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1. UVOD


Neuroplastin (np) je transmembranski glikoprotein iz porodice imunoglobulina (Langnaese i sur.-1997) koji se pojavljuje u dvije izoforme, neuroplastin-65  i neuroplastin-55, ranije poznate kao gp65 i gp55 (Wilson i sur.-1996). Neuroplastin sadrži ekstracelularne domene (np65 tri Ig domene, a np55 dvije Ig domene) kojima ostvaruje intermolekularne i međustanične interakcije i zato ga ubrajamo u veliku skupinu molekula stanične adhezije (CAM, prema engl. cell adhesion molecule) (Benson i sur.-2000).
Prisutan je u mnogim sinaptičkim membranama i postsinaptičkim zadebljanjima. U mišjem mozgu np65 uglavnom se nalazi u moždanoj kori i hipokampusu, dok np55 ima širu distribuciju s najvećom koncentracijom u malom mozgu (Hill i sur.-1988). Postoje razlike u distribuciji neuroplastina između mišjeg i ljudskog mozga. U potonjem je np65 dominantno prisutan u malom mozgu gdje također nalazimo nižu koncentraciju np55 nego u malom mozgu miša (Bernstein i sur.-2007). Funkcija neuroplastina predmet je brojnih istraživanja. Danas je poznato da np65 stupa u homofilne interakcije zbog čega je značajan za staničnu adheziju (Owczarek i sur.-2010), te dosadašnji podaci upućuju na njegovu ulogu u dugoročnim sinaptičkim promjenama (Smalla i sur.-2000),  razvoju i održavanju normalnih sinaptičkih veza u malom mozgu (Marzban i sur.-2003), kontroli ekspresije glutamatnih receptora i time utjecanju na plastičnost ekscitatornih hipokampalnih sinapsi (Empson i sur.-2006), genetičkoj predispoziciji za shizofreniju (Saito i sur.-2007) i drugom. Manje jasna uloga np55 rasvjetljena je nedavno primjenom rendgenske kristalografske analize koja je pokazala da se ektodomena neuroplastina-55 veže za receptor čimbenika rasta fibroblasta 1 (FGFR1, prema engl. fibroblast growth factor receptor 1) što uzrokuje aktivaciju FGFR1 i povećanje koncentracije kalcijevih iona u sinapsi (Owczarek i sur.-2010) (Slika 1). Stoga se smatra da su i signalni putovi potaknuti s np55 uključeni u održavanje sinaptičke plastičnosti in vivo.
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Slika 1. Prikaz strukture ektodomene neuroplastina-55 koja se veže za receptor čimbenika rasta fibroblasta 1. (Preuzeto s javno dostupne mrežne stranice RCSB Protein data bank, pristupni kod proteina 2WV3; prema Owczarek i sur.-2010)

