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1. UvOD

Stani¢na adhezija je proces kojim stanice medusobno komuniciraju, proces se odvija ili
kroz izvanstani¢ni matriks ili uz posredstvo posebnih molekula- adhezivnih molekula.
Adhezivne molekule (CAM) se dijele u cetiri glavne skupine; integrini, selektini, porodica
imunoglobulina i kadherini. Superporodica imunoglobulina je jedna od najveéih porodica
proteina u ljudskom organizmu, a jedan od najbolje proucenih ¢lanova je NCAM ( neural cell
adhesion molecule). Za pravilan razvoj i prezivljavanje stanica vazno je da vanjski utjecaji
uzrokuju brze i to¢ne reakcije unutar stanice za Sto su vrlo vazne interakcije izmedu stanica i
izvanstanicnog matriksa, kao i medusobne interakcije stanica, stoga su mnoga istrazivanja
usmjerena ka razumijevanju procesa stani¢ne adhezije. NCAM sudjeluje u heterofilnim
interakcijama izmedu komponenata izvanstani¢nog matriksa kao i u homofilnim interakcijama
s NCAM molekulama na povrsini susjednih stanica. Pokazalo se da na molekularnoj razini
NCAM pokrece unutarstanicnu kaskadu razliCitih biokemijskih reakcija koje vode do
prezivljavanja, diferencijacije, rasta i/ili modulacije neuronskih veza, Sto je povezano s
kognitivnim i regenerativnim sposobnostima centralnog zivéanog sustava( Soroka i sur, 2003).
Ditlevsen 1 Kolkova (2009) se bave istrazivanjima strukture NCAM i kako ta struktura utjece
na funkciju, odnosno kako promijene koje uzrokuje vezanje NCAM utjecu na molekularne
procese unutar stanice. NCAM stupa u kontakt s mnogim unutarstani¢nim molekulama kao §to
je receptor za fibroblastni faktor rasta (FGFR), adhezivna molekula L1, te nekoliko drugih
faktora rasta (PDGF, BFNF 1 GDNF), takoder NCAM stvara interakcije s mnogim
komponentama izvanstanicnog matriksa. Dok je NCAM primarno adhezniva molekula,
dodatak velikog ugljikohidratnog lanca- polisijalinske kiseline na izvanstani¢nu domenu ovog
transmembranskog proteina daju mu jedinstvena svojstva. Kako objasnjavaju Gascon i
suradnici (2007) veliki ugljikohidratni lanac nosi sa sobom i veliki negativan naboj koji ima
negativan utjecaj na homofilne NCAM interakcije na susjedinim stanicama. Vezanje
polisijalinske kiseline je proces koji ovisi o stupnju razvoja organizma, NCAM s visokim
stupnjem polisijalacije je otkriven prvenstveno u razvojnim stadijima kada se dogadaju
morfoloske promijene povezane s migracijom neurona, sinaptogenezom i rastom aksona, dok
u odraslom mozgu slabo modificirane NCAM stabilizairaju interakcije izmedu stanica. U
odraslom mozgu PSA se zadrzava u regijama koje pokazuju visoki stupanj plasti¢nosti, te se
upravo zato smatra molekulom koja potice strukturnu plasticnost. Jedinstvena funkcija PSA-
NCAM unutar superporodice imunoglobulina jasna je kada naglasimo da ona doprinosi

razli¢itim oblicima dugoro¢ne potencijacije (engl. long-term potentiation-LTP) kao $to su

1



hipokampalna dugoro¢na potencijacija, formacija memorije 1 neuroglijalna plasticnost u

hiptalamusu.



2. OPCI DIO
1. Sto je uenje?

Ucenje je sposobnost centralnog zZiv€anog sustava da se u odgovoru na promjene u
okolisu i iskustvima i on sam mijenja. To je proces usvajanja novih ili promijene postojecih
vjestina, ponaSanja, znanja te pohranjivanja novih informacija. Covjek podinje ugiti prije
rodenja i taj proces se nastavlja do trenutka smrti kao posljedica stalne interakcije jedinke sa

svojom okolinom.

1.1. Podjele uéenja

Neuroznanstvenici i psiholozi uéenje, odnosno pamcéenje, dijele u dvije glavne
kategorije: deklarativno pamcenje i nedeklarativno, odnosno nesvjesno paméenje (Slika 1).
Deklarativno pamcéenje je nacin pohrane informacija koji te informacije ¢ini dostupnima za
prisje¢anje u bilo kojem trenutku. Vazna karakteristika deklarativnog paméenja je moguénost
izricanja tih informacija, npr. ucenje novih rije¢i i njihovih znacenja. S druge strane,
nedeklarativno, odnosno proceduralno pamcéenje, 0dnosi se na paméenje koje ne zahtjeva
svjesno prisjecanje 1 nije ga lako verbalizirati, ono obuhvaca motori¢ke vjestine 1 asocijacije
(Purves, 2004). Nedeklarativno paméenje ukljucuje npr. Vozenje bicikla, vjestinu koja se
jednom kad je naucena teSko zaboravlja, a njena izvedba ne zahtjeva svjesno prisjecanje

naucenih informacija.

