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Al Namen magistrske naloge je bil raziskati kolokalizacijo (pojavljanje na istem mestu)

proteinov SINKRIP in sinaptotagmin 7 v nevronih S§tirih razli¢nih anatomskih podrocij
mozganov laboratorijske podgane (Rattus norvegicus): v hipokampusu, striatumu, skorji
velikih moZganov in skorji malih moZganov. Mozgane podgan smo transkardialno
perfundirali s fiksativom, jih narezali ter pobarvali z metodo dvojne imunofluorescence.
Uporabili smo specifi¢na protitelesa proti proteinoma SINKRIP in sinaptotagmin 7.
Kolokalizacijo smo analizirali z uporabo fluorescencnega mikroskopa (Apotom). Stopnja
kolokalizacije proteinov je v veéini preucevanih podro¢jih zelo nizka. Signal za
sinaptotagmin 7 je najmo¢nejsi v nevropilu vseh Stirih preu¢evanih anatomskih podrocij, za
SINKRIP pa v somah celic teh podrocij. Izjema so le some Purkinjejevih celic, kjer je stopnja
kolokalizacije obeh proteinov visoka. Ugotovili smo tudi, da sta oba proteina v dendritih teh
celic. Hipotezo o kolokalizaciji lahko samo delno potrdimo. Kolokalizacija v somah ter
prisotnost obeh proteinov v dendritih nakazuje na mozno vklju¢enost proteina sinaptotagmin
7 pri prenosu MRNA v dendrite Purkinjejevih celic, ki ga uravnava protein SINKRIP.
Analizirali smo §e prisotnost preucevanih proteinov v razlicnih anatomskih podroc¢jih
mozganoVv z metodo imunohistokemije. Potrjujemo hipotezo, da sta proteina SINKRIP in
sinaptotagmin 7 prisotna v vecini anatomskih podrocij mozganov podgane.
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AB The aim of this study was to investigate colocalization (occurrence at the same
location) of proteins SYNCRIP and synaptotagmin 7 in neurons of four anatomical areas in
laboratory rat (Rattus norvegicus) brain: the hippocampus, striatum, cerebral cortex and
cerebellum cortex. We perfused rat brain with fixative, then cut and stained the brain with
the method of double immunofluorescence. We used specific antibodies against proteins
SYNCRIP and synaptotagmin 7. We analyzed colocalizaton by fluorescence microscopy
(Apotom). Colocalization of proteins in the majority of anatomical areas is low,
synaptotagmin 7 is in all anatomical areas expressed mostly in neuropil, on contrary
SYNCRIP is expressed predominantly in cell bodies. Exceptions are cell bodies of Purkinje
cells, where the colocalization of proteins is relatively high and we conclude that both
proteins are present in dendrites of Purkinje cells. We partially confirm the hypothesis about
colocalization of proteins SYNCRIP and synaptotagmin 7. It is possible that synaptotagmin
7 may be involved in the transport of MRNA in dendrites of Purkinje cells, which is regulated
by protein SYNCRIP. We also analyzed the occurrence of proteins SYNCRIP and
synaptotagmin 7 in different anatomical areas of the brain with the method of
immunohistochemistry. The results of immunohistochemical staining suggest that both
proteins are present in most anatomical areas of the rat brain.
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(angl. "Synaptotagmin-binding, Cytoplasmic RNA-Interacting Protein™)

SN ¢rno jedro (lat. "substantia nigra")
SNARE topni NSF vezavni receptor (angl. "soluble NSF attachment receptor"™)
SNc kompaktni del ¢rnega jedra (angl. "substantia nigra pars compacta™)

SNr retikulatni del ¢rnega jedra (angl. "substantia nigra pars reticulate™)
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1UVvOD

Sinaptotagmin (SIT) je sinapti¢ni protein (poznamo 17 njegovih izooblik), ki sodeluje pri
regulaciji izloCanja nevrotransmiterjev. Sodeluje pri spremembah nevrotransmisije (prenosu
zivénih signalnih molekul, npr. dopamina), pri gibanju, ucenju, uporabi drog, patoloskih
spremembah mozganov (npr. parkinsonovi bolezni) ... Sinaptotagmin sprozi od kalcija
odvisno ali neodvisno interakcijo z molekulami, ki sodelujejo pri membranski fuziji in
posledi¢no pri eksocitozi in endocitozi sinapti¢nih veziklov. SINKRIP je mRNA-vezavni
protein, ki se veze na protein sinaptotagmin. Prenos mRNA v dendrite poteka s pomocjo
granul RNA, nekateri raziskovalci dopusc¢ajo moznost, da tak prenos poteka s pomocjo
veziklov. Prenos molekul mRNA v dendrite nevronov (v dendrite potujejo tudi encimi, na
primer za sintezo nevrotransmiterjev) zagotavlja hitrejSe lokalno prepisovanje specificnih
proteinov, ki so potrebni za tvorbo novih sinaps. Pri prenosu mRNA v dendrite verjetno
sodeluje protein SINKRIP, vendar je njegova natanc¢na vloga v nevronih nepoznana. Z
raziskavami in vitro so pokazali, da se protein SINKRIP vezZe na protein sinaptotagmin 7.
Sinaptotagmin 7 je protein, udeleZen pri procesih eksocitoze ve¢jih opticno gostih veziklov
ter lizosomov v nevronih. Pokazali so, da ima sinaptotagmin 7 vlogo v patoloskih procesih
nevrodegeneracije, za katere je med drugim znacilna okvarjena sposobnost tvorbe sinaps.
Nekateri raziskovalci domnevajo, da ima sinaptotagmin 7 zaradi sposobnosti vezave s
proteinom SINKRIP morebitno vlogo pri prenosu mRNA v dendrite nevronov. Narejena ni
bila Se nobena raziskava in vivo, Ki bi raziskala morebitno interakcijo obeh proteinov v
nevronih.