Transmembranski glikoproteini ugrađeni su u specijalizirane membranske mikrodomene zvane lipidne splavi. Lipidne splavi su visoko-organizirane strukture staničnih membrana koje se sastoje od kolesterola, glikosfingolipida i specifičnih proteina (Pike-2004). Dokazano je da lipidne splavi sudjeluju u procesu prijenosa signala i da su uključene u patogenezu nekih neurodegenerativnih oboljenja (Simons i Toomre-2000; Fantini i sur.-2002). Gangliozidi su glikosfingolipidi koji se sastoje od ceramida, oligosaharida i jedne ili više sijalinskih kiselina vezanih za oligosaharid (Sonnino i sur.-2007). Posebnost je gangliozida da ih nalazimo pretežno u membranama živčanih stanica gdje čine 6% svih lipida. Za gangliozide je karakteristična raspodjela ovisna o dobi i regiji mozga, te se mogu koristiti kao biljezi razvojnih faza. Specifični gangliozidi stupaju u interakcije s transmembranskim receptorima i provoditeljima signala koji su ključni za staničnu adheziju i signalizaciju sa svrhom reguliranja staničnog rasta, proliferacije, diferencijacije i apoptoze (Zhang i Kiechle-2004). Također su bitni u interakcijama između stanica i izvanstaničnog matriksa, međustaničnim interakcijama te interakcijama između stanica i drugih molekula. Primjerice, vezanje MAG (prema engl. myelin associated glycoprotein) i gangliozida osigurava optimalnu interakciju između aksona i mijelina, pojačava dugoročnu stabilnost veze aksona i mijelina i inhibira aksonsko izrastanje nakon ozljede (Schnaar i Lopez-2009), dok nedostatak određenih gangliozida dovodi do neurodegeneracije putem pojačane aktivacije sustava komplementa i posljedične upale (Ohmi i sur.-2009). 
Za proučavanje bioloških uloga gangliozida i utjecaja manjka gangliozida na fiziobiološke procese koriste se miševi kojima su izbačeni određeni geni koji sudjeluju u biološkoj sintezi gangliozida (Schnaar-2005). Mišjem Siat8a modelu izbačen je Siat8a gen koji kodira enzim CMP-NeuAc:GM3 α2,8-sijaliltransferazu (GD3-sintazu), stoga ti miševi ne sintetiziraju b-seriju gangliozida (Slika 2). Fenotip miševa Siat8a je gotovo normalan, no starenjem pokazuju sklonost neuropatijama. Mišjem Galgt1 modelu izbačen je Galgt1 gen koji kodira enzim UDP-GalNAc:GM3 β-N-acetilgalaktozaminiltransferazu (GM2/GD2-sintazu), stoga ti miševi sintetiziraju samo gangliozide GM3 i GD3 (Slika 2). Starenjem pokazuju deficite u refleksima, snazi, koordinaciji i ravnoteži, te aksonalnu degeneraciju, demijelinizaciju, sklonost konvulzijama i poremećenu spermatogenezu.
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Slika 2. Biosinteza gangliozida. Uokvireni su najzastupljeniji gangliozidi u mozgu sisavaca. Crveno su označeni enzimi koje kodiraju izbačeni geni kod pojedinog modela, te je dvostrukom linijom označen blok u sintezi. Nazivlje pojedinih gangliozidnih vrsta u skladu je s prihvaćenom nomenklaturom (Svennerholm-1980).
Proučavanje opisanih mišjih modela s nedostatnom sintezom pojedinih gangliozida ukazalo je na ulogu ovih lipidnih molekula u sazrijevanju i finoj modulaciji funkcija živčanih stanica. Tu ulogu gangliozida potvrđuje i opisana značajna povezanost lipidnog sastava membrane neurona s funkcijom nekih transmembranskih proteina s kojima ti lipidi stupaju u interakciju, primjerice kolesterola i sfingolipida s acetilkolinskim i serotoninskim receptorima (Fantini i Barrantes-2009). Stoga su navedeni mišji modeli zasigurno korisni i za ispitivanje potencijalnih učinaka nedostatne gangliozidne sinteze na metabolizam i funkcije drugih sastojaka staničnih membrana, a pogotovo transmembranskih adhezivnih proteina kao što je neuroplastin, čiji metabolizam, funkcija i različiti signalni putovi kojima je reguliran njegov izražaj još uvijek nisu dovoljno istraženi.
2. HIPOTEZA
Fizikalno-kemijska promjena sastava stanične membrane kao posljedica nedostatne sinteze gangliozida može utjecati na funkcije specifičnih membranskih proteina. Naša je hipoteza da se u moždanom tkivu mišjih modela s izbačenim genima za GD3-sintazu i GM2/GD2-sintazu mijenja izražaj gena za transmembranski glikoprotein neuroplastin, koji je kao molekula stanične adhezije važan za regulaciju sinaptičke plastičnosti.

3. OPĆI CILJ I SPECIFIČNI CILJEVI RADA
Opći cilj rada je ispitati izražaj gena za neuroplastin u moždanom tkivu dvaju mišjih modela s nedostatnom sintezom gangliozida.

Specifični ciljevi rada:

1. Analizirati izražaj gena za neuroplastin u tkivu hipokampusa i maloga mozga Siat8a i Galgt1 miševa, primjenom metode kvantitativne lančane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (qRT-PCR).

2. Analizirati sadržaj i sastav gangliozida moždanog tkiva Siat8a i Galgt1 miševa, primjenom kvantitativnih i kvalitativnih biokemijskih metoda.

4. MATERIJAL I METODE

4.1. Materijal


Kao materijal za istraživanje korišteni su tkivni uzorci dva mišja modela – Siat8a i Galgt1. Njima je u genomu inaktiviran gen za enzime u sintezi gangliozida i to za GD3-sintazu kod Siat8a modela te GM2/GD2-sintazu kod Galgt1 modela (takozvani knockout modeli, KO). Mišji modeli su podrijetlom iz SAD-a, The Scripps Research Institute, La Jolla, California, Consortium for Functional Glycomics, a u Hrvatskoj se uzgajaju na Medicinskom fakultetu u Osijeku (suradnja s prof. dr. Marijom Heffer, Zavod za biologiju, Medicinski fakultet Sveučilišta Josip Juraj Strossmayer u Osijeku). Uz mišje KO modele korišteni su kontrolni uzorci miševa divljeg tipa (WT) koji su s odgovarajućim mišjim modelom usporedivi po dobi, spolu i uvjetima života do trenutka žrtvovanja.  Istraživanje je provedeno na 3 Siat8a KO i 3 WT miša (mužjaci u dobi od 5 mjeseci), te 5 Galgt1 KO i 5 WT miševa (mužjaci u dobi od 3 mjeseca).
Žrtvovanje životinja je provedeno u skladu s propisima o postupanju s laboratorijskim životinjama i uz dozvolu Etičkog povjerenstva. Nakon žrtvovanja, pristupilo se neuroanatomskoj disekciji kojom su izolirane regije hipokampusa i malog mozga. Uzorci hipokampusa i malog mozga dalje su korišteni za izolaciju RNA i analizu genskog izražaja, a ostatak moždanog tkiva za izolaciju i kvalitativno-kvantitativnu analizu gangliozida. 