[ Pamcenje ]

Deklarativno Nesvjesno
(dostupno svijesti) (opdenito nedostupno svijesti)

Rijedi i - Tragovi koji| | Vjestina
Dnevna .. . Motoriéke S g :
. njihovo Povijest T Asocijacije| | dovode do | | rjeSavanja
dogadanja o vijestine . . -
znacenje pripremanja| | slagalica

Slika 1: kvalitativna kategorizacija
ljudske memorije, (Purves, 2004)




Jos jedna bitna kategorizacija paméenja je na vremenske kategorije: trenutna memorija, radna
memorija i dugoro¢na memorija (Slika 2). Trenutno paméenje je automatski proces pamcenja
trenutnih podrazaja na osjetilima koji traju od jedne do nekoliko sekundi. Stvaranje trenutnog
pamcenja ne ovisi o obracanju paznje na podrazaj koji ga izaziva (Purves, 2004). Radna
memorija se moze opisati kao sposobnost zadrzavanja informacija nekoliko minuta, $to
omogucuje postizanje trenutnog cilja nakon Cega slijedi zaboravljanje tih informacija, zbog
Cega se ova kategorija Cesto naziva i "kratkoroénim pamcenjem", ili njihov prelazak u trecu
kategoriju - dugorotno pamcenje. Pojam "radna memorija" se odnosi na privremeno
pohranjivanje informacija u svezi s izvodenjem drugih kognitivnih zadataka kao S$to je Citanje,
rjesavanje problema ili ucenje (Baddeley, 1983). Radna memorija prelazi u dugoro¢no
pamcenje procesom konsolidacije, odnosno visestrukim ponavljanjem istoga podrazaja, a
dugorotno paméenje podrazumijeva zadrzavanje informacija u trajnom obliku, tijekom

nekoliko sati, dana, mjeseci ili ¢ak godina (Purves, 2004).

Trenutno pamdenje Radno pamcenje Dugoroéno pamdenje
(djeli¢ sekunde do (od nekoliko sekunda (od nekoliko dana
nekoliko sekunda) do minuta) do nekoliko godina)

> Zaboravljanje <—

Slika 2: vremenska kategorizacija ljudskog pamdéenja
( Purves, 2004)

Postoji jos jedna kategorija pamcenja koja ve¢inom biva izostavljena u standardnim podjelama,
a to je filogenetsko pamcenje. Filogenetsko pamcenje se odnosi na pamcenje informacija
tijekom evolucije odredene vrste, odnosno na genetski kodirane informacije koje odreduju kako
¢e neuroni biti medusobno povezani u trenutku rodenja Sto rezultira karakteristicnim urodenim

ponasanjima mladih jedinki (Purves, 2004).



2. Biokemija ucenja i pamc¢enja

Sinapticka plasti¢nost je sposobnost mijenjanja citoarhitekture mozga, odnosno stvaranja
novih sinapsi izmedu ve¢ postojecih neurona i slabljenja ili pojacavanja ve¢ postojecih sinapsi,
ovisno o tome koliko se te sinapse podrazuju (Purves, 2004). Sinapticka plasti¢nost moze biti
kratkoro¢na ili dugoro¢na. Kod kratkorocne sinapticke plasti¢nosti dolazi do povecanja ili
slabljenja sinapticke transmisije, odnosno otpustanja neurotransmitera na presinaptickoj
pukotini. Za razumijevanje prijenosa signala s jednog neurona na drugi moramo prvo razumjeti

provodenje signala kroz pojedina¢ne neurone.

Signal se u zivéanom sustavu prenosi akcijskim potencijalom - promjenom membranskog
potencijala duz membrana svih neurona ukljuc¢enih u neuronski krug. Membranski potencijal
je razlika naboja s izvanstani¢ne i citoplazmatske strane membrane aksona, rezultat je razlike u
koncentraciji kalijevih i natrijevih kationa s obje strane membrane. Kod membrane u mirovanju
koncentracija kalijevih iona veca je u citoplazmi, a koncentracija natrijevih iona veca je u
izvanstanicnom prostoru, za sinapti¢ku signalizaciju vazni su i ioni kalcija kojih je, takoder,
vise u izvanstaniénom prostoru, §to ¢e biti detaljno pojasnjeno kasnije. Prisutni su i Kloridni
anioni koji su takoder bitni za akcijski potencijal, a prisutni su u vecoj koncentraciji u
izvanstanicnom prostoru. Akcijski potencijal nastaje kada do aksonskog brezuljka dospije
receptorni potencijal, koji je neuron primio svojim dendritima i somom, a koji je dovoljno velik
da poveca potencijal aksona iznad praga podrazaja. Porast napona unutar aksona uzrokuje
otvaranje naponom regulirnih ionskih kanala koji dopustaju influks natrijevih iona u stanicu i
depolarizaciju membrane. Depolarizacija dijela membrane uzrokuje otvaranje susjednih
naponom reguliranih ionskih kanala Sto produljuje akcijski potencijal duz aksona. Kada akecijski
potencijal dospije do kraja aksona na presinaptickoj membrani, uzrokuje otvaranje naponom
reguliranih kalcijevih kanala $to uzrokuje influks kalcijevih iona Kkoji su bitni za otpustanje

neurotransmitera.

2.1. Dugoroc¢na plasticnost

Postoji nekoliko oblika dugoro¢ne sinapticke plasti¢nosti - senzitizacija i habituacija.
Habituacija je pojava smanjivanja osjetljivosti na ponovljene podrazaje. Cesto se kao primjer
habituacije navodi pojava gubljenja osjecaja odjece na naSoj kozi neposredno nakon odijevanja.
S druge strane senzitizacija je generalizacija odgovora tipicnog za Stetan podrazaj i na nestetne

podrazaje. U pokusima izvedenima na mekuscu Apllysia californica kod jedinki koje imaju



razvijenu habituaciju na podrazaj doticanja sifona (koji se nakon nekog vremena prestane
uvlaciti kao odgovor na mehanicki podrazaj) refleks povlacenja Skrga se izaziva uparivanjem
jake elektricne stimulacije repa zivotinje s laganim mehanickim podrazajem na sifonu. Ovo
uparivanje uzrokuje da ponovljena stimulacija sifona uzrokuje refleksno povlacenje Skrga jer
se dogodila senzitizacija blagog mehani¢kog podrazaja s elektricnom stimulacijom.
Ponavljanje uparivanja ovih dvaju podrazaja moze rezultirati senzitizacijom koja traje i do

nekoliko dana, §to se smatra oblikom dugoro¢nog pamcéenja (Purves, 2004).