Namen magistrske naloge je bil raziskati kolokalizacijo (pojavljanje na istem mestu)
proteinov SINKRIP in sinaptotagmin 7 v nevronih v razliénih anatomskih podro¢jih
mozganoV laboratorijske podgane (Rattus norvegicus). V primeru, da sta oba proteina v
nevronih skupaj, obstaja moznost za njuno fiziolosko interakcijo. MoZgane podgan smo
transkardialno perfundirali s fiksativom, jih narezali ter pobarvali z metodo dvojne
imunofluorescence z uporabo specifi¢nih protiteles proti preucevanima proteinoma. Z
uporabo fluorescencnega mikroskopa Apotom smo analizirali kolokalizacijo obeh proteinov
v razli¢nih anatomskih podroc¢jih moZzganov. Prav tako smo preucili prisotnost proteinov
SINKRIP in sinaptotagmin 7 v razlicnih anatomskih podroc¢jih mozganov z metodo
imunohistokemije.

Hipoteze:

1. Protein SINKRIP je kolokaliziran s proteinom sinaptotagmin 7 v nevronih mozganov
podgane.

2. Proteina SINKRIP in sinaptotagmin 7 sta prisotna v vecini anatomskih podrocij
mozganov podgane.
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2 PREGLED OBJAV
2. 1.1 NEVRONI IN SINAPTICNI PRENOS

Nevroni spadajo med polarizirane celice, njihova membrana je napetostno odvisna. Zgrajeni
so iz some (celicnega telesa), jedra, aksona in dendritov. Dendriti so specializirani za
sprejemanje in izlo¢anje signalnih molekul, na svoji membrani imajo Stevilne receptorje.
Proteini se izlocCijo iz celice skozi membrano, tako celice med seboj komunicirajo (Alberts
in sod., 1994). Obstajata dva tipa povezav med celicami, kemic¢ne in elektri¢ne sinapti¢ne
Spranje (Pollard in Earnshaw, 2004). Presinapticha membrana enega nevrona in
postsinapti¢na membrana drugega nevrona sta loCeni s kemicno sinapticno Spranjo (v
nadaljevanju sinapsa), Siroko od 20 do 50 nm (sl. 1). Sinapsa je napolnjena s sinapti¢nimi
vezikli, ki vsebujejo ziveéni prenaSalec (v nadaljevanju nevrotransmiter), kemic¢no snov, s
katero informacija potuje do postsinapticne membrane. Izlo¢anje nevrotransmiterja sprozi
akcijski potencial aksona. Depolarizacija sprozi odprtje napetostno odvisnih kalcijevih
kanal&kov. Kalcijevi ioni (Ca?*) zatnejo skoznje vdirati v nevrone. Pove¢ana koncentracija
kalcijevih ionov je signal za izloCanje nevrotransmiterja iz sinapticnih veziklov. To
imenujemo eksocitoza (Bear in sod., 2006). Eksocitoza poteka izredno hitro, v 1 ms (Kandel
in sod., 2000).

/ PRESINAPTICNI DEL \
/

SINAPTICNI
VEZIKEL

NAPETOSTNO MOLEKULE
ODVISNI KaLcyeyr NEVROTRANSMITERJA

KANALCKI

POSTSINAPTICNI DEL

Slika 1: Kemic¢na sinapsa (prilagojeno po Bear in sod., 2006: 114)
2. 1.1.1 Sinapticni vezikli in vecji opti¢no gosti vezikli

Sinapti¢ni vezikli so samostojni celi¢ni organeli, veliki okoli 40 nm, klju¢ni za prenos
nevrotransmiterjev v nevronih. Vsak presinapti¢ni del nevrona vsebuje na stotine sinapti¢nih
veziklov z nevrotransmiterji, ki se iz njih sprostijo z od Ca?* odvisno eksocitozo (Siidhof in
Rizo, 2011). Nevrotransmiterji so snovi, ki se prenasajo preko sinapse in nanjo vplivajo.
Poznamo vec¢ vrst nevrotransmiterjev: aminokisline, biogeni amini in peptidi (Kandel in sod.,
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2000). Na membrani sinapti¢nih veziklov najdemo proteine s specificno vlogo. Njihova
vloga je, da prevzemajo nevrotransmiterje iz citosola ter sodelujejo pri zlivanju membrane
vezikla in membrane celice (Pollard in Earnshaw, 2004).

Peptidni nevrotransmiterji so v velikih mesickih z elektronsko gosto notranjostjo (LDCV,
angl. "large dense-core vesicles", v nadaljevanju ve¢ji opti¢no gosti vezikli). Ti so veliki
okoli 100 nm (Bear in sod., 2006) in so vrsta sekretornih zrnc, ki jih najdemo v razli¢nih
vrstah celic, npr. nevronih, eksokrinih in endokrinih celicah, krvnih celicah, endotelijskih
celicah. Tudi eksocitoza vecjih opticno gostih veziklov poteka v odvisnosti od kalcijevih

ionov, njihova sinteza pa se razlikuje od sinteze sinapti¢nih veziklov (Burgoyne in Morgan,
2003).

2. 1.1.2 Od kalcija odvisna eksocitoza

Loc¢imo prehodno in popolno od kalcija odvisno eksocitozo. V primeru, da celica dobi nekaj
milisekund dolg signal in je koncentracija kalcijevih ionov visoka, potece prehodna (angl.
"kiss and run") eksocitoza (sl. 2a). Pri tem se vezikel in celica ne zlijeta popolnoma, nastane
fuzijska pora. Ko je signal dolg nekaj sekund in koncentracija kalcijevih ionov manjsa (okoli
50 uM), potece popolna (angl. "full fusion™) eksocitoza. Pri tem se vezikel in celica
popolnoma zlijeta (sl. 2b) (Moghadam in Jackson, 2013).