4.2. Metode

4.2.1. Analiza genskog izražaja metodom kvantitativnog PCR u stvarnom vremenu 


Uzorci hipokampusa i malog mozga Siat8a KO i WT, te Galgt1 KO modela i WT kontrola korišteni su za određivanje genskog izražaja neuroplastina pomoću metode kvantitativnog PCR u realnom vremenu (qRT-PCR).


Izolacija RNA je prvi korak u pripremi uzoraka i učinjena je prema uputama proizvođača uz pomoć komercijalno dostupnog reagensa, TRI Reagent ®Solution RNA/DNA/Protein Isolation Reagent (Applied Biosystems, Cat#AM9738). Izolirana RNA otopljena je u destiliranoj vodi tretiranoj s dietil-pirokarbonatom (DEPC-voda) kako bi se inhibiralo degradirajuće djelovanje ribonukleaza. Vodena otopina RNA korištena je za spektrofotometrijsko određivanje koncentracije RNA (UV-Vis spektrofotometar Nanodrop ND 1000, Thermo Scientific), i za analizu kvalitete RNA (uređaj Agilent Bioanalyzer 2100, koristeći Agilent RNA 6000 Nano Kit, proizvođač Agilent Technologies). Konačno su od izoliranih uzoraka RNA pripremljeni uzorci cDNA za qRT-PCR.


Tretiranje deoksiribonukleazom I svakog uzorka RNA se provodi kako bi se razgradila svaka zaostala DNA nakon izolacije RNA iz uzoraka i time osiguralo umnažanje isključivo cDNA dobivene iz RNA uzoraka. Korištena je Dnase I Amplification Grade (proizvođač SIGMA, product code AMP-D1), a u postupku se slijedio dobiveni protokol pripreme RNA za qRT-PCR.


Sinteza cDNA od svakog uzorka RNA, prethodno tretirane deoksiribonukleazom, izvedena je pomoću High Capacity RNA-to-cDNA Kit-a prema protokolu proizvođača (Applied Biosystems, product P/N 4387406).


Početnice korištene u amplifikaciji uzoraka cDNA za neuroplastin pomoću qRT-PCR dizajnirane su u Laboratoriju za molekularnu neurobiologiju i neurokemiju Hrvatskog instituta za istraživanje mozga pomoću mrežnih programa na stranicama Roche Applied Science-a. Svojstva i kompatibilnost početnica provjereni su pomoću dostupnih programa Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) i Oligonucleotide properties calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html). Kao endogena kontrola korišten je gen za 18S rRNA (Gutala i Reddy-2004). Sve početnice sintetizirane su u tvrtki Invitrogen. Slijed početnica naveden je u Tablici 1.
Tablica 1. Slijedovi početnica korišteni za analizu genskog izražaja metodom qRT-PCR.
	GEN
	5'-3' slijed početnice
	3'-5' slijed početnice

	NEUROPLASTIN
	TCTCGCTCTTGCTGGTCTCT
	TGGTGACAATTCTTGGTTCG

	18S rRNA
	CGCCGCTAGAGGTGAAATTC
	TTGGCAAATGCTTTCGCTC


Kvantitativni PCR u stvarnom vremenu. Amplifikacijom prepisanih RNA uzoraka pomoću qRT-PCR i dodatkom početnica za gen neuroplastin, relativno je kvantificiran genski izražaj neuroplastina u uzorcima hipokampusa i malog mozga mišjih KO modela Siat8a i Galgt1 te njihovih WT kontrola.


Reakcijska smjesa svakog uzorka sadrži:

a) cDNA tj. prepisanu RNA uzorka (prema prethodno opisanim postupcima), 

b) početnice za gen koji želimo prepisati – neuroplastin, 

c) SYBR® Green PCR Master Mix, proizvođač Applied Biosystems, Part No.:4309155 te 

d) destiliranu vodu do ukupnog volumena od 25 µL. 

SYBR® Green PCR Master Mix sadrži SYBR Green 1 Dye, AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, dNTPs i dUTP, Passive Reference 1, i pufer optimiziranog sastava za cDNA amplifikaciju.