2.2. Kratkoroc¢na plasti¢nost

Pojava kratkoro¢ne plasti¢nosti najvise je proucavana na neuromuskularnim sinapsama
perifernog zivéanog sustava gdje se pojavljuje u tri oblika: sinapticka facilitacija, post -
tetanicka potencijacija (PTP) i sinapti¢ka depresija. Sinapticka facilitacija je rezultat poveéanja
unutarstanicne koncentracije kalcijevih iona uzrokovanog visestrukim akcijskim potencijalima
koji na sinapsu dolaze u vremenskim razmacima kra¢im od 10ms. Ovo uzrokuje visestruko
ulaZenje iona kalcija u stanicu i duze zadrzavanje iona u stanici $to uzrokuje otpustanje vece
koli¢ine neurotransmitera svakim sljede¢im akcijskim potencijalom, odnosno prolazno
pojacanje jakosti te sinapse. Facilitacija je povecanje amplitude ekscitacijskog postsinaptickog
potencijala. Post - tetanicka potencijacija je rezultat nakupljanja nekoliko visokofrekventnih
presinaptickih akcijskih potencijala koji uzrokuju produljenje povecanja koncentracije
kalcijevih iona. PTP produljuje otpusStanje neurotransmitera za nekoliko minuta nakon
zavrSetka akcijskog potencijala. Glavna razlika izmedu facilitacije 1 post - tetaniCke
potencijacije je u duljini trajanja. Sinapticka depresija je slabljenje sinapticke transmisije
uzrokovano troSenjem vezikula neurotransmitera koje su na raspolaganju za otpustanje, koje je
rezultat ucestalih podrazja neurona u kratkim vremenskim razmacima. Depresija nastaje zbog

iscrpljivanja zaliha vezikula neurotransmitera(Purves, 2004).

2.3. Dugorocna potencijacija

Dolaskom akcijskog potencijala na presinapticCku membranu aksona dolazi do
promjene membranskog potencijala na kraju aksona §to ¢e dovesti do otvaranja naponom
reguliranih kalcijevih kanala koji dopustaju ulazak velike koli¢ine kalcijevih iona u
unutarstanicni prostor. Kalcijevi ioni uzrokuju fuziju membrana transportnih vezikula koje

prenose neurotransmitere sa membrane aksona $to uzrokuje difuziju neurotransmitera u



sinapticku pukotinu (Slikad). Glutamat je glavni ekscitatorni neurotransmiter u mozgu,
uzrokuje otvaranje ionotropnih glutamatnih receptora nakon c¢ega slijedi generiranje
akcijskog potencijala ovisno o depolarizaciji membrane (Stock, 2013). Nakon otpustanja
glutamata (Slika4) u sinapti¢ku pukotinu on dolazi do postsinapticke membrane te otvara
NMDA receptore na na¢in da se prvobitno veze na AMPA receptore (a-amino-3-hidroksi-
5-metil-4-izoksazolpropionska kiselina) te ih aktivira. AMPA receptori su ligandom
regulirani natrijevi ionski kanali te se oni vezanjem liganda, u ovom slucaju glutamata,
otvaraju i dopustaju influks Na™ u unutarstani¢ni prostor postsinapti¢ckog neurona. AMPA
receptori su kolokalizirani sa NMDA receptorima na dendritickim spinama (Fagnou i
Tuchek 1995). NMDA receptori su regulirani i naponom i ligandom te da bi postali aktivni
zahtijevaju depolarizaciju postsinaptiCke membrane na kojoj se nalaze, kao i istovremeno
otpustanje glutamata suprotonog presinaptickog neurona (Kandel i sur. 2014). Navedeni
receptori djeluju zajedno na nacin da influks Na* uzrokuje depolariaciju postsinapticke
membrane koja sadrzi NMDA receptor. Veca koncentracija otpustenog glutamata, uslijed
povecanja frekvencije akcijskog potencijala koji dolazi na presinapticku membranu,
uzrokuje da AMPA receptor bude otvoren duze te dolazi do vele depolarizacije
postsinapi¢ke membrane. Depolarizacija, odnosno velika koncentracija Na* elektrostskim
odbijanjima izbacuje Mg?* ion koji se nalazi u sredini NMDA receptora te blokira prolazak
Ca?* u stanicu (Slika 4). Nakon vezanja glutamata na izvanstani¢nu stranu NMDA i
depolarizacije membrane receptor kona¢no postaje aktivan i dopusta influks Ca?* u
postsinapticki neuron (Slika4). Influks kalcija uzrokuje unutarstani¢énu kaskadu protein
kinaza koje dovode do sinapti¢ke plasti¢nosti, odnosno pamcenja. Dugoroéne promjene u
sinaptickoj transmisiji nakon LTP-a posredovane su protein kinazom A i CREB
transkripcijskim faktorom. Nakon ulaska u stanicu kalcijevi ioni veZu se na protein ¢ija
aktivnost ovisi o prisutnosti Ca?* - kalmodulin. Kompleks kalmodulin-Ca?* djeluje na
adenil ciklazu, enzim koji prevodi ATP u cAMP. cAMP pak djeluje na protein Kinazu A
vezanjem na regulacijske podjedinice te se regulacijske podjedinice oslobadaju s
kataliti¢kih podjedinica koje sada postaju slobodne i aktivne (Slika 5). Kataliticke
podjedinice protein kinaze A odlaze u jezgru stanice te tamo djeluju na transkripciju gena
koji u svojim promotorskim regijama imaju elemente odgovora na ciklicki AMP- CRE
(engl. cAMP response element). Protein kinaza A u jezgri fosforilira CREB (protein koji se
veze na CRE) koji djeluje kao transkripcijski faktor i omogucava transkripciju, u ovom
slu¢aju, gena za proteine AMPA receptora i faktora rasta (Slika 5). Na ovaj nacin