PREHODNA EKSOCITOZA

(angl. "kiss and run") POPOLNA EKSOCITOZA

(angl. " full fusion")

Slika 2: Eksocitoza. (a) Prehodna eksocitoza (b) Popolna eksocitoza
(prilagojeno po Moghadam in Jackson, 2013: 4)

Tvorba fuzijske pore se zacne z enim samim kanal¢kom, ki poveze membrano sinapti¢nega
vezikla in membrano nevrona. Zlivanje membrane vezikla in membrane nevrona se za¢ne
ze 5 ms po zacetku drazljaja, vse skupaj pa traja le 2 ms (Kandel in sod., 2000). Tvorba
fuzijske pore poteka v Stirih korakih in je prikazana na sl. 3. Najprej pride do pritrditve
sinapti¢nega vezikla s citoskeletom koncica nevrona, torej mobilizacije (1). Sledi prenos (2)
sinapti¢nega vezikla na aktivno cono izlocanja nevrotransmiterja. Naslednja je priprava za
izloCanje oz. razSiritev fuzijske pore (3) in nato izloCanje sinapti¢nega vezikla skozi fuzijsko
poro (4) (Kandel in sod., 2000).
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Sinapsini so proteini sinapticnega vezikla, ki so klju¢ni pri mobilizacji. Pri prenosu
sinapticnega vezikla na aktivnho cono sodelujejo proteini Rab. VAMP (sinaptobrevin),
SNAP-25, sinaptotagmin (v nadaljevanju SIT) na membrani sinapticnega vezikla in
sintaksin na presinapti¢ni membrani nevrona pa so proteini, ki sodelujejo pri pripravi na
izloCanje in pri izloanju nevrotransmiterjev. VAMP (sinaptobrevin), SNAP-25 in sintaksin
so tarCe nekaterih zivénih strupov, kot sta tetanus in botulinum toksin, ki preko teh proteinov
lahko vplivajo na izloanje nevrotransmiterja (Kandel in sod., 2000). Nekateri proteini
sinapti¢nega vezikla in presinaptiéne membrane nevrona so prikazani na sl. 3.

T MOBILIZACIA

2 PRENOS

3 Pripravanaizlotanje 4 Fuzijska pora

.
(

)
)

: MEMBRANA
— }
1
|
|

Ca‘ kanalEeJ

! I Sintaksinl ______ I simaksinl ==

Slika 3: Tvorba fuzijske pore v §tirih korakih in proteini sinapti¢nega vezikla ter presinaptiéne membrane
nevrona (prilagojeno po Kandel in sod., 2000: 245)

2. 1.1.3 Endocitoza

Z endocitozo celica privzema makromolekule, med drugim tudi nevrotransmiterje. Poteka
na enak nacin kot eksocitoza. Makromolekule Se pred privzemom v celico obda manjsi del
plazmaleme, ki se nato uviha in se nato kot vezikel odcepi v notranjost celice. Obstajata dve
vrsti endocitoze. Prvega imenujemo pinocitoza ali celino pitje. Gre za privzemanje teko¢ine
z raztopljenimi snovmi i1z zunajcelicnega prostora. Drugi je receptorsko uravnavana
endocitoza, s katero celica privzema specificne makromolekule (Pollard in Earnshaw, 2004).
Endocitozo omogocajo prevle¢ene jamice na povrsini veziklov, ki vsebujejo klatrin (angl.
"coated pit"). Te prevleCene jamice sestavljata dve komponenti: klatrinski del in AP-2
kompleks (angl. "adaptor protein complex™) (von Poser in sod., 2000).
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2.1.2 SINAPTOTAGMINI

Sinaptotagmin (SIT) je transmembranski protein (Kandel in sod., 2000), pomemben pri
tvorbi fuzijske pore pri eksocitozi, odvisni od kalcija. Deluje kot senzor za povecano
koncentracijo kalcijevih ionov. Odkrili so ga pred ve¢ kot dvajsetimi leti, prva je bila odkrita
izooblika SIT 1 (Burgoyne in Morgan, 2003). Pri vretencarjih je poznanih 17 izooblik SIT,
pri metazojih 3 (SIT 1, 4 in 7). To nakazuje, da so te 3 izooblike evolucijsko najbolj
ohranjene (Liu in sod., 2014). Naprej so izooblike razdeljene na poddruzine, ki so si po
zgradbi bolj podobne: SIT 1, 2 in 9 tvorijo eno poddruzino, SIT 3, 5, 6, 10 drugo ter SIT 4,
11 tretjo poddruzino. Ostale izooblike niso razdeljene v poddruzine (Fukuda, 2006).

2. 1.2.1 Zgradba sinaptotagmina

Sinaptotagmin je zgrajen iz dveh delov, kratkega znotrajceli¢nega (okoli 70 aminokislin
(Fukuda, 2006)) ter daljSega zunajcelicnega oz. citoplazemskega dela. Znotrajceli¢ni del
imenujemo tudi N-terminalna transmembranska domena (NTD). Citoplazemski del ima dve
Ca?* vezavni podenoti C2, C2A in C2B (Andrews in Chakrabarti, 2005). Ti sta homologni
C2 podenotam razli¢nih protein kinaz C in fosfolipaz A2 (Burgoyne in Morgan, 2003). C2A
in C2B sta povezani s kratko povezujoco sekvenco. Obe podenoti C2 imata sendvi¢ zgradbo
dveh S&tirislojnih  B-ravnin (angl. "B-sheet"). Pri usmerjanju kalcijevih ionov je
najpomembne;jsi del Asp (angl. “conserved acidic residues”) v zanki C2B podenote. Mesto
vezave ionov na C2 podrocji se med izooblikami SIT razlikuje, oblika vezave pa je vedno
ista - v obliki zepka (Andrews in Chakrabarti, 2005).

