Pokazan smanjen izrazaj PMCA?2 takoder upucuje na promjene u zastupljenosti
glutamatergickih sinapsi, ¢ija transmisija ovisi o Ca®* tranzijentima. Naime, PMCA2 u
kompleksima s ionotropnim glutamatnim receptorima regulira trajanje koncentracijskog
gradijenta nastalog povecanjem lokalne koncentracije Ca?*. Moze se zakljuciti da je
koli¢ina PMCA2 dostatna za potrebe odrzavanja Ca?* koncentracijskih gradijenata i
ukazuje na ve¢ spomenutu promjenu ravnoteze E/I sinaptickih lokaliteta u hipokampusu
TLR2KO miSeva. Niska razina proteinskog produkta ubikvitarne neuronalne i astrocitne
kataliticke izoforme NKAal u hipokampusu TLR2KO miseva ide u prilog razlikama
utvrdenima U ranijim istrazivanjima glutamatergickih sinapsi, neuronalnih projekcija i
zastupljenosti u stani¢nim linijama. Promjene na razini genskog produkta mRNA upucuju
na smanjenje razvoja/diferencijacije pojedinih stani¢nih populacija, pa tako smanjenje
NKAw2B2 ukazuje na smanjenu koli¢inu astrocita, dok smanjenje NKAalpl i NKAa3p1
indicira smanjenu zastupljenost neuronalnih populacija. Kako je aktivnost NKA u astrocita
povezana s unosom Glu iz sinapti¢kih pukotina, smanjen izrazaj NKA u tkivu i na genskoj
razini potvrduje promjenu opisane deregulacije glutamatergicke transmisije u hipokampusu
TLR2KO miseva. Smanjeno prepisivanje navedenih gena i koli¢ina njihovog proteinskog
produkta ukazuju na sniZenu stani¢nu potrebu za navedenim proteinima, te da je njihova
zabiljezena koli¢ina dovoljna za odrZavanje sinapti¢kih i1 homeostatskih procesa u

hipokampusu TLR2KO miseva.

Promatramo li promjene u poziciji proteina u membrani i njezinom sastavu
glikosfingolipida uo¢avamo promijenjene dvije jednostavne vrste GD3 i GM3 u ukupnoj
frakciji gangliozida promijenjene u hipokampusu TLR2KO miseva. GD3 i GM3 su
najzastupljeniji gangliozidi tijekom razvoja mozdanog tkiva, te su najveca gangliozidna
frakcija u neuronalnim progenitorskim stanicama (1,184). Osim toga, GD3 je
najzastupljeniji u nezrelim neuronima i astrocitima koji migriraju, te njegovo poveéanje u
ukupnoj frakciji gangliozida potkrepljuje literaturne navode da nedostatak TLR2 uzrokuje
povecanje populacije neuronalnih progenitorskih stanica ili, pak, ukazuje na veliki broj
iznova rastucih aksonskih i dendritickih projekcija. Podatci o promijenjenom metabolizmu
citoskeletnih elemenata u hipokampusu TLR2KO miseva, takoder, potkrepljuju ¢injenicu
0 razli¢itom metabolizmu aksona i/ili dendrita. GM3 gangliozid je povezan s energetskim

metabolizmom, gdje vezanjem inzulinskog receptora omogucuje njegovu internalizaciju i
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smanjeni prijenos signala preko inzulinskog receptora (184). Kako je pokazano da u
hipokampusu TLR2KO miseva postoji povecan izrazaj proteina energetskog metabolizma,
a ukupna koli¢ina GM3 je smanjena, moze se pretpostaviti da je signalna kaskada
inzulinskog receptora aktivna. Izmedu ostalog, biosintetski put kompleksnih gangliozida
kre¢e s GM3. Serija a gangliozida iz GM3 daje GM2, GM1, GD1a, a serija b gangliozida
iz GM3 daje GD3, GD1b i GT1b. Smanjena kolicina GM3 gangliozida moze ukazivati i na
veliku potrebu za kompleksnim gangliozidima a-serije kao $to je zabiljezeno za GDla i
GD3 gangliozidima b-serije. Pad u koli¢ini GT1b gangliozida, pripadnika b-serije, moze
biti posljedica povecane potrebe za njegovim prekursorom GD3. Razlike u koli¢ini
gangliozida utjeCu na sastav lipidnih splavi. GM1, GD1a, GD1b i GT1b su glavne frakcije
gangliozida u splavima (107,168). Unato¢ nepromijenjenoj koli¢ini GM1, moze se