sintetizirani faktori rasta poti€u nastajanje novih dendrita, odnosno novih sinapsi §to
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predstavlja temelj sinapticke plasti¢nosti. Svrha stvaranja novih sinapsi te ugradnje novih
AMPA receptora u postojeCe sinapse je u tome da manji akcijski potencijal na
presinaptickom neuronu, uzrokuje isti krajnji odgovor na postsinaptickom neuronu,
odnosno uzrokuje jacanje te sinapse (Purves, 2004). Jo§ jedan vazan enzim u procesu
dugoro¢ne potencijacije je o kalcij-kalmodulinu ovisna kinaza Il (CaMKII). CaMKII se
aktivira vezanjem kompleksa kalmodulin-Ca?* te se nakon toga kompleks translocira na
PSD (engl. postsynaptic density) regiju membrane gdje pojacava transmisiju posredovanu
AMPA receptorima. Ovo se dogada na dva nacina: CaMKII moze fosforilirati glutamatni
receptor tipa AMPA (GIuR1) na S831 sto dovodi do povecane provodljivosti ovih kanala.
Drugi nacin je da CaMKII fosforilira stargazin, protein koji se veze na AMPA, te na taj
nacin dolazi do povecanja broja AMPA receptora na sinapsi. Aktivnost CaMKI|I, zajedno s
drugim Ca?*-ovisnim procesima, stimulira fuziju vezikula koje nose AMPA receptore s
plazmatskom membranom, povecavajuéi koncentraciju ovih receptora na membranama
postsinapti¢kih neurona (Lisman i sur. 2012). Da bi objasnili presinaptic¢ke i postsinapti¢ke
promjene koje se dogadaju tijekom LTP, predlozeno je postojanje glasnicke molekule koja
nosi signal kroz sinapticku pukotinu do presinaptickog neurona. Kao primjer takve
retrogradne molekule navodi se arahidonska kiselina koja se otpusta u izvanstani¢ni prostor
nakon aktivacije NMDA receptora. Ona bi mogla djelovati na povecanje otpuStanja
glutamata na presinaptickoj membrani te na potenciranje struje uzrokovane otvaranjem

NMDA receptora (Fagnou i Tuchek, 1995).



Potencijal u mirovanju Tijekom postsinapticke depolarizacije

Presinapticki
X\ zavrietak

Glutamat —° ooo Mg?" blokira
Na'— NMDA receptor

receptor

Dendriticki
izdanak post-

-sinaptickog *Dugoroéna
neurona —_ potencijacija
Slika3. sinaptic¢ka pukotina za Slika 4: sinapticka pukotina za

vrijeme mirovanja (Purves,2004) vrijeme depolarizacije ( Purves,2004)

(A) Pocetna faza Kasna faza

& &

P o P 0
% 0%
L Presinapticki e
. °_ o 2+ Setak .
©0 o o %2° Ca zavrseta e® o o

b Dendritic¢ki
nastavci
postsinaptickog
neurona

Protein-
-kinaze

Protein- — "

-kinaza A

Slika 5: mehanizam dugorocne potencijacije, (A) kratkorocne
promjene, (B) dugorocne promjene ( Purves, 2004)

9



Dok jedan set sinapsi prolazi kroz LTP drugi set sinapsi prolazi kroz dugoro¢nu depresiju (engl.
long term depression- LTD), proces suprotan dugoro¢noj potencijaciji koji takoder ima vaznu
ulogu u procesu paméenja. U procesu LTD-a na molekularnoj razini dolazi do povlacenja
AMPA receptora sa postsinapticke membrane (Slika 6). LTD zahtjeva mali porast koncentracije
kalcija na postsinaptickoj membrani koji aktivira protein fosfataznu kaskadu (Beattie i sur.
2000). Produljena sinapticka aktivnost niskih frekvencija dovodi do oblika LTD-a koji je ovisan
o NMDA receptorima, a koji zahtjeva aktivnost o kalciju ovisnih fosfataza i uklanja AMPA
receptore s membrane. Molekularni mehanizmi dugoroéne depresije su suprotni mehanizmima
LTP-a. Niska frekvencija akcijskih potencijala uzrokuje LTD jer otpustene male kolicine
glutamata ne uzrokuju dovoljan influks natrija u postsinapti¢ki neuron, odnosno ne dolazi do
dovoljne depolarizacije membrane zbog ¢ega ne dolazi ni do izbacivanja magnezijevih iona iz
dovoljnog broja NMDA receptora pa nema dovoljnog influksa kalcijevih iona. Ipak postoji mali
influks kalcijevih iona. Neuron tu malu koli¢inu kalcija ¢ita kao signal za pokretanje kaskade
fosfataza i uklanjanje AMPA receptora s membrane (Slika 6). Opisani procesi LTP i LTD
dogadaju se u raznim dijelovima mozga, ali ipak proces deklarativnog pamcenja dogada se u

hipokampusu te on koordinira spremanje i prisje¢anje informacija.
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Slika 6: proces dugorocne depresije na sinaptickoj pukotini
u hipokampusu ( Purves, 2004)

3. Uloga NCAM u procesima ucenja i pam¢enja

3.1. Kemijska karakterizacija NCAM-a

NCAM je molekula uklju¢ena u proces stani¢ne adhezije koja je vazna u morfogenezi

zivéanog sustava, plasti¢nosti te regeneraciji oStecenog tkiva. Postoje tri oblika NCAM (Slika
7.) gdje dva najduza oblika (NCAM-180 i NCAM-140) imaju transmembransku peptidnu
domenu i unutarstani¢ni modul. Najkraci oblik molekule (NCAM-120) nema ova obiljezja, te
je vezan za membranu stanice glikozil-fosfatidilinozitolnim sidrom (GPI sidro) (Poulsen i sur.
1999). Na molekularnoj razini, dimerizacija NCAM aktivira unutarstani¢ne enzimske kaskade
koji dovode do odgovora kao Sto su rast, prezivljavanje i diferencijacija stanica te modulacija
neuronskih veza $to je vazno za regenerativne i asocijativne sposobnosti. NCAM pripada

obitelji imunoglobulina (lg) i posreduje 0 Ca?* neovisne adhezije stanica-stanica ili stanica-
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supstrat homofilnim i heterofilnim interakcijama. Ekstracelularni dijelovi molekule sastoje se

od pet N-terminalnih modula i dva fibronektinska modula tipa 111 (Soroka i sur. 2003).
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Slika7: shema strukture triju oblika NCAM molekule
(NCAM-A, NCAM-B, NCAM-C) te prikaz prikaz
modifikacije NCAM dodakom polisijalinske kiseline
(Izvor: Hildenbrandt i sur. 2010)