N-terminalna transmembranska
domena

2+ ; . coe o
Ca” vezavni podenoti od Kalcijevih ionov
odvisne interakcije s

[ i i . — SNARE proteini in
sekretorni fosfolipidi v membrani
celice

vezikel L
povezujoca sekvenca

Slika 4: Zgradba sinaptotagmina (prilagojeno po Andrews in Chakrabarti, 2005: 2)

Obe C2 podenoti se vezeta na fosfolipide v membrani nevrona. SIT je negativni in pozitivni
regulator izlocanja nevrotransmiterja. Kot negativni preprecuje tvorbo fuzijske pore in
izlo¢anje, ¢e ni povecanja koncentracije kalcijevih ionov. Kot pozitivni sodeluje pri tvorbi
fuzijske pore, ¢e je koncentracija kalcijevih ionov povecana (Kandel in sod., 2000).
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2. 1.2.2 Prisotnost sinaptotagmina v moZganih

SIT1,3,4,5,7,11, 12, 13 so prisotni v ve¢ini mozganskih podro¢ij, medtem ko so SIT 2,
6, 9, 10 specifi¢ni, prisotni le v dolo¢enih mozganskih anatomskih podro¢jih. Prepisovanje
MRNA SIT 1-5, 10, 11, 13 je vezano predvsem na nevrone. SIT 1 je najpogostejsa izooblika,
najbolj specificna za doloCena podrocja pa je izooblika SIT 2. Ti izoobliki sta delno
komplementarni, SIT 1 je pogostejsi v rostalnem podrocju, SIT 2 v kavdalnem podroc¢ju
mozganov. Vzorca izrazanja mRNA SIT 11 in 4 v mozganih se prekrivata. V CA1 podrocju
hipokampusa so v nevronih najpogostejse izooblike SIT 1, 4, 5 in 11, v astrocitih tega
podrocja pa sta bolj izrazeni izoobliki SIT 4, 7. Na sinapti¢nih veziklih so zaznali najve¢ SIT
1, 2,9, 12, na plazemski membrani pa SIT 3, 6, 7. Znotrajceli¢na prisotnost SIT 10 in 11 za
zdaj Se ni znana (Glavan in sod., 2009).

2. 1.2.3 Razli¢ne izooblike sinaptotagmina

SIT 1 je najbolj raziskana ter v zivénem in endokrinem sistemu najpogostejsa (Moghadam
in Jackson, 2013) izooblika SIT. Veze tri kalcijeve ione na C2A podenoti, dva na C2B
podenoti. Je na povrsju sinapti¢nih veziklov (Andrews in Chakrabarti, 2005) in na vecjih
opti¢no gostih veziklih nevroendokrinih celic ter ob pojavu Ca®* odvisnega signala sprozi
zlitje sinapti¢nega vezikla v procesu hitre eksocitoze (Moghadam in Jackson, 2013) s
sinaptiéno membrano nevrona preko aktivacije proteinov SNARE (sintaksin-1a, SNAP-25
in VAMP-2/sinaptobrevin-2 ali PIP2 (fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat)) (Fukuda, 2006). Brez
vezave na Ca?* odvisne ligande, kot so fosfolipidi, je verjetnost vezave Ca?* na SIT 1 zelo
majhna (Andrews in Chakrabarti, 2005). SIT 2 je bil zaznan v hipotalamusu, najverjetneje
deluje kot Ca?* senzor (Moghadam in Jackson, 2013).

SIT 3,5 in 6 so prisotni samo pri vretencarjih. SIT 5 in 6 sta ve¢inoma prisotna na sekretornih
veziklih, SIT 3 bolj na presinapti¢ni membrani. Slednji deluje kot Ca?* senzor za eksocitozo
nevrotransmiterjev, SIT 5 deluje kot Ca®* senzor za eksocitozo specifi¢nih vegjih opti¢no
gostih veziklov v mozganih, SIT 6 pa ima pomembno vlogo pri akrosomski reakciji. To je

specifi¢na reakcija od Ca®" odvisne eksocitoze pri moski spolni celici (Andrews in
Chakrabarti, 2005).

SIT 4 je v najvecji meri zaznan v Golgijevem aparatu ter koncicih aksonov in dendritov na
novo rasto¢ih nevronov. Pri zrelih nevronih njegova prisotnost v aksonih in dendritih skoraj
izgine (Andrews in Chakrabarti, 2005). Najdemo ga predvsem na membrani $e nezrelih
sekretornih veziklov, ni pa prisoten na membrani vecjih opti¢no gostih veziklov. Vpliva na
dozorevanje nezrelih sekretorenih veziklov, koli¢ina SIT 4 pa vpliva tudi na njihovo velikost
(Moghadam in Jackson, 2013).

SIT 9 je soroden SIT 1, najdemo ga na vecjih opticno gostih veziklih nevroendokrinih celic
PC12 ter inzulin sekretornih f—cCelicah trebusne slinavke (Moghadam in Jackson, 2013).
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SIT 10 se izraza po epilepti¢nih napadih, induciranih s kainatom, kje to¢no je, Se ni znano
(Andrews in Chakrabarti, 2005).