Količina amplificirane cDNA u svakom uzorku je određena pomoću spektrofotometrijskog mjerenja intenziteta fluorescencije SYBR Green 1 Dye. Fluorescencija ove boje je omogućena njezinim vezanjem za dvostruku uzvojnicu DNA, a kako je amplifikacija i posljedično stvaranje dvostruke DNA uzvojnice omogućeno samo za određenu cDNA koja ima prisutne početnice za svoju amplifikaciju u reakcijskoj smjesi, tako je intenzitet fluorescencije boje proporcionalan količini amplificirane cDNA za neuroplastin tj. njezinoj količini u pojedinom uzorku.


Dobiveni podatci o intenzitetu fluorescencije tj. količini prisutne cDNA za neuroplastin izračunati su prema standardnoj cDNA krivulji. Reakcijska smjesa za standardnu cDNA sastoji se od cDNA iz svih istraživanih tkiva oba mišja modela te je metodom razrjeđivanja omogućen raspon koncentracija 6 različitih standarda cDNA. Kao endogena kontrola poslužio je gen za 18S rRNA, u svrhu provjere kvalitete uzoraka te aproksimacije rezultata za različite životinje.  Pripremljene reakcijske smjese podvrgnute su amplifikaciji pri sljedećim reakcijskim uvjetima: 1 ciklus na 95°C u trajanju od 10 minuta; 40 ciklusa koji uključuju 15 sekundi na 95°C i 1 minutu na 60 °C. Za amplifikaciju i detekciju korišten je uređaj ABI Prism 7000 Sequence Detection System, prema programu ABI Prism 7000 SDS Software.


Provjera kvalitete amplificiranog cDNA uzorka provedena je na nekoliko nasumce izabranih uzoraka pomoću elektroforeze. Za elektroforezu je korišten gel Poly NAT - 6% Poly(NAT)® Wide Mini S-2x25 Ready-to-Use Gels, proizvođač Elchrom Scientific, P/N 3048; elektroforeza je rađena prema Elchrom Scientific protokolu.

            Statistička analiza. Korištena je apsolutna kvantifikacija pomoću standardne krivulje (Absolute standard curve, User bulletin #2, Applied Biosystems 2001). Ukratko, izračunate su srednje vrijednosti količina transkripata analiziranih gena za sve tehničke (duplikati i triplikati) i biološke replike. Vrijednosti dobivene za neuroplastin normalizirane su na vrijednosti za endogenu kontrolu za svaku biološku repliku, te je nasumično odabran  kalibrator za sve dobivene vrijednosti. Razina statističke značajnosti određena je Student t-testom u sklopu Microsoft Office Excela - podatci su prikazani kao srednje vrijednosti i odstupanja od srednje vrijednosti (
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 EQ (S.E.M.). Za sve testove uzeta je razina značajnosti p<0,05. 

4.2.2. Kvantitativna i kvalitativna analiza gangliozida moždanog tkiva 

Ekstrakcija i pročišćavanje gangliozida. Uzorci korišteni u izolaciji gangliozida su moždano tkivo Siat8a i Galgt1 KO miševa i odgovarajućih WT kontrola. 
Homogenizacija se provodila pomoću Potterovog teflonskog homogenizatora s tučkom. Od svakog uzorka je izdvojeno otprilike 100 mg moždanog tkiva na koje se tijekom homogenizacije dodalo 1 mL destilirane vode te su dobiveni 10%-tni vodeni homogenati uzoraka. Ekstrakcija gangliozida provedena je prema prethodno opisanoj metodi (Svennerholm i Fredman-1980). Ova se metoda sastoji u dodavanju različitih omjera otapala homogeniziranom uzorku u nekoliko koraka ekstrakcije, reekstrakcije i faznih particija, čime se konačno ekstrahiraju polarni glikosfingolipidi (gangliozidi) iz biološkog uzorka. Konačni omjer otapala je 1:2:0,7 (kloroform:metanol:voda). Dobiveni uzorak koji sadrži ekstrahirane gangliozide se upari u struji zraka, a uparak se dalje pročišćava metodom gel-filtracije na koloni gela Sephadex G-25 fine (Sigma, S-5772) uz ispiranje kolone smjesom otapala u omjeru 60:30:4,5 (kloroform:metanol:voda). Pročišćeni uzorci se ponovo uparavaju u struji zraka a uparci se čuvaju na -20 ˚C do daljnjih postupaka biokemijske analize. 