pretpostaviti da su GM1 obogacene splavi nepromijenjene, te da im je integritet o¢uvan uz

v e

imaju razli¢itu zastupljenost u uzorcima hipokampusa TLR2KO miseva, a njihova koli¢ina
je povezana sa specificnim funkcijama proteina. U uzorcima hipokampusa TLR2KO
miSeva utvrdena je povecana zastupljenost Np55 i Np65 u membranskim frakcijama LR,
Sto prati povecanje asimetri¢ne raspodjele PMCA 2. Kompleksi Np-PMCA su stabilizirani
u GM1 splavima i to posebice za Np-PMCA2 (78). Povecana ucestalost Np-PMCA2
kompleksa u splavima hipokampusa TLR2KO miseva rezultat je novonastale razlike u
sinaptickom okoliSu i potencijalno razlike u E/I ravnotezi. PMCALl i PMCA4 su
ubikvitarne izoforme koje su bitne za odrzavanje Ca®* homeostaze kako na neuronima tako
i na glijalnim i progenitorskom stanicama. Njihovo premjestanje iz podrucja lipidnih splavi
u membranu bogatu fosfolipidima u hipokampusu TLR2KO miSeva upucuje da je
membrana u kojoj se nalaze potencijalno manje kompleksna od membrane zrelih
sinaptickih lokaliteta u neuronima. Nadena povecana koncentracija GD3 gangliozida u
hipokampusu TLR2KO miseva upucuje na postojanje veceg broja progenitorskih stanica
ili nediferenciranih stani¢nih projekcija $to moZze objasniti uocenu promjenu u polozaju
PMCAL i4. Migracija stanica, kao 1 izrastanje aksona 1 dendrita te unutarstani¢na dinamika
citoskeleta ovisi o Ca?* ionima, te bi prisutnost ove dvije izoforme PMCA u frakcijama
nLR mogla ukazivati na status izrastanja projekcija. Sumarno, analiza proteina Np i

ATPaza tipa P potkrepljuje rezultate masene spektrometrije koja upucuje na postojanje
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sinaptickog disbalansa, promijenjene neuronalne krugove i moguée opetovano formiranje

aksona zbog nestabilnosti mijelinskog omotaca u hipokampusu TLR2KO miseva.