SIT 11 je soroden SIT 9. O njem je znano, da interagira s proteinom Parkin, to je avtosomalni
recesivni juvenilni produkt gena za parkinsonovo bolezen (Andrews in Chakrabarti, 2005).
Ugotovili so (Duque in sod., 2014) tudi, da je vpleten v fagocitozo pri makrofagih.

SIT 8, 12, 13, 14, 15 nimajo Ca?* odvisne vezave na fosfolipide v celi¢ni membrani. SIT 12
je najbolj izraZzen v mozganih, njegova koncentracija pa je odvisna od tiroidnih hormonov.
Pomemben je za nastanek LTP (angl. "long-term potentiation™) v hipokampusu (Kaeser-
Woo in sod., 2013). SIT 8 ima tako kot SIT 6 pomembno vlogo pri akrosomski reakciji, saj
v odvisnosti od Ca?* interagira s sintaksin-2. Druge izooblike SIT $e niso dobro raziskane
(Fukuda, 2006).

Izooblika, ki se pojavi na sekretornem veziklu, dologa, kaksen Ca?* odvisen signal bo sprozil
fuzijo vezikla z membrano, ali bo eksocitoza prehodna ali popolna ter koli¢ino molekul, ki
se sprosti iz vezikla (Moghadam in Jackson, 2013).
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2. 1.3 SINAPTOTAGMIN 7
2. 1.3.1 Funkcionalna vloga sinaptotagmina 7 pri eksocitozi

SIT 7 je vpleten v evolucijsko ohranjene dogodke vzpostavljanja fuzijskih por. Lokalizirali
S0 ga na membranah dolo¢enih sekretornih veziklov. SIT 7 ima specifi¢no, in povsod kjer
je, enako vlogo eksocitoze sekretornih veziklov v odvisnosti od Ca?*. Citoplazemski
kalcijevi ioni se vezejo na C2 podenoti SIT 7 v membrani sekretornega vezikla. To povzroci
vezavo SIT 7 na fosfolipide in proteine SNARE v sinapti¢ni membrani nevrona. C2 podenoti
predreta lipidni dvosloj in s proteini SNARE vija¢ne oblike oblikujeta fuzijsko poro. Na sl.
5 sta prikazani dve molekuli SIT 7, lahko pa tvorijo oligomere. V tem primeru lahko omejijo
Sirjenje fuzijske pore. SIT 7, ki je ve¢inoma vkljucen v eksocitozo lizosomov, interagira z
V-SNARE (VAMP-7), t-SNARE (sintaksin-4 in SNAP-23). Interakcija je prikazana na sl. 5
(Andrews in Chakrabarti, 2005).

Sintaksin-4
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Slika 5: Interakcija med proteini SNARE in SIT 7 med Ca?* odvisno eksocitozo
(prilagojeno po Andrews in Chakrabarti, 2005: 2)

SIT 7 sodeluje pri po¢asni in nesinhroni eksocitozi (Bacaj in sod., 2013). Ce bo potekla
prehodna ali popolna eksocitoza, je odvisno od izooblike SIT. Afiniteta SIT 7 do Ca?* je ob
vezavi na Ca®* odvisne ligande, kot so fosfolipidi, ve&ja kot pri SIT 1, tako je SIT 7 aktiviran
ob manjsi koncentraciji kalcijevih ionov kakor SIT 1. SIT 7 prej sprozi popolno eksocitozo,
kar je pomembno za eksocitozo od membrane oddaljenih sekretornih veziklov. SIT 1 pa prej
sprozi prehodno eksocitozo, pomembno za eksocitozo veziklov blizu membrane. Kinetika
kalcijev ion - SIT 7 kompleksa je pocasnejsa kot kinetika kompleksa kalcijev ion - SIT 1
(Moghadam in Jackson, 2013).
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Na klatrinski prilagojevalni protein AP-2 se preko podenote C2B SIT 7 moc¢no veze in je
glede na to vkljucen ne samo v proces eksocitoze, ampak tudi v proces endocitoze. Njegova
vloga pri endocitozi je podobna kot pri eksocitozi (von Poser in sod., 2000).

Izrazanje SIT 7 je odvisno od vezave Ca?*. Ce je onemogocena vezava Ca®* na obe C2
podenoti SIT 7, se izrazanje SIT 7 izrazito zmanjsa. V kolikor je onemogo&ena vezava Ca?*
na C2B podenoto, se izrazanje SIT ne spremeni (Maximov in sod., 2007). Pri vezavi Ca?*
na SIT 7 je C2B podenota pomembnejsa ob C2A (Schonn in sod., 2008). Od SIT 7 je odvisno
sirjenje fuzijske pore v procesu eksocitoze. Pri prehodni eksocitozi v celicah, kjer je prisoten,
se pora razsiri do 30 nm, pri celicah, ki ga ne izrazajo, pa se sekretorni vezikli popolnoma
zlijejo z membrano (Andrews in Chakrabarti, 2005). C2 podenoti SIT 7 razli¢no vplivata na
sirjenje fuzijske pore. Obe podenoti vzpostavita odprtje fuzijske pore, C2B pa je tista, zaradi
katere je fuzijska pora stabilna in Siroka. Tudi brez C2B podenote C2A podenota sprozi
vzpostavitev, vendar so v tem primeru fuzijske pore ozke in labilne. Najve¢ raziskav SIT 7
je bilo narejenih na sinapsah, fuzijske pore pa je tam tezko natanéno Studirati, zato so
raziskave (Segovia in sod., 2010) vpletenosti SIT 7 v fuzijskih porah potekale na
nevroendokrinih celicah in v vecini na celi¢nih kulturah.