Kvantitativna analiza gangliozida u ispitivanim moždanim uzorcima. Ukupna koncentracija sijalinskih kiselina vezanih za gangliozide u analiziranim moždanim uzorcima određena je rezorcinolnom metodom (Svennerholm-1957). Ispitivani uzorci i standardna otopina sijalinskih kiselina (u rasponu od 10 do 100 µg/mL) analizirani su spektrofotometrijski (λ=580 nm, spektrofotometar Cary 100). Ukupne vrijednosti sijalinskih kiselina vezanih za gangliozide izražene su mikrogramima po gramu svježeg tkiva (μg GG-SK/g). 
Kvalitativna analiza gangliozida moždanih uzoraka. Gangliozide smo kvalitativno analizirali metodom tankoslojne kromatografije na silika-gel pločama visoke sposobnosti razlučivanja (HPTLC, Merck). Na kromatografsku ploču nanešeni su uzorci i odgovarajući standardi - standard Cronassial (Fidia Res. Lab.) i standardna smjesa gangliozida izoliranih iz ljudskog moždanog tkiva (pripravljena u Neurokemijskom laboratoriju Zavoda za kemiju i biokemiju). Razvijanje kromatograma izvedeno je u sustavu otapala kloroform : metanol : 0,2 % CaCl2 (50:40:10). Gangliozidne frakcije vizualizirane su prskanjem razvijenih ploča rezorcinolnim reagensom (Svennerholm-1963).

5. REZULTATI

5.1. Genski izražaj neuroplastina u ispitivanim moždanim uzorcima mišjih Siat8a i Galgt1 modela

Nakon izolacije RNA iz uzoraka hipokampusa i malog mozga mišjih KO modela Siat8a i Galgt1 te njihovih WT kontrola, pristupilo se kvantitativnoj i kvalitativnoj analizi RNA. Ukupne koncentracije RNA svih uzoraka nalaze se u rasponu od 200 do 1500 ng/µL. Kvalitativna analiza primjenom uređaja Bioanalyzer upućuje na dobru kvalitetu izolirane RNA (Slika 3).
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Slika 3. Prikaz kvalitativne analize uzoraka RNA izoliranih iz mišjeg moždanog tkiva.                     L – standard, 1-12 odabrani uzorci izolirane RNA.
Nakon prepisivanja RNA u cDNA, relativno je kvantificiran genski izražaj za neuroplastin metodom qRT-PCR. Kod Siat8a KO miševa genski izražaj neuroplastina u malom mozgu je statistički značajno (p<0,05; Student t-test) manji nego kod njegove WT kontrole (Slika 4a), dok je u hipokampusu vidljivo manji, ali nije statistički značajan (Slika 4b). Kod Galgt1 KO miševa genski izražaj neuroplastina u malom mozgu je statistički značajno (p<0,05; Student t-test) veći nego kod njegove WT kontrole (Slika 5a), a u hipokampusu je također povećan, no bez statističke značajnosti (Slika 5b). 
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Slika 4. Genski izražaj neuroplastina u a) malom mozgu i b) hipokampusu Siat8a modela. Zvjezdicom (*) označene su statistički značajne razlike (p<0,05; Student t-test) u odnosu na kontrolu (WT, prema engl. wild type).
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Slika 5. Genski izražaj neuroplastina u a) malom mozgu i b) hipokampusu Galgt1 modela. Zvjezdicom (*) označene su statistički značajne razlike (p<0,05; Student t-test) u odnosu na kontrolu (WT, prema engl. wild type).

Provjera kvalitete amplificiranih cDNA uzoraka provedena je na nekoliko nasumce izabranih uzoraka pomoću elektroforeze (Slika 6).
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Slika 6. Elektroforetsko razdvajanje izabranih uzoraka amplificiranih cDNA za neuroplastin mišjeg moždanog tkiva. 1 – standard DNA (25 bp), 2-10 odabrani uzorci amplificiranih cDNA.

5.2. Sadržaj i sastav gangliozida moždanog tkiva mišjih Siat8a i Galgt1 modela

Koncentracije gangliozida u moždanom tkivu Siat8a i Galgt1 modela te WT kontrola izračunate su pomoću spektrofotometrijske metode, a konačni rezultati su izraženi kao masa sijalinskih kiselina vezanih za gangliozide (GG-SK) po gramu moždanog tkiva. Srednje vrijednosti i njihova standardna odstupanja za svaki genotip miša su navedeni u Tablici 2.