6.3 Promjene sinaptickog proteoma malog mozga upuéuju na promjenu aksonskih

projekcija TLR2KO miSeva

Masena spektrometrija sinaptickog proteoma malog mozga TLR2KO miseva takoder
upucuje na deregulaciju razvojnih procesa neuronalnih populacija i promjene u aksonskom
i dendritickom sadrzaju. I u malom mozgu, kao prethodno u hipokampusu, uo¢ena je
promjena u metabolizmu citoskeletnih elemenata i mijelinske ovojnice §to odrazava
aksonski metabolizam i integritet. Proteini Actn4, Krt79, CD9, Cend1, Mapt, Mbp, RhoA
I Rtn3 vezani su za aksonske projekcije i njihovo izrastanje. Kako su svi od navedenih
proteina smanjene zastupljenosti u malom mozgu TLR2KO miseva u odnosu na miSeve
divljeg tipa namece se pretpostavka 0 smanjenom broju aksonskih projekcija. Citoskeletni
elementi Actn4, Krt79 i Mapt su osnovne jedinice mikrotubula koji se protezu aksonskim
projekcijama. Kako im je koli¢ina smanjena u malom mozgu TLR2KO miseva moze se
zakljuciti da je odnos sli¢an u hipokampusu, odnosno da postoji problem integriteta aksona
uzrokovan promjenama u statusu mijelinske ovojnice. Proteini CD9 i Mbp su klasi¢ni
proteini oligodendrocita ukljuceni u sintezu mijelinskih ovojnica (185,186). Zakljucak koji
proizlazi iz snizene zastupljenosti ovih proteina u malom mozgu TLR2KO misSeva jest
narusen aksonski integritet te je oligodendrocitna linija uvelike zahvac¢ena nedostatkom
TLR2 proteina. Takoder RhoA 1 Rtn3 proteini su zaduZeni za inhibiciju rasta aksona.
SniZena zastupljenosti moZe generirati signal za opetovanim izrastanjem i stvaranjem novih
aksonskih projekcija. Zanimljivo je uociti da se od rijetkih proteina s poviSenom
zastupljeno$¢u u malom mogu TLR2KO miseva pojavljuje podjedinica Grm1l mGluR.
MGIuR receptori u malom mozgu su pokazani da sudjeluju u stvaranju LTD-a koji potice
sinapticku eliminaciju (187-189). Ocito je postojanje mehanizma koji preko aktivacije
mMGIuR i stvaranja LTD-a potice eliminaciju viska sinapsi. Utvrdeno je i povisenje ATPaze
tipa V koja je zaduzena za zakiseljavanje sinaptickih vezikula. Grm1 i ATPaza tipa V su
dio presinaptickog miljea te moguée imaju ulogu u stvaranju LTD-a. Ostali proteini sa
promijenjim izrazajem vezani su za energetski metabolizam $to je jasna indikacija da su
potrebe za ATP-om smanjene, a kako su utvrdene u sinapti¢kom okruzju mozemo zakljuciti
da je doslo do promjena procesa koji zahtijevaju energiju, poput ATP-om vodene

translokacije iona, smanjene signalne transdukcije koja koristi energijom bogate spojeve i
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organizacijskih dogadaja koji su vodeni utroskom ATP-a. Jedna od podjedinica ATP
sintaze Usmg>5 (Atp5md) je eksprimirana u inzulin-osjetljivim tkivima (190) s$to nastavno
na uocene promjene u inzulinskoj signalizaciji u hipokampusu, takoder moze ukazivati da
je tkivo malog mozga pod povecanim utjecajem inzulinske signalizacije te je sam
energetski metabolizam prilagoden kako bi odgovarao na njegove podrazaje i potrebu za

energijom.