Za Ca?* odvisno endocitozo in eksocitozo sekretornih veziklov in vzpostavitev fuzijske pore
je potreben fosfatidilinozitol bifosfat (PtdIns(4,5)P2). SIT 7 se ob odsotnosti Ca?* nanj veze
s C2B podenoto, e je Ca?" prisoten, pa z obema C2 podenotama. Brez vezave na

fosfatidilinozitol bifosfat hitra in u€inkovita vzpostavitev fuzijske pore ne bi bila mogoca
(Osborne in sod., 2007).

Obnovitev sinapticnega vezikla po eksocitozi in endocitozi vpliva na ucinkovitost
prenasanja nevrotransmiterjev v primeru zaporednih drazljajev. Obnovitev sinapti¢nega
vezikla poteka v odvisnosti od SIT 7. Alternativno izrezovanje mRNA SIT 7 lahko bodisi
pospesi ali upocasni obnovitev. Na celi¢ni kulturi hipokampusnih nevronov so ugotovili
(Virmani in sod., 2003), da krajSa oblika SIT 7 brez C2 podenot pospesi obnovitev, daljSa
oblika pa jo upocasni. V obnovitev je vkljuéen tudi kalmodulin. Kalmodulin veze Ca?" in
skupaj s SIT 7 tvori Ca?* vezavni kompleks. Ta kompleks sodeluje pri ponovni obnovitvi
sinapti¢nega vezikla po eksocitozi. Pri obnovitvi sinapti¢nega vezikla se s kalmodulinom
veze tudi Munc 13-1. Ce se Munc 13-1 veZe isto¢asno s SIT 7, $e ni raziskano. SIT 1, 2, 4,
9in 10 izooblike tega kompleksa niso tvorile (Liu in sod., 2014).

Eksocitoza ve¢jih opti¢no gostih veziklov nevroendokrinih celic PC12, ki vsebujejo SIT 7,
tako kot eksocitoza sinapti¢nih veziklov, poteka v odvisnosti od Ca?* (Fukuda in sod., 2004).
Raziskave (Tsuboi in Fukuda, 2007) so potrdile, da SIT 7 ne usmerja prenosa (angl. "docking
step") in razporeditve vecjih opticno gostih veziklov v teh celicah, ampak sodeluje pri
Kinetiki (vzpostavljanju, razsirjanju in trajanju odprtja) fuzijske pore ter posledi¢no pri
izlocanju hormonov iz nevroendokrinih celic PC12. Membrani vecjega opti¢no gostega
vezikla in celice PC12 se pri tem popolnoma zlijeta.
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Uravnavanje usmerjanja veziklov v razli¢ne endocitozne oz. eksocitozne poti naj bi bilo po
enem od teoreti¢nih modelov odvisno od razmerja med oblikami SIT 7 z razlicno dolgo
povezujoco sekvenco. Kratke spojitvene oblike SIT 7 npr. zavrnejo od klatrina odvisno
endocitozo (von Poser in sod., 2000).

2. 1.3.2 IzrazZanje in prisotnost sinaptotagmina 7

Izrazanje in prepisovanje gena za SIT 7 in drugih proteinov sinapti¢nih veziklov je odvisno
od metilacije aminokisline lizin na tretjem histonu. Tretiranje z retinoicno kislino zavira
izrazanje tega gena (Ekici in sod., 2008).

SIT 7 se pri podgani izraza v malih koncentracijah v ¢revesju, ledvicah, trebusni slinavki,
srcu, pljucih, hrbtenjaci. V vi§jih koncentracijah kakor pri teh nezivénih tkivih pa je bila
koncentracija mRNA SIT 7 zaznana v velikih in malih moZganih ter v vohalnem bulbusu. V
mozganih je bila zaznana Ze obdelana mRNA SIT 7, v ostalih pa 65 kDa velika, Se
neobdelana oblika mRNA SIT 7a (Andrews in Chakrabarti, 2005). V mi§jih moZganih se
oblike SIT 7 z ve¢jo molekulsko maso pri¢nejo izrazati Sele v postnatalnem obdobju, v 3.
tednu pa postanejo v prednjem delu mozganov najpogostejSe oblike SIT 7 (Fukuda in sod.,
2002). Razli¢na anatomska podroc¢ja v mozganih podgane izrazajo razli¢ni profil oblik SIT
7 (Sugita in sod., 2001).

SIT 7 se na zacetku razvoja organizma izraza drugace, kot kasneje v Zivljenju. Vedno je
prisoten v vseh deleéih se celicah, med njimi so npr. trajne linije rakavih celic (Maximov in
sod., 2007). Znotrajceli¢no je bilo njegovo pojavljanje zaznano v sinapti¢nih veziklih in
presinapti¢ni membrani nevronov in nevroendokrinih celic, na ve¢jih opti¢no gostih veziklih
endokrinih celic, na membrani lizosomov in ve¢jih optiéno gostih veziklih (Andrews in
Chakrabarti, 2005) fibroblasta (Fukuda, 2006).

SIT 7 najdemo med molekulami, ki sestavljajo tesne stike! (Tang, 2006).
SIT 7 ni prisoten pri musicah, kar je v nasprotju s tem, da bi naj imel pomembno vlogo pri

eksocitozi (Andrews in Chakrabarti, 2005). To je razloZljivo s tem, da ne sodeluje pri hitri
in sinhroni, temve¢ pri po¢asni in nesinhroni eksocitozi (Moghadam in Jackson, 2013).

! Tesni stiki (angl. "tight junction™) so specializirana vrsta interakcije membran dveh epitelijskih celic (Tang,
2006).
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2. 1.3.3 Pojavljanje sinaptotagmina 7 na sinapti¢nih in ve¢jih opti¢no gostih veziklih

Da je SIT 7 prisoten na sekretornih veziklih, je bilo raziskano na podganjih celicah ter
potrjeno Se na misjih, ¢loveskih in celicah hr¢ka (Andrews in Chakrabarti, 2005).