Tablica 2. Ukupni gangliozidi u uzorcima moždanog tkiva. (WT, prema engl. wild type; GG-SK, sijalinska kiselina vezana za gangliozid)

	
	m(GG-SK)/ g moždanog tkiva [μg/g]

	WT
	491,7  ±  78,3

	Siat8a
	378,0  ±  20,3

	Galgt1
	 546,7  ± 226,0


Rezultati kvalitativne analize gangliozida u moždanom tkivu pomoću tankoslojne kromatografije (HPTLC) prikazani su na Slici 7 za Siat8a model i Slici 8 za Galgt1 model. Najizraženije frakcije gangliozida kod Siat8a modela su GM1 i GD1a, dok gangliozidi b-serije nedostaju. Također je uočena dodatna x-frakcija koja migrira u području disijalogangliozida ili trisijalogangliozida (Slika 7). Jedine frakcije gangliozida prisutne kod Galgt1 modela su GM3, O-acetil-GD3 i GD3 frakcija (Slika 8).
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Slika 7. Gangliozidi moždanog tkiva Siat8a modela razdvojeni tankoslojnom kromatografijom (HPTLC) i prikazani rezorcinolnim reagensom. 1, standard moždanih gangliozida; 2-4, wild-type miševi; 5-7, Siat8a model; 8, standard gangliozida.
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Slika 8. Gangliozidi moždanog tkiva Galgt1 modela razdvojeni tankoslojnom kromatografijom (HPTLC) i prikazani rezorcinolnim reagensom. 1, standard moždanih gangliozida; 2-4, wild-type miševi; 5-7, Galgt1 model; 8, standard gangliozida.
5.3. Usporedba rezultata analize genskog izražaja neuroplastina i gangliozidnog obrasca u Siat8a i Galgt1 modelima 
Tablica 3 pregledno prikazuje rezultate neuroplastinskog izražaja u usporedbi s gangliozidnim obrascem Siat8a i Galgt1 modela.
Tablica 3. Usporedba gangliozidnog obrasca i izražaja gena za neuroplastin u moždanom tkivu mišjih Siat8a i Galgt1 modela (WT, prema engl. wild type; np, neuroplastin; 0, frakcija nije vizualizirana; +, vizualizacija frakcije usporediva s WT kontrolom; +++, vizualizacija frakcija izraženija u usporedbi s WT kontrolom; ↓, smanjen genski izražaj; ↑, povećan genski izražaj; R, referentan WT izražaj)

	
	GT1b
	GD1b
	GD1a
	GD3
	GM1
	GM3
	np

	Siat8a
	0
	0
	+++
	0
	+++
	+
	↓

	WT
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	R

	Galgt1
	0
	0
	0
	+++
	0
	+++
	↑


6. RASPRAVA

Rezultati ovog rada pokazuju da u mišjim modelima s nedostatnom sintezom gangliozida dolazi do promjene izražaja gena za neuroplastin. Analizom genskog izražaja neuroplastina u Siat8a i Galgt1 modelima nađene su razlike u usporedbi s WT kontrolom u tkivima hipokampusa i malog mozga. Siat8a model pokazuje smanjen, a Galgt1 model povećan genski izražaj neuroplastina. Uspoređujući fenotip eksperimentalnih životinja međusobno, primjećujemo da miševi s izraženijom i težom simptomatologijom (Galgt1 modeli) u starijoj dobi (13 do 15 mjeseci) (Sun i sur.-2004) pokazuju povećan genski izražaj neuroplastina i prije pojave fenotipskih razlika u usporedbi s WT. Međutim, kako još uvijek nije poznato postoji li i proporcionalno povećana prisutnost glikoproteina neuroplastina u membranama, trebala bi se provesti i analiza proteinskog izražaja u moždanom tkivu. U tu svrhu treba primijeniti imunohistokemijsku metodu uz specifično protutijelo za neuroplastin koja će omogućiti i lokalizaciju proteinskog produkta. Dodatna potvrda prisutnosti proteinskog produkta mogla bi se dobiti primjenom metode Western blot na analiziranim uzorcima tkiva. Kako aktivnost neuroplastina utječe na razinu ekspresije glutamatnih receptora (Empson i sur.-2006) modulirajući time intenzitet sinaptičke transmisije, eventualni nalaz proteinskog izražaja neuroplastina u membranama proporcionalno genskom izražaju mogao bi imati i ulogu u nastanku nekih simptoma (npr. konvulzije).