6.4 Biokemijske i molekularne promjene neuroplastina i ATPaza tipa P ukazuju na

reorganizaciju membranskog okolisa u tkivu malog mozga TLR2KO misSeva

Nastavno na proteomsku analizu i zaklju¢ke o promjenama u hipokampusu, U malom
mozgu je uocen isti trend promjena za vecéinu ispitanih proteina. Izrazaj neuroplastina i
PMCAI1 i 2 je snizen dok je izrazaj NKA, PMCA4 i TRAF6 povisen u malom mozgu
TLr2KO miseva. Promjene u izrazaju proteina Np65 ukazuju na smanjenu koli¢inu
sinaptickih lokaliteta u malom mozgu TLR2KO miseva. Manje sinapsi u TLR2KO miseva
odgovara i nalazima proteomske analize i nalazu smanjene koli¢ine aksonskih projekcija.
Osim toga proteini Np55 i Np65 prate po izrazaju svoje najucestalije proteinske partnere
PMCA1 1 PMCA2 §to govori o smanjenoj homeostatskoj kao 1 o sinaptickoj regulaciji
koncentracije Ca?* u malom mozgu TLR2KO miseva. Od proteina s poveéanim izrazajem
valja prokomentirati NKA. Povecana koli¢ina NKA na razini genskog produkta mRNA i
proteina ukazuje na povecanu potrebu odrzavanja ionske homeostaze, stanicnog volumena
1 procesa ukljucenih u sinapticku transmisiju. Izrazaj NKAal utvrden metodom Western
blot upuéuje na povecanje broja stanica ili njihove velicine u malom mozgu TLR2KO
miseva. Podrobnijim promatranjem razine mRNA s obzirom na povecanje u izrazaju
astroglijalnih izoformi mozemo pretpostaviti blagi porast njihove populacije u malom
mozgu TLR2KO miseva u odnosu na ostale stani¢ne linije. S obzirom na sposobnost TLR2
u regulaciji broja progenitorskih stanica moguce je da je jedan njihov dio diferenciran u
astrocite $to neposredno biljezimo povecéanjem NKA specificnim izoformama. Protein
TRAFG6 je biljeg astrogijalnih stanica u kojima igra ulogu u interleukinskoj signalizaciji
(135,191). Kako je uo¢eno povecanje izrazaja proteina TRAF6, moZemo pretpostaviti da
je astrocitna populacija povec¢ana u malom mozgu TLR2KO miseva. Takoder, uo¢eno
imunoobiljezavanjem, protein PMCA4 biljezi porast zastupljenosti u malom mozgu
TLR2KO miSeva §to S obzirom na ubikvitarnost same izoforme mozemo pripisati
astrocitnoj populaciji. Na tkivnim presjecima ¢ini se da je doslo do povecanja izrazaja
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proteina PMCA4 u malom mozgu TLR2K O miSeva, no izraziti intenzitet bojenja dolazi od
nespecificno obojanih stanica mikroglije. Kako bi se izbjeglo krivo tumacenje signala,
ruéno je namjestena granica detekcije intenziteta kako bi se izostavio signal mikroglije u
analizi. Za ostale promatrane proteine najznacajnije promjene U tkivnoj raspodjeli u malom
mozgu TLR2KO miSeva primije¢ene su u podru¢ju granularnih stanica i to za proteine
Np55, NKA i PMCAI, dok je neSto manje zastupljena promjena u dendritickim
projekcijama Purkinjeovih stanica za proteine Np65 i PMCAL. 1z ovoga mozemo zakljuéiti
da je u podrucju granularnog sloja malog mozga TLR2KO miseva moguce povecanje
populacije astrocita koju detektiramo ubikvitarnim Np55-PMCA1 kompleksom i
poveéanom koli¢inom NKA, dok je za molekularni sloj u malom mozgu TLR2KO miseva
karakteristicno smanjenje izrazaja proteina Np65 Kkoji ukazuje na gubitak sinapsi, te
jednako tako kao partner PMCA1l na promjene u regulaciji dinamike Kkalcijevih
koncentracijskih gradijenata. Zanimljivo je da koli¢ina mRNA pNp, Np65 i PMCA2 ne
odgovara koli¢ini proteinskog produkta u malom mozgu TLR2KO miseva, te premda je
rije¢ o sinaptickim proteinima i u proteomskoj analizi zabiljeZena je deregulacija aksonskih
projekcija pretpostavljamo kako je povecana potreba neurona za sinaptickim proteinima,
moguce zbog istovremenog odvijanja procesa LTD-a koji ¢e zavrSiti sinaptickom

eliminacijom.

Takoder utvrdene su promjene u sastavu membrana stanica malog mozga u odsustvu
TLR2. U ukupnoj frakciji gangliozida u malom mozgu TLR2KO miSeva u odnosu na
kontrolne uzorke miseva divljeg tipa uoceno je povecanje kompleksnih gangliozidnih vrsta
GT1b i GQ1b, dok jezastupljenost GD1a smanjena. GT1b je interakcijski partner proteina
Mag te preko njega inhibira izrastanje aksona (192,193), te je jedan od liganada za
receptore TLR2 (149). Njegova povecéana koli¢ina moze sluziti kao membranski signal koji
onemogucuje rast aksona u malom mozgu sto moze objasniti Smanjenu koli¢inu aksonskih
elemenata u proteomu. Kao $to je ve¢ navedeno GD1a i GT1b su u splavima malog mozga
TLR2KO miSeva vezani za funkciju proteina te moZemo pretpostaviti da je u splavima
doslo do promjene u funkcioniranju odredenih proteinskih vrsta. Kako je uocena manja
zastupljenost Np55, Np65 i PMCAL i 2 u splavima, zakljuujemo da je njihova
funkcionalnost u najaktivnijim membranskim regijama malog mozga TLR2KO miseva
smanjena. Naime, uslijed manjeg broja sinapsi doslo je do smanjene prisutnosti sinaptickog
kompleksa Np55/65-PMCA2 u aktivnim regijama membrane. Kompleks Np55/65-
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PMCAI1 takoder ukazuje na promjene u regulaciji kalcijevog metabolizma iako ukupna
aktivnost proteina PMCA ne pokazuje varijacije u malom mozgu TLR2KO miSeva u
odnosu na kontrolni uzorak miseva divljeg tipa. Specifi¢ne funkcije PMCA signalizacije
upucuju na manjak aktivnosti ionotropnih glutamatnih receptora koji su najve¢i izvor Ca?*
tranzijenata. Globalno gledaju¢i sli¢éni mehanizmi koji su doveli do promjena u
hipokampusu prisutni su i u malom mozgu, no kako neuronalni milje nije jednak prilagodba
pojedine mozdane regije dovela je do razli¢itih membranskih fenotipa, zastupljenosti
proteina u membrani i membranskim domenama.
6.5 Promjene sinaptickog proteoma moZdane kore upuéuju na intenzivni