SIT 7 ima pomembno vlogo v kromafinskih celicah?, kje je eksocitoza ob njegovi odsotnosti
signifikantno zmanjSana (Schonn in sod., 2008). Pri nevronih je SIT 7 najbolj prisoten v
dendritih presinapti¢nih celic oz. presinapticni aktivni coni (Andrews in Chakrabarti, 2005).
V teh celicah interagira z glikoproteinom 1 (Lamp1)/VAMP7 na membrani lizosoma, kar je
prikazano na sl. 6 (Arantes in Andrews, 2006).

lizosomi SIT7 skupaj

Slika 6: SIT 7 je v nevronih prisoten na lizosomih. (a) Oznacen glikoprotein 1(Lamp1)/VAMP7 prisoten na
lizosomih (b) Z green fluorescenénim proteinom oznacen SIT 7 (¢) Lamp1/VAMP7 in SIT 7 oznacena
skupaj (prilagojeno po Arantes in Andrews, 2006: 5)

Njegovo znotrajcelino pojavljanje kaze tudi na njegovo vlogo pri prenosu sinapti¢nih
veziklov v dendrite (Monterrat in sod., 2007), kajti prisotnost SIT 7 na plazemski membrani
je bila dokazana z elektronsko mikroskopijo (Sugita in sod., 2001). Vloga SIT 7 pri prenosu
sinapti¢nih veziklov z nevrotransmiterji iz some v dendrite je bila dokazana na primeru
prenosa dopamina. Ko pride do zniZzanega izrazanja SIT 7, se zmanjSa koncentracija
dopamina v somi in dendritih celice. Za izlo€anje nevrotransmiterja iz sinapti¢nih veziklov
je SIT 7 nujno potreben (Mendez in sod., 2011).

Prisotnost SIT 7 je bila dokazana (Fukuda in sod., 2004) tudi na ve¢jih opti¢no gostih
veziklih celic PC12, kar je prikazano nasl. 7.

2 Kromafinske celice (angl. "Cromaffin cells") so nevroendokrine celice sredice nadledviéne Zleze, ki so pod
nadzorom simpati¢nega zivénega sistema. Ko jih ta spodbudi, izlocijo skozi fuzijske pore v vecjih opti¢no gostih
veziklih kateholemine in nevropeptide (Fulop in sod., 2005).
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SIT7 vedji opticno gosti vezikli skupaj

Slika 7: SIT 7 je v celicah PC12 prisoten na ve¢jih opti¢no gostih veziklih. (a) Z green fluorescenénim
proteinom oznacéen SIT 7 (b) Oznacen Rab3A, prisoten na ve¢jih opti¢no gostih veziklih (c) Rab3A in SIT 7
oznacena skupaj (prilagojeno po Fukuda in sod., 2004: 2)

Dokazali so (Fukuda in sod., 2004), da je SIT 7 prisoten na nekaterih znotrajceli¢nih
strukturah, kot je membrana Golgijevega aparata in je kolokalizirans SIT 1in 9, ne pas SIT
4. Povezan je z endokrinimi inzulin sekretornimi B-celicami trebusne slinavke podgan.
Izlo¢anje inzulina iz teh celic poteka v odvisnosti od Ca?*, vloga SIT 7 je pri tem klju¢na
(Gao in sod., 2000). Zraven SIT 5in 8 je SIT 7 najbolj prisotna izooblika SIT pri Ca?* odvisni
eksocitozi inzulina in je prisotna na veéjih opti¢no gostih veziklih teh celic, ki vsebujejo
inzulin (Gut in sod., 2001). Pojavlja se tudi skupaj z Rab7 na endosomih in drugih celi¢nih
strukturah blizu celi¢ne membrane. Druge raziskave (Monterrat in sod., 2007) nakazujejo,
da SIT 7 ni prisoten na vecjih opti¢no gostih veziklih celic PC12 in inzulin sekretornih -
celicah trebusne slinavke. Na inzulin sekretornih B-celicah trebusne slinavke (INS-1E) je
vidno, da pri eksocitozi iz teh celic najbolj sodeluje a, B in y spojitvena oblika mRNA SIT 7
(Gauthier in sod., 2007). To so druge spojitvene oblike, kakor v nevronih (Monterrat in sod.,
2007).

2. 1.3.4 Vloga sinaptotagmina 7 v patoloskih procesih
2. 1.3.4.1 Fagocitoza

SIT 7 sodeluje pri fagocitozi. To je proces, kjer makrofag vnese v svojo notranjost delce
vecje od 0,5 um v premeru. Misi brez SIT 7 nimajo fagocitotskega procesa, odvisnega od
SIT 7, ki vklju€uje vezavo membrane lizosoma na membrano makrofaga (Czibener in sod.,
2006). V raziskavi (Flannery in sod., 2010) na makrofagih je bilo ugotovljeno, da so za
vezavo potrebne specifiéne mikrodomene oziroma t.i. palmitoilacijska mesta, kjer se zgodi
palmitoilacija (vezava lizosoma in membrano makrofaga) v obmocju Golgijevega aparata.
Po vezavi na te domene poteCe prenos SIT 7 v celici in njegova vezava makrofaga na
lizosom.
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2.1.3.4.2 Popravilo membrane miSi¢ne celice

V misiéni celici SIT 7 sodeluje pri uravnavanju eksocitoze lizosomov kot Ca?* senzor in
pripomore k popravilu celi¢cne membrane. Misi, ki nimajo gena za SIT 7, razvijejo vnetno
miopatijo, v miSi¢ne celice vdrejo levkociti in za¢ne se odlagati kolagen. Pri miSih se
pojavijo tudi znacilnosti nekaterih avtoimunih bolezni, kot je odziv s protitelesi (Chakrabarti
in sod., 2003).