Postoji nekoliko karakteristicnih interakcija u strukturi NCAM Ig-1-2-3 fragmenta (slika 8),
koji mogu biti podijeljeni u dvije skupine: interakcije gdje su duge osi (N prema C terminusu)
dvije 1gl-2-3 molekule orijentirane paralelno i interakcije gdje su duge osi orijentirane
antiparalelno. U kristalu NCAM-a su opaZene tri antiparalelne i jedna paralelna interakcija
(Slika 9). Paralelna, ukrizana dimerizirajuca interakcija NCAM Igl1-2-3 ukljucuje Igl i Ig2

module (Slika 8). Najistaknutija osobina 1g1-1g2 interakcija je interkalacija dvaju aromatskih
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ostataka na Igl, Phe19 i Tyr65 u hidrofobne dzepove koje formiraju aminokiselinski ostatci na
192 . Ipak u strukturi 191-2-3 je prisutno ¢vrs¢e vezno mjesto izmedu Igl i Ig2, gdje hidroksilna
skupina Tyr65 formira vodikovu vezu s Glul71, umjesto vodom posredovane vodikove veze
zabiljezene u Igl-2 . U pretpostavljenoj strukturi Glull i Glul6 formiraju intramolekularne
solne mostove s Arg 177 i Lys98 iz Igl-Ig2 vezujuce regije. Ovi solni mostovi doprinose
pravilnoj orijentaciji Igl prema Ig2 i stoga su vazni za njihove interakcije. Antiparalelna
interakcija se dogada izmedu Ig2 i Ig3 modula dvaju Igl-2-3 molekula ( Slika 8). 1g2 jedne
molekule se veze na Ig3 druge molekule i obratno. Centralni element ove interakcije je
interkalacija bo¢nog lanca Phe287 iz Ig3 u hidrofobni dZep formiran bo¢nim lancima Val145,
Argl46 i Argl58 1g2 modula i Lys285 iz 1g3 . Argl58 je takoder ukljuen u vezanje vodom
posredovanim vodikovim vezama na ostatke Lys261 i Ala288. Jo§ jedna antiparalelna
interakcija izmedu dviju Igl-2-3 molekula formira se izmedu dvaju Ig2 modula. Ovdje je
centralni aminokiselinski ostatak Glull4, koji stvara dvije vodikove veze sa Serl51 (na
bo¢nom lancu i okosnici). Zajedno, ove veze posreduju formiranje dvaju okomitih, zatvaracu
nalik slijedova 1g1-2-3 dimera. Paralelna interakcija NCAM Ig1-2-3 molekula u kristalu
posredovana je interakcijom 1g1-Ig2 i ona odrazava interakciju NCAM molekula na povrsini
iste stanice- cis-interakcija. Antiparalelne interakcije posredovane 1g1-1g3, 1g2-1g2 i 1g2-1g3
interakcijama odrazavaju interakcije NCAM molekula na nasuprotnim stani¢nim
membranama- trans interakcije. Na temelju svih ovih zapazanja Soroka i sur. (2003.) predlazu
model homofilne adhezije NCAM molekula koji se sastoji od dvaju slijedova nalik zatvarac¢u u
kojemu su cis-dimeri iz nasuprotnih stani¢nih membrana poredani kao slijedovi Igl-1g2 i Ig2-
Ig2 interakcija. lako cis-interakcije izmedu Igl-lg2 modula same ne posreduju interakcije
izmedu stanica, oni vjerojatno doprinose stabilnosti trans-interakcija. Stoga predlazu da su cis-

interakcije preduvjet za osnivanje trans-interakcija.
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Slika8: prikaz interakcija izmedu razlicitih Ig modula u NCAM; A.i B.:
paralelna interakcija koja tvori cis-dimer u Ig1-2-3 kompleksu, stvaraju
ziper u trans interakciji s 1g2-3, predstavlja trans nac¢in homofilnog
vezanja C. i D.: Ig1l-2-3 dimeri mogu formirati i nesimetri¢ni ¢vrséi
zatvarac preko Igl-1g3 i Ig2-1g2 trans interakcija (Soroka i sur. 2003)

Cesta posttranslacijska modifikacija NCAM molekule je dodavanje polisijalinske kiseline.
Polisijalinska Kiselina je negativno nabijeni glikan koji utjece na sposobnost vezanja NCAM-
a. Glikan zasluzan za prevodenje razli¢tih izoformi NCAM iz adhezivnog u anti-adhezivno
stanje je linearni homopolimer polisijalinska kiselina. Velika negativno nabijena i jako
hidrirana struktura (Slika 7.) moZe se pruzati izvan srzi proteina i poduplati radijus
ekstracelularnog dijela NCAM, povecavajuci prostor izmedu membrana i ometaju¢i adhezivna

svojstva NCAM. Polisijalinska kiselina je istaknuti regulator migracije neurona i diferencijacije
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tijekom razvoja Zziv€anog sustava te je usko povezana s neurogenezom i sinaptiCkom

plasti¢nosti u odraslom mozgu (Hildenbrandt i sur. 2010).

Slika 9: Kristalna struktura Ig1-2-3 modula NCAM-a (
Soroka i sur. 2003)

3.2. NCAM signalizacija

Prisutnost adhezivnih molekula na sinapti¢kim pukotinama otvara moguc¢nost da one
sudjeluju u pokretanju i odrzavanju promjena na sinapsama (Murase i Schuman 1999).
Promjene na sinapsama uzrokovane NCAM uzrokovane su  njenom sposobnos¢u stvaranja
heterofilnih interakcija s unutarstani¢nim ligandima, $to izmedu ostaloga, uzrokuje rast neurita.
Aktivacija signalnih puteva dogada se uslijed unutarstanicnog i izvanstani¢nog vezanja

liganada koji aktiviraju nizvodne signalne kaskade (Ditlevsen i sur. 2008).