metabolizam i poveéanje obujma neuronalne populacije TLR2KO miSeva

U literaturi je dostupan podatak o pove¢anom broju neurona u pojedinim slojevima
mozdane kore u mi§jem modelu s utiSanim genom za TLR2, ¢ime se moze objasniti veca
zastupljenost vecine proteina analiziranih u ovom istrazivanju usporedbom s kontrolnim
tkivom. Ve¢i izrazaj proteina energetskog metabolizma govori o velikoj potrebi energije u
mozdanoj kori TLR2KO miSeva, §to se moze zakljucCiti na temelju rezultata izrazaja
proteina koji se javljaju u stanju gladovanja poput Bdhl koji prevodi acetoacetat u -
hidroksibutirat ¢iji nizvodni produkti daju energiju u ciklusu limunske kiseline. ZabiljeZzena
je 1 povecana ekspresija kompleksa I respiracijskog lanca, §to moze biti posljedica
poveéanog broja neurona mozdane kore TLR2KO miSeva, te njihovih ogromnih
energetskih zahtjeva za odrzavanje i provodenje sinapticke transmisije veceg intenziteta
nego u hipokampusu i malom mozgu. S druge strane, mozda se radi o mehanizmu za
prezivljavanje i odrzavanje S obzirom na moguc¢nost da je u ostala dva tkiva inzulinska
signalizacija u porastu, $to u konac¢nici moze rezultirati manjkom glukoze i alternativnim
nacinima proizvodnje energije U mozdanom tkivu. Takoder izrazaj proteina Mbp ukazuje
na prekomjernu koli¢inu aksona u mozdanoj kori TLR2KO miSeva u usporedbi s
kontrolnim uzorkom korteksa miseva divljeg tipa, te se moze zakljuciti da je u TLR2KO
modelu povec¢ana umrezenost neurona. Protein Gap43 pokazatelj je stimulacije izrastanja
neuronalnih projekcija (194) sto navodi na zaklju¢ak da je u tkivu mozdane kore TLR2KO
miSeva aktivno izrastanje projekcija neurona i potencijalno povecan intenzitet stvaranja
sinapsi. Pove¢ana koli¢ina proteina Gng7 u mozdanoj kori TLR2KO miseva cija je
lokalizacija iskljuc¢ivo u aksonima i sinapsama podupire ovaj nalaz. Septin5 je razli¢ito

zastupljen u mozdanoj kori TLR2KO miseva u usporedbi s hipokampusom TLR2KO
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miSeva Sto upucuje da je vezikularni transport i sama transmisija pove¢anog obujma U

mozdanoj kori TLR2KO miseva. Ovi podatci potvrduju nalaze predstavljene u literaturi.