Kvantitativnom analizom gangliozida u moždanom tkivu Siat8a i Galgt1 modela te WT miševa nisu nađene veće razlike u ukupnim koncentracijama gangliozida i u skladu su s podatcima drugih studija (Dreyfus i sur.-1981). Kvalitativnom analizom gangliozida u moždanom tkivu oba mišja KO modela nađene su očekivane razlike u usporedbi s WT miševima (Kolter-2002) koje, usprkos jednakoj ukupnoj koncentraciji gangliozida, pokazuju različitu zastupljenost pojedinih frakcija. Tako je vizualnom procjenom HPTLC pločica uočeno jače obojenje određenih frakcija gangliozida u usporedbi s WT miševima. Za Siat8a model to su GM1 i GD1a frakcija, a za Galgt1 model GM3 i GD3 frakcija gangliozida. Razlog nakupljanja ovih frakcija je blok u sintezi gangliozida. Uz navedeno za Siat8a model, uočena je dosad neopisana x-frakcija koja migrira u području disijalogangliozida ili trisijalogangliozida. Detaljniji uvid u strukturu te frakcije bi omogućila analiza masenom spektrometrijom, nakon čega bi se sigurnije moglo pristupiti postavljanju hipoteze o alternativnim putevima sinteze i/ili modifikacije gangliozida kao obliku kompenzacije. Za Galgt1 model zanimljiva je prisutnost već opisane O-acetil-GD3 frakcije (Sun i sur.-2004). Naime, iako O-acetilirana struktura sugerira veću masu ove frakcije od GD3, ona ipak migrira čak i više od GM1 frakcije. Razlog je djelomična razgradnja bočnog lanca zbog čega je masa O-acetil-GD3 manja i od GD3 i od GM1 (Vukelić i sur.-2007). Prisutnost navedene frakcije nađena je i analizom gangliozidnog sastava bazalioma ljudske kože gdje također migrira iznad, odnosno ima manju masu od GM1 (Fahr i Schauer-2001). Kvalitativni sastav gangliozida može se dodatno kvantificirati primjenom laserske denzitometrije koja bi dala podatke o točnim koncentracijama pojedinih gangliozida i tako egzaktno potvrdila njihove promijenjene udjele. 

Usporedbom rezultata analize genskog izražaja neuroplastina s gangliozidnim obrascem u različitim KO modelima može se zaključiti da odsutnost ili povećana prisutnost određenih frakcija gangliozida utječe na genski izražaj neuroplastina. Naime, opazili smo da je povećani udio GD1a i GM1 u Siat8a miševa praćen manjim, a povećanje udjela GM3 i GD3 u Galgt1 miševa većim genskim izražajem neuroplastina. Taj rezultat možemo povezati s činjenicom da gangliozidi svojom prisutnošću u lipidnim splavima posreduju međustaničnu adheziju i signalizaciju, ali i moduliraju aktivnost membranskih proteina (Schnaar-2009).  Također, kvalitativni i kvantitativni gangliozidni sastav membrane te njegove promjene tijekom rasta i razvoja bitno utječu na staničnu morfologiju i funkciju (Zhang i Kiechle-2004). Zbog toga bi mogući mehanizam kojim gangliozidi povećavaju genski izražaj neuroplastina kod Galgt1 modela bio da promjena kvalitativnog sastava gangliozida uzrokuje nestabilnost membranskih struktura i nemogućnost ugradnje neuroplastina u membranu, ali kako postoje signali izvan stanice za njegovu pojavu na membrani, to ima za posljedicu povećan genski izražaj. Druga mogućnost je da ista ta promjena kvalitativnog sastava gangliozida dovodi do poremećene međustanične adhezije i signalizacije što onemogućuje prijenos (svih ili nekih) izvanstaničnih signala za regulaciju genskog izražaja neuroplastina te je nađeni izražaj rezultat interakcije ostalih signala. Navedeni drugi mehanizam može objasniti i razinu genskog izražaja neuroplastina kod Siat8a modela. Našu hipotezu o utjecaju gangliozidnog sastava membrane na izražaj neuroplastina  podržavaju rezultati dobiveni na oba KO modela, ali za njihovu provjeru trebali bi se provesti dodatni eksperimenti. Jedan od prijedloga je uspostaviti transformiranu (imortaliziranu) staničnu liniju koja potječe od fetalnog mišjeg moždanog tkiva i u tome staničnom modelu određivati utjecaj dodatka pojedine frakcije gangliozida na genski izražaj neuroplastina. Prednost predloženog staničnog modela jest mogućnost utvrđivanja ne samo genskog i proteinskog izražaja već i staničnih mehanizama koji su uključeni u regulaciju izražaja neuroplastina, u ovisnosti o dodatku pojedinog gangliozida. Uloga gangliozida u regulaciji genskog izražaja dokazana je i opisana u literaturi kod dvostrukih KO modela za GM2/GD2-sintazu i GD3-sintazu (kombinacija Galgt1 i Siat8a modela) gdje je nađen povećan genski izražaj komponenata komplementa i njihovih receptora čija se aktivnost očitovala upalnim promjenama moždanog tkiva u kojem je i nađena njihova povećana ekspresija (Ohmi i sur.-2009). Navedeni dvostruki KO model ima mogućnost sinteze samo GM3, čija je prisutnost u većoj koncentraciji nego kod WT kontrole ili odsutnost ostalih gangliozida bila zaslužna za promjenu genskog izražaja. 
Konačno, na temelju rezultata dobivenih našim istraživanjem o utjecaju različitih gangliozida na promjenu genskog izražaja neuroplastina možemo zaključiti da: a) povećana prisutnost GM1 i/ili GD1a frakcije smanjuje genski izražaj neuroplastina; b) povećana prisutnost GD3 i/ili GM3 frakcije povećava genski izražaj neuroplastina; c) promjena odnosa između pojedinih gangliozidnih frakcija mijenja genski izražaj neuroplastina. 
7. ZAKLJUČCI
1. Manji genski izražaj neuroplastina u moždanom tkivu Siat8a modela može se povezati s povećanom prisutnošću GM1 i/ili GD1a gangliozidne frakcije i/ili nedostatkom GD3 gangliozidne frakcije, preteče b-serije gangliozida.