Erkl i Erk2 su MAP kinaze koje imaju centralnu ulogu u NCAM signaliziranju. Postoje barem
dva moguca puta signalizacije koja vode od NCAM do Ras-MAPK puta: jedan kroz
nereceptornu protein kinazu Fyn, a drugi preko FGFR (Ditlevsen i Kolkova 2009). U mnogim
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stanicama za poticanje rasta neurita potrebna su oba navedena signalna puta. Prva grana
signalizacije ukljucuje Fyn, nereceptorsku tirozin kinazu iz obitelji Src. Interakcija izmedu Fyn
i NCAM se dogada izmedu jedinstvene domene na amino - kraju Fyn i citoplazmatske domene
NCAM. Postoji i alternativni model u kojemu NCAM stvara interakcije s tipom proteina koji
aktivira Fyn. Protein za koji se pretpostavlja da igra ulogu tre¢eg vezujueg proteina
NCAM/Fyn kompleksa, a koji moze aktivirati Fyn je receptorska protein tirozin fosfataza
(RPTPa), koja sluzi kao aktivator kinaza iz obitelji Src. Dokazano je da RPTPa stvara veze sa
NCAM preko intracelularne domene NCAM-140, i manje sa NCAM-180. Snazne veze izmedu
RPTPa 1 NCAM-140 objasnjavaju zaSto samo ovaj oblik NCAM moze aktivirati Fyn put
(Ditlevsen i sur. 2008). Nakon aktivacije Fyn, druga nerecetorska tirozin kinaza biva aktivirana,
a naziva se FAK (Ditlevsen i Kolkova 2009). MAPK put aktivira se nizvodno od ovih kinaza
kao Sto vidimo na slici (slika 10). Aktivacijom proteina Ras koji zatim aktivira protein tirozin
kinazu Raf koja fosforilira 1 aktivira MEK, a ona zatim aktivira ERK koji kona¢no djeluje na
aktivaciju CREB. Druga grana puta koji dovodi do aktivacije CREB faktora preko MAPK
ukljucuje receptor za fibronektinski faktor rasta (FGFR), a pocinje na stani¢noj membrani.
Nuklearnom magnetskom rezonancom otkrivene su slabe veze izmedu drugog fibronektinskog
modula NCAM i treceg Ig modula FGFR. Vezanje ekstracelularne domene NCAM na FGFR
uzrokuje fosforilaciju receptora i rast neurita. FGFR se aktivira nakon trans-homofilnog vezanja
dviju NCAM molekula, a sama aktivacija se dogada direktnim interakcijama NCAM-FGFR na
ekstracelularnoj povrsini. Aktivacija receptora uzrokuje njegovu dimerizaciju, koja dovodi do
transfosforilacije i pokretanje unutarstani¢ne kaskade ( dimerizacija se dogada nakon vezanja
FGF). U odsutnosti trans-homofilnog vezanja, pretpostavlja se da je NCAM prisutan na
stani¢noj povrsini u cis-dimerima. Procjenjuje se da je 85% FGFR molekula na membaranama
neurona u bilo kojem trenutku vezano na NCAM dimer. Kada NCAM zapoc¢ne trans -
homofilno vezanje njegovo grupiranje moze rezultirati pove¢anjem lokalnih koncentracija za
NCAM vezanog FGFR, §to dovodi do dimerizacije i aktivacije FGFR (Ditlevsen i sur. 2008).
FGFR je recetorska protein tirozin kinaza gradena od ekstracelularne domene za vezanje
liganda koja se sastoji od tri uzastopna Ig modula povezanih transmembranskom domenom s
intracelularim djelom koji sadrzi protein tirozin kinaznu domenu. Vezanje proteina iz porodice
FGF aktivira tirozin kinaznu aktivnost, jer su oni visokoafinitetni ligandi za FGFR, i rezultira
fosforilacijom regulatornih tirozinskih ostataka stvaraju¢i vezna mjesta za nizvodne proteine

koji sadrze PTB ili SH2 domene (Hinsby i sur. 2004).
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Lipidni splavovi su mjesta na membranama na kojima se nalaze proteinski kompleksi viseg
reda koji su ukljuéeni u vecinu procesa signalizacije. Distribucija NCAM-a u podrué¢jima
lipidnih splavi vazna je za regulaciju NCAM signaliziranja. Rast neurita ovisi o stalnom
sastavljanju, rastavljanju i stabilizaciji aktinskih filamenata i mikrotubula, a citoplazmatske
domene NCAM-140 i NCAM-180 stvaraju interakcije s a i B tubulinom, glavnim sastavicama
mikrotubula (Ditlevsen i sur. 2008). NCAM je sa citoskeletom povezan preko proteina
spektrina, a spektrin je povezan s lipidnim splavom. Sva tri oblika NCAM stvaraju interakcije
sa spektrinom, a intracelularne domene NCAM-140 i NCAM-180 su pronadene vezane
direktno na spektrin. Grupiranje NCAM rezultira regrutiranjem spektrina i redistribucijom
NCAM-spektrin kompleksa na lipidne splavove, §to je vazno spomenuti jer je sSpektrin potreban
za NCAM posredovan rast neurita. GAP-43 je jos jedan protein Koji stvara interakcije lipidnim
splavovima, a koji se veze za citoskelet i ukljucen je u NCAM signalizaciju. Ovaj protein,
vezanjem na filamente aktina sudjeluje u dinamickoj regulaciji citoskeleta, koja je potrebna za
mobilnost konusa rasta (Ditlevsen i Kolkova 2009). GAP-43 moze biti fosforiliran protein
kinazom C (PKC) i kazein kinazom II (CKII), a stimulacija NCAM pojacava njegovu
fosforilaciju. U prisutnosti proteina Gap-43, NCAM posredovan rast neurita ovisi ve¢inom o
NCAM-180, a u odsutnosti GAP-43 rast neurita ovisi 0 NCAM-140. NCAM-140 posredovana
aktivacija Fyn puta neophodna je za rast neurita u neuronima spinalnog ganglija koji
eksprimiraju GAP-43 protein, iz Cega zakljuCujemo da NCAM posredovano neurigeno
signaliziranje nije u potpunosti ovisno 0 NCAM-180 u stanicama koje eksprimiraju GAP-43
(Ditlevsen i sur. 2008).