6.6 Biokemijske i molekularne promjene neuroplastina i ATPaza tipa P ukazuju na
promjene u dinamici membranskog okolisa u tkivu mozdane kore TLR2KO
misSeva
Za razliku od malog mozga i hipokampusa u mozdanoj kori pojedini analizirani

biljezi pokazuju povecanu zastupljenost na razini proteina. Povecan sadrzaj proteina Np65

u mozdanoj kori TLR2KO miSeva upucuje na povecanje sinaptickih lokaliteta na Sto

ukazuje 1 povecéan izrazaj proteina PMCAZ2. Ovi nalazi potvrduju saznanja o povecanoj

neuronalnoj populaciji u mozdanoj kori TLR2KO miseva. Takoder, koli¢ina proteina NKA
ide u prilog istom zakljucku, jer zahtjevi za odrzavanjem homeostaze postaju mnogo veéi
za vise stanica u populaciji. Medutim, aktivnost NKA snizena je u mozdanoj kori TLR2KO
misSeva u odnosu na kontrolni uzorak korteksa miSeva divljeg tipa, Sto moze biti razlog
promjena u sastavu membrana. Protein PMCA4 kao ubikvitarna izoforma koja je izraZzena

na stanicama ne-neuronalne populacije ukazuje na smanjen broj glijalnih stanica u

mozdanoj kori TLR2KO miseva, zbog diferencijacije progenitorskih stanica u korist

neuronalne populacije. Genski izrazaj Np65 pokazuje povecano prepisivanje i potraznju

neuronalnih stanica u mozdanoj kori TLR2KO miseva $to govori o velikoj potrebi u

sinaptiCkom miljeu. Np55 je snizenog izrazaja §to rezultira manjom pojavnosc¢u ubikvitarne

izoforme koja je zastupljena najveéim dijelom na glijalnim stanicama za koje se
pretpostavlja da imaju manju zastupljenost. PMCA izoforme u mozdanoj kori TLR2KO

miSeva imaju razliit izrazaj mRNA u odnosu na proteinski produkt. Povecanje u

prepisivanju PMCA4 i sniZenje prepisivanja PMCA?2 u mozdanoj kori TLR2KO miSeva

moze biti rezultat povratne sprege. Ostali analizirani proteini u mozdanoj kori TLR2KO

misSeva ne pokazuju razli€it izrazaj od kontrolnih uzoraka korteksa miseva divljeg tipa.

Sto se tie membranskog okolisa, u dodatku je prikazana analiza gangliozidnih vrsta
u mozdanoj kori TLR2K O miseva koja je istovjetna u odnosu na kontrolne uzorke korteksa
miSeva divljeg tipa, te se moze zakljuciti da u TLRKO modelu nema prevelikih promjena
u gangliozidnom 1 lipidnom okoliSu. Proteini Np65, NKA, PMCA2 1 3 pokazuju vecu
zastupljenost u domenama lipidnih splavi u mozdanoj kori TLR2KO miseva sugerirajuci

da je nastupila reorganizacija ponajvise u sinaptickim i neuronalnim membranama o ¢emu

121



govori promjena pozicije proteina Np65 i PMCA 2 1 3. Ovaj rezultat ukazuje na povecan
broj kontaktnih mjesta izmedu neurona i na povecanje umrezenosti u regiji mozdane kore

TLR2KO miseva.

Skupno, razlike uoc¢ene u hipokampusu TLR2K O miseva sugeriraju da niz dogadaja
tijekom razvitka mozdane kore smanjuje migraciju progenitorskih stanica u podrucje
hipokampalne formacije, §to objasnjava promjenu u stani¢nom volumenu hipokampusa.
Osim toga, promjene uo¢ene u hipokampusu i malom mozguu TLR2KO mi$eva sugeriraju
na promijenjen fenotip neurona, te da manjak dugih aksonskih projekcija moze ukazivati
na povecanu interneuronalnu umrezenost ove dvije regije. Opisane promjene u mozdanoj
kori TLR2KO miseva potkrepljuju ve¢ opisane nalaze u literaturi. Zaklju¢no, u misjem
modelu s nedostatkom TLR2 nadene su znacajne razlike na razini sinaptoproteomske,
transkriptomske i proteinske analize koje ukazuju na dosad nedovoljno opisane uloge
TLR2 u mozgu. Rezultati rada potvrdili su hipotezu o o¢ekivanom utjecaju nedostatka
transmembranskog receptora TLR2 u mozdanom tkivu posebice na proteinske sustave
ukljuc¢ene u neuroplasti¢nost i membranski prijenos iona. Takoder, rad je otvorio posve
nova istrazivacka pitanja na koja vrijedi odgovoriti u svrhu rasvjetljavanja funkcija TLR2
u mozdanom tkivu sisavaca. Predlozeni novi smjerovi istrazivanja trebali bi obuhvatiti: a)
sustavno utvrdivanje specifi¢nosti citoarhitektonskog i prostorno-vremenskog izrazaja
TLR2 u mozgu; b) dokazivanje utjecaja TLR2 na odrZavanje ionske homeostaze
primjenom elektrofizioloS§kih metoda 1 prac¢enja transporta kalcijevih iona; c¢) detaljnu
analizu bihevioralnih karakteristika misjeg modela TLR2KO; d) istrazivanje utjecaja spola
na razvojnu i funkcionalnu ekspresiju TLR2 u mozgu zdravih jedinki, kao i vjerojatne
spolno-vezane razlike u promjenama proteinskih sustava uzrokovanih nedostatkom TLR2,