2. Veći genski izražaj neuroplastina u moždanom tkivu Galgt1 modela može se povezati s povećanim udjelom GD3 i/ili GM3 gangliozidne frakcije i/ili nedostatkom složenijih gangliozidnih struktura.
3. Genski izražaj neuroplastina uvjetovan je gangliozidnim sastavom membrane, što potvrđuju rezultati promijenjenog izražaja neuroplastinskog gena u moždanom tkivu dvaju različitih mišjih modela s nedostatnom sintezom gangliozida. 
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9. SAŽETAK

Zdravka Kucijan i Vedran Tantegl
GENSKI IZRAŽAJ NEUROPLASTINA U MOŽDANOM TKIVU MIŠEVA S NEDOSTATNOM SINTEZOM GANGLIOZIDA

Neuroplastin je transmembranski glikoprotein iz porodice imunoglobulina kojeg pretežno nalazimo u neuronima u moždanoj kori, hipokampusu i malom mozgu a sudjeluje u dugoročnim sinaptičkim promjenama, razvoju i održavanju normalnih sinaptičkih veza i kontroli ekspresije glutamatnih receptora. Budući da promjena lipidnog sastava stanične membrane može utjecati na funkcije specifičnih membranskih proteina zbog njihovog bliskog smještaja i stalnih interakcija, cilj je ovog istraživanja ispitati moguće promjene genskog izražaja neuroplastina u moždanom tkivu dvaju mišjih modela s nedostatnom sintezom gangliozida, metodom qRT-PCR. U miševa s izbačenim genom za GM2/GD2 sintazu (Siat8a model) nađen je manji genski izražaj neuroplastina u tkivima hipokampusa i malog mozga, a veći u miševa s izbačenim genom za GD3-sintazu (Galgt1 model) usporedbom s WT kontrolama. Genski izražaj neuroplastina je značajno promijenjen (p<0,05) u tkivu malog mozga obaju mišjih modela. Također smo pokazali da izražaj neuroplastina ovisi o promijenjenom gangliozidnom obrascu. Zaključujemo da se manji genski izražaj neuroplastina u moždanom tkivu Siat8a miševa može povezati s povećanom prisutnošću GM1 i/ili GD1a gangliozidne frakcije i/ili nedostatkom GD3 i b-serije gangliozida. Veći genski izražaj neuroplastina u moždanom tkivu Galgt1 miševa potencijalno je povezan s povećanim udjelom GD3 i/ili GM3 gangliozida i/ili nedostatkom složenijih gangliozida. 

KLJUČNE RIJEČI: neuroplastin, gangliozidi, mišji mozak

10. SUMMARY

Zdravka Kucijan and Vedran Tantegl
NEUROPLASTIN GENE EXPRESSION IN BRAIN TISSUE OF MICE WITH DEFFICIENT GANGLIOSIDE SYNTHESIS


Neuroplastin is a transmembrane glycoprotein of the immunoglobulin superfamily predominantly found in cerebrocortical, hippocampal and cerebellar neurons. Neuroplastin is involved in long-term synaptic changes, development and maintainance of normal synaptic connections and control of  glutamate receptor expression. As alterations of membrane lipid composition may influence the functions of specific membrane proteins due to their localisation and interactions, the aim of this study was to investigate possible change in neuroplastin gene expression in brain tissue of two mouse models with defficient ganglioside synthesis, using qRT-PCR. Lower neuroplastin gene expression was found in hippocampus and cerebellum of GM2/GD2 synthase (Siat8a) knockout mice, while in GD3 synthase (Galgt1) knockout mice a higher neuroplastin gene expression was observed compared with WT controls. The change of neuroplastin expression was significant in cerebellar tissue for both mouse models (p<0.05). We also showed that neuroplastin gene expression depends on altered ganglioside pattern. We conclude that lower neuroplastin gene expression in brain tissue of Siat8a mice may be associated with increase in GM1 and/or GD1a and/or deficiency of GD3 and b-series gangliosides. Higher neuroplastin gene expression in brain tissue of Galgt1 mice may be explained by increased ratio of GD3 and/or GM3 and/or deficiency of complex gangliosides.
KEY WORDS: neuroplastin, gangliosides, mouse brain
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