Signaliziranje potaknuto NCAM ukljucuje i povecavanje citoplazamtske koncentracije kalcija,
a mali porast koncentracije kalcijevih iona u stanici poti¢e otpustanje kalcija iz unutarstani¢nih
spremnika. Prema tome je predlozen model u kojemu aktivacija FGFR dovodi produkcije
diacilglicerola (DAG) enzimskom aktivnosc¢u fosfolipaze Cy (PLCy), odnosno hidrolizom
fosfoinozitol 4,5-bisfosfata (PIP2) u plazmatskoj membrani. Zatim DAG lipaza prevodi DAG
u arahidonsku kiselinu za koju se pretpostavlja da sudjeluje u otvaranju kalcijevih kanala (
Hinsby i sur. 2004). Rast neurita potaknut djelovanjem arahidonske kiseline moze se inhibirati
inhibitorima Ca?* kanala, a rast posredovan NCAM moze se blokirati inhibicijom DAG lipaze.
Ova signalna kaskada takoder potice koriStenje 1 unutarstani¢ne zalihe kalcijevih iona, zbog
stvaranja inozitol 1,4,5-trifosfata (IP3) koji otvara kalcijeve kanale endoplazmatskog
retikuluma i dopusta efluks kalcija u citoplazmu. Vaznost ovog puta dokazana je otkricem da

inhibitor PLCy inhibira NCAM - posredovan rast neurita, ali takoder da inhibitor PLCy i
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inhibitor DAG lipaze smanjuju rast neurita kao i porast razine unutarstani¢nog kalcija. Vazno
opazanje bilo je da inhibicija DAG lipaze i PLCy nije imala u¢inka na rast neurita uzrokovan
arahidonskom kiselinom, $to je potvrdilo da su DAG lipaza i PLCy smjeStene uzvodno od
arahidonske kiseline u ovom putu. lako inhibicija FGFR smanjuje ulazak kalcijevih iona
uzrokovan stimulacijom NCAM, ova inhibicija nije potpuna, odnosno on ne ukida u potpunosti
ulazak Ca?* iona . Ovo ukazuje na prisutnost druge tirozin kinaze koja je, uz FGFR, uklju¢ena
u influks kalcija potaknut NCAM, a pronadeno je da je to kinaza iz porodice Src. Navodenje
konusa rasta regulirano je najobilnijim proteinom u mozgu sisavaca, o kalcij-kalmodulinu
ovisnom kinazom Il (CaMKII). Aktivnost CaMKII regulirana je vezanjem kalmodulina koji se
aktivira vezanjem iona kalcija. Pretpostavlja se da NCAM aktivira CaMKII kroz FGFR-PLC-
DAG-AA-Ca?* put. Ova teorija potkrijepljena je ¢injenicom da je rast neurita induciran
stimulacijom influksa Ca?* ili dodatkom arahidonske kiseline ili ¢injenicom da je FGFR
inhibiran inhibitorima CaMKIIl.  Homofilno vezanje NCAM rezultira i pojacanom
autofosforilacijom protein kinaze C (PKC). PKC predstavlja tocku ispreplitanja FGFR i MAPK
puteva signalizacije, jer se PKC nalazi nizvodno od PLCy i FGFR, i moze aktivirati Raf i na taj
nacin formirati vezu S MAPK putem. Protein kinaza C aktivirana je prisustvom kalcija i/ili
DAG, a jedan oblik, PKCP2, povezan je sa spektrinom te stoga i sa NCAM. Protein kinaza A
takoder je jedna od Kkinaza potrebnih za poticanje rasta neurita posredovanog NCAM.
Produkcija cAMP-a rezultat je aktivnosti enzima adenil ciklaze, porodice enzima koji su
regulirani koncentracijom unutarstani¢nog kalcija, G-proteinima ili PKC. PKA djeluje na
transkripcijski faktor CREB preko kojega pokrece transkripciju gena potrebnih za sintezu novih
AMPA receptora ili proteina potrebnih za stvaranje novih sinapsi, odnosno rast neurita, tj.
pokreée sintezu faktora rasta. Pretpostavljalo se da CREB predstavlja to¢ku konvergencije
mnogih signalnih puteva NCAM jer mnoge od do sad navedenih kinaza (PKA, CaMKII, ERK)
fosforiliraju CREB u drugim sustavima. No inhibicija PKA i CaMKII nije dovela do inhibicije
rasta neurita $to implicira da CREB ipak nije to¢ka konvergencije te da putevi koji ukljucuju
ove enzime utjecu na rast neurita preko nekih drugih transkripcijskih faktora kao $to je NFkB 1

c-fos (Ditlevsen i Kolkova 2009).
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Slika 10: putevi unutarstanicnog signaliziranja potaknutog
homofilnim vezanjem NCAM (Ditlevsen i Kolkova, 2009)