opazenima i analiziranima u ovome radu.
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7. ZAKLJUCCI

Istrazivanjem je potvrdena hipoteza da nedostatak proteina TLR2 utjece na izrazenost
neuroplastina i ATPaza tipa P kao i na promjene u sastavu membrane i submembranskom

smjestaju navedenih proteina. Stoga su zakljucci istrazivanja sljedeci:

I. U sinapti¢kom proteomu hipokampusa i malog mozga zivotinja s ugaSenim
genom za TLR2 nadene su promjene u zastupljenosti proteina koje upucuju na
deregulaciju aksona, mijelinske ovojnice i aksonskih zavrSetaka, promjene u
glutamatergickoj 1 GABAergickoj transmisiji te varijacije u energetskom
metabolizmu.

Il. IzrazZenost proteina neuroplastina i ATPAza tipa P je smanjena u mozgu miseva
s ugaSenim genom za TLR2 u odnosu na miseve divljeg tipa §to potkrepljuje nalaze
sinapto-proteomske analize masenom spektrometrijom, i vjerojatno je povezana s
manjim brojem sinapsi unutar analiziranih regija.

1. Smanjeni tkivni izrazaj neuroplastina i PMCA u misjem modelu TLR2KO
upucuje na promjene u regulaciji kalcijevog metabolizma i zastupljenosti sinaptickih
struktura u svim ispitanim regijama hipokampalne formacije i malog mozga.

IV. Razlike u zastupljenosti pojedinih gangliozidnih vrsta u hipokampusu i malom
mozgu miSeva TLR2KO ukazuju na varijacije sastava membranskog okoliSa.
Povecanje udjela frakcija jednostavnih gangliozida u hipokampusu Zzivotinja s
ugaSenim genom za TLR2 ukazuje na vjerojatnu aktivaciju proliferativnih procesa u
tkivu hipokampusa, dok poveéanje udjela kompleksnih vrsta u tkivu malog mozga
moze biti povezano s poremeéenim transportom kalcijevih iona.

V. Povecana zastupljenost neuroplastina u lipidnim splavima hipokampusa zivotinja
s ugaSenim genom za TLR2 upucuje na promjene u sinaptickom okolisu, dok smjestaj
ATPaza tipa P u manje kompleksne lipidne domene (ne-splavi) podupire nalaze o
utjecaju nedostatka TLR2 na citoarhitektoniku. U nedostatku TLR2, smanjena
zastupljenost proteina od interesa u regijama lipidnih splavi u malom mozgu upucuje

na smanjenju koli¢inu sinaptickih lokaliteta.
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8. SAZETAK

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da receptor slican Toll-u 2 (TLR2) u mozgu
sisavaca sudjeluje u neuroinflamaciji dok tijekom razvoja utjece na proliferacijski i
diferencijacijski status progenitorskih stanica. Cilj ovog rada je bio utvrditi utjecaj
nedostatka TLR2 na izrazaj proteina ukljucenih u sinapticku plasticnost (neuroplastin) i
membranski prijenos iona (ATPaze tipa P) u miSjem mozgu. Provedena je analiza
sinaptickog proteoma, genske i proteinske ekspresije navedenih proteina, njihovog tkivnog
1 membranskog smjestaja, utvrden je gangliozidom i odredena kataliticka aktivnost ATPaza
u uzorcima mozdane kore, hipokampusa i malog mozga misjeg modela s nedostatkom
TLR2 u usporedbi s kontrolnim tkivom. Rezultati su pokazali da je nedostatak TLR2 u
misjem mozgu povezan s: a) znacajnim promjenama sinaptickog proteoma, posebice
zastupljenosti proteina nuznih za regulaciju aksonskih projekcija i mijelinizacije,
glutamatergicke transmisije i energetskog metabolizma; b) manjim izrazajem neuroplastina
u hipokampusu i malom mozgu $to vjerojatno ukazuje na smanjenje broja sinapsi, dok
utvrdena koli¢ina ATPaza tipa P upucuje na manji broj sinapsi hipokampusa i povecéani
broj astrocita u malom mozgu; c) veéim izrazajem i katalitickom aktivno§éu membranske
kalcijeve ATPaze u hipokampusu, Sto govori u prilog poremecenog transporta kalcijevih
iona; d) ve¢im udjelom jednostavnog gangliozida GD3 u hipokampusu te ve¢im udjelom
slozenih gangliozida GT1b i GQ1b u malom mozgu, Sto moze odrazavati promjenu
membranske homeostaze i poremecene specifiéne membranske procese poput proliferacije
i ionskog transporta. Zaklju¢no, u ovom radu je dokazano da nedostatak TLR2 u misjem
mozgu utjeCe na izrazaj i funkciju membranskih sustava neophodnih za sinapticku
plasti¢nost i ionski transport, §to predstavlja temelj za daljnje istrazivanje novih uloga

TLR2 u mozdanom tkivu sisavaca.
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9. ABSTRACT

Influence of Toll-like receptor 2 deficiency on neuroplastin and ATPases expression

in mouse brain, 2023.
Mario Stojanovi¢, Ms Mol.Biol.

Previous studies have shown that roles of Toll-like receptor 2 (TLR2) in mammalian brain
encompass its involvement in neuroinflammation and neurodevelopmental processes such
as proliferation and differentiation of neuronal progenitor cells. The aim of this study was
to determine whether lack of TLR2 influences on the expression of proteins which
participate in synaptic plasticity (neuroplastin) and membrane ion transport (P-type
ATPases) in mouse brain. The variations of the synaptic proteome, gene and protein
expression of neuroplastin and P-type ATPases as well as their tissue and membrane
localization, ATPases catalytic activity, and gangliosidome were analyzed in the tissue
samples of cortex, hippocampus, and cerebellum derived from mouse model lacking TLR2
in comparison to control tissue. Results demonstrate that the lack of TLR2 is associated
with: a) adjustments in the synaptic proteome related markedly to protein systems involved
in regulation of axon projections and myelinization, glutamatergic transmission, and energy
metabolism; b) lower expression of neuroplastin in the hippocampus and cerebellum
indicating potential loss of synapses, while detected variable content of P-type ATPases
may suggest reduced number of synapses in the hippocampus and increased number of
astrocytes in the cerebellum; c) higher expression and increased catalytic activity of plasma
membrane calcium ATPase in hippocampus arguing for deranged calcium transport; d)
increased ratio of simple ganglioside specie GD3 in the hippocampus and complex
gangliosides GT1b and GQ1b in the cerebellum which may reflect alteration of membrane
homeostasis and specific membrane functions such as proliferation and ion transport. In
conclusion, presented findings reveal that the lack of TLR2 in mouse brain effects on the
expression and function of membrane systems essential for synaptic plasticity and ion
transport, opening new avenues for investigation of yet undescribed roles of TLR2 in the

mammalian brain.
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Slika 12.1. Graficki prikaz rezultata prepisivanja mRNA za protein Np65 u malom mozgu
i mozdanoj kori. DT — divlji tip, KO — TLR2KO

Slika 12.2. Reprezentativni prikaz analize gangliozida mozdane kore metodom po
Svenerholmu. Uzorci 1-3 — TLR2KO, uzorci 4-6 — kontrolni uzorak divljeg tipa