4. Uloga PSA-NCAM u procesima ucenja i pamcenja

Polisijalinska kiselina je polimer sastavljen od devet $ecernih neuroaminskih kiselina
koji nalazimo u velikom broju razli¢itih organizama od bakterijskih ovojnica, ovojnica ribljih
jajasaca do embrijia Drosophilae te membrana neuralnih stanica kraljeznjaka, ali i u nekim
stanicama raka. Polisijalinska kiselina u sisavaca je linearni homopolimer a2-8 N-
acetilneuroaminske kiseline, to je relativno jednostavna i velika molekula s brojem monomera
koji varira od 8 do preko 10. PSA se veze samo na NCAM, a to vezanje dogada se na par
asparaginskih aminokislinskih ostataka u Ig5 modulu izvanstani¢nog dijela molekule (Bonfati,
2006). Smatra se da PSA ima utjecaj na homofilno, ali i heterofilno vezanje NCAM
glikoproteinske okosnice, ona sterickim smetnjama potice plasti¢nost (Senkov i sur. 2006).
Biosinteza PSA-NCAM je regulirana elektricnom aktivnosti aksona ili gubitkom inputa s
periferije, ali moze biti regulirana i povecanjem unutarstani¢ne razine kalcijevih iona
uzrokovane otvaranjem NMDA-receptora koje moze pokrenuti egzocitozu ili endocitozu PSA-
NCAM. Na stani¢cnim membranama PSA-NCAM moze biti prisutna ili na cijeloj stani¢noj

povrsini ili samo na nekim njenim dijelovima, npr. zreli olfaktorni receptorni neuroni i
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hipotalamicki neuroni ne sadrze PSA na somama, ali je ona jako eksprimirana na aksonima. Za
razliku od NCAM proteina, koji je prisutan u ¢itavom srediSnjem zivéanom sustavu Svakoj
dobi jedinke, distribucija PSA-NCAM se i kvalitativno i kvantitativno razlikuje tijekom razvoja
i u odrasloj dobi (Bonfati, 2006). Tijekom embrionalnog i postnatalnog razvoja PSA-NCAM
prisutna je u velikim koncentracijama u svim podru¢jima mozga, ali u odrasloj dobi zabiljeZena
je samo u onim strukturama mozga koje imaju moguénost mijenjanja, odnosno sinapticke
plasti¢nosti. PSA-NCAM je dominantno eksprimirana tijekom embrionalnog razvoja, gdje ¢ini
oko 30% ukupnih NCAM molekula, taj broj u odraslom stadiju smanjuje se na 10% ili manje
(Hinsby i sur. 2004). Uklanjanje PSA s NCAM enzimskom aktivno$¢u endosialidaze-N (Endo-
N) ometa migraciju neurona, nicanje i grananje aksonskih zavrsetaka, Sinapticku plasti¢nost i
prostorno paméenje (Senkov i sur. 2006). S druge strane, PSA moze pozitivno modulirati
heterofilne interakcije NCAM s heparan-sulfat proteoglikanom arginom. PSA ima anti-
adhezivnu ulogu, ukljucuju¢i inhibiciju NCAM-NCAM interakcija izmedu stanica, Sto
olakSava migraciju stanica i rast aksona (Hinsby i sur. 2004). Istrazivanjima je pokazano da je
PSA potrebna za pravilno signaliziranje neurotrofinima te za FGFR signalizaciju, ali to¢ni
putevi 1 na¢in na koji PSA utjeCe na signalizaciju joS§ uvijek nisu poznati. Takoder je otkriveno
da PSA utjece na kinetiku homofilnog vezanja NCAM na nacin da smanjuje agregaciju NCAM
na membrani, dok s druge strane formiranje nakupina jednodimenzionalnih NCAM zatvaraca
u prisutnosti polisijalinske kiseline favorizira asocijaciju NCAM i FGFR stoga se PSA ponasa
kao prekida¢ koji prevodi NCAM iz adhezivne molekule u signalnu. NCAM takoder pridonosi
sidrenju organela na nascentne sinapse. Aktivacija sinapse rezultira pove¢anom ekspresijom
PSA-NCAM koja potic¢e remoduliranje sinapse smanjenjem adhezivnih sila, Sto dopusta Sirenje
ili smanjenje membrane, prebacivanje NCAM iz adhezivne u signalnu molekulu te promjenom
ponasanja glutamatnih kanalnih receptora (Slikall). U zadnjem koraku sinapsa ¢e se
stabilizirati pojacanom ekspresijom NCAM. PSA-NCAM igra ulogu i u facilitaciji novih
Zivaca, grananju aksona te formiranju novih sinapsi. Uklanjanjem PSA s NCAM otkriveno je
da ona utjece na interakcije zivéanog vlakna s njegovim ciljem, te na interakcije senzornih
aksona u vidnom epitelu, jer dolazi do projekcijskih pogresaka ganglijskih stanica retine. Cini
se da PSA obiljezava rastuca vlakna, ekspresija joj je povecana u kortikospinalnom sustavu u
trenutku kada se pocinju formirati kolateralne grane na razini mozdanog debla, a nakon
uklanjanja PSA enzimom Endo-N formacija kortikospinalnih aksona jako je smanjena. Svi ovi
primjeri navode na zakljucak da ekspresija PSA-NCAM tijekom razvoja, ali i tijekom plasti¢nih

promjena sudjeluje u reguliranju rasta aksona (Gascona i sur. 2007).
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Slika 11: utjecaj PSA-NCAM na sinapticku
plasticnost(Gascona i sur. 2007)

21



5. Zakljucak

Dok je utjecaj NCAM na procese ucenja relativno dobro razjasnjen dosadaSnjim
istrazivanjima, utjecaj polisijalinskom kiselinom maodificirane molekule- PSA-NCAM jos
uvijek ostaje neistrazen. Jasno je da PSA omogucéava proces dugoroCne potencijacije
ometanjem adhezije membrana neurona koji prolaze LTP, ona svojim velikim volumenom i
negativnim nabojem predstavlja stericku smetnju koja onemogucava priblizavanje stanica te
stvaranje homofilnih NCAM-NCAM interakcija nasuprotnih stanica. Stvaranje homofilnih
interakcija zadnji je korak sinapticke plasti¢nosti jer se njime formiraju ¢vrste veze izmedu
nasuprotnih sinapsi, a te interakcije takoder poticu unutarstani¢nu enzimsku kaskadu koja
rezultira dodatnim pojacavanjem provodljivosti i jakosti sinapse. Dakle NCAM i PSA-NCAM
imaju suprotne uloge, jedna potice ¢vrste veze dok druga omogucéava migraciju neuronskih
nastavaka. Sto se to¢no dogada na citoplazmatskoj strani stanice u prisutnosti PSA-NCAM

ostaje otvoreno pitanje koje bi moglo pokrenuti mnoga nova istrazivanja.
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