2. 1.3.4.3 Izlo¢anje inzulina iz sekretornih f—celic trebusne slinavke

V endokrinih inzulin sekretornih B—celicah trebusne slinavke je SIT 7 najpogostejsa SIT
izooblika. Povezana je s pojavom glukozne obcutljivosti in od glukoze odvisnega izloCanja
inzulina iz teh celic. MiSi brez SIT 7 kazejo normalno glukozno obcutljivost, normalno
koli¢ino izdelanega inzulina, vendar zaradi odsotnosti SIT 7 ne pride do sekrecije inzulina,
kar posledi¢no vodi v pojav sladkorne bolezni. Te misi kazejo zmanjSano koli¢ino mascob

v w

manjso telesno tezo kakor misi s SIT 7 (Gustavsson in sod., 2008).
2. 1.3.4.4 Nevrodegenerativne bolezni

Pri nevrodegenerativnih boleznih (huntingtonova, parkinsonova, alzheimerjeva bolezen) je
tezava v degeneraciji nevronov ali sinaptiénih medceli¢nih povezavah. Pride do
patofizioloskih procesov, kakor je pomanjkanje energije, porusenje ionske homeostaze,
pojav reaktivnega kisika, ki poSkoduje membrane ... Vse to pa vodi v apoptozo, nekrozo
nevronov. SIT 7 ima vlogo popravljanja teh degeneriranih nevronov in prilagajanja pri
njihovi izgubi (nevroplasti¢nost) (Glavan in sod., 2009). Nevroni v superiornih cervikalnih
ganglijih miSi brez SIT 7 ne kaZejo normalne rasti in razvejanja, kar kaze na vlogo SIT 7 pri
nastanku novih membran in razsirjanju nevronov (Arantes in Andrews, 2006). V raziskavi
(Glavan in Zivin, 2005) vloge SIT 7 in drugih izooblik SIT pri parkinsonovi bolezni so bile
uporabljene podgane z lezijami v levi polovici striatuma (poSkodovani dopaminski (DA)
nevroni), narejenimi s toksinom 6-OHDA. Hemiparkinsonske zaradi tega, da druga polovica
mozganov z nepoSkodovanimi DA nevroni sluzi kot kontrola. Podgane so razvile mo¢na
stereotipna vedenja, vrtenje v krogu, kar je bil znak poskodbe. Pri parkinsonovi bolezni se
izlo¢anje dopamina v striatumu (STR) zmanjSa zaradi poskodb v ¢rnem jedru (SN), kjer
pride do degeneracije DA nevronov. Receptorji za dopamin v STR t.j. postsinapti¢no,
postanejo preobcutljivi - temu reCemo DA hipersenzitivizacija. Slednje se zgodi zaradi
spremenjenega izrazanja proteinov DA receptorjev ali pa proteinov, ki sodelujejo pri
znotrajcelicni signalizaciji. Levodopa (L-DOPA), prekurzor za dopamin, se lahko pri
zdravljenju parkinsonove bolezni uporablja za izboljSanje bolezenskega stanja. Izrazanje
MRNA SIT 7 se v denerviranem STR poveca po dajanju uc¢inkovine L-DOPA poskusnim
hemiparkinsonskim podganam. Raziskovalci (Glavan in Zivin, 2005) domnevajo, da je SIT
7 vkljucen v patofizioloske spremembe sinapti¢nega prenosa pri parkinsonovi bolezni.
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Spremembe se zgodijo ob stimulaciji DA receptorjev D1, ne pa tudi D2. Izrazanje mRNA
SIT 7 se torej spremeni v nevronih direktne striatne poti. Stimulacija D2 receptorjev zavira
adenilil ciklaze® in na izrazanje mMRNA SIT 7 nima vpliva (Pal in sod., 2007). Pomanjkanje
dopamina so v drugi raziskavi (Pal in sod., 2007) simulirali z rezerpinom (RES), da bi
ugotovili, ¢e je DA hipersenzitivizacija (povecano izrazanje mRNA SIT 7) vezana le na
STR, ali tudi na druga anatomska podro¢ja mozganov. RES blokira monoaminski
transporter, ki je potreben za prenos dopamina v vezikle, zaradi ¢esar dopamin ostaja v
citoplazmi in ga encimi metabolizirajo. S tem se zmanjSa ali prepreci sprosc¢anje dopamina
v sinapsah in se pojavijo u¢inki podobni unic¢enju nevronov s 6-OHDA. Rezultati kazejo na
to, da za razliko od STR, v prilagoditvah v nevronih z DA sinapsami v drugih obmocjih
mozganov, po depleciji dopamina, SIT 7 ne sodeluje (Pal in sod., 2007).

SIT 7 je udeleZen pri pojavu epilepti¢nih napadov. Kainat (KA) in pilokarpin hidroklorid
(PI) sta snovi, ki epilepti¢ne napade sprozita umetno, s hiperekscitacijo nevronov, ta pa
potem povzro¢i nevrodegeneracijo, patoloske spremembe hipokampusnih nevronov in celic
glije. PI je antagonist muskarinskih acetilholinskih receptorjev, napade sprozi indirektno, s
preveliko stimulacijo glutamatnih receptorjev nevronov korteksa. Ta se po prenehanju
drazenja s PI ne prenecha. KA je antagonist specifiénega podtipa glutamatnih receptorjev,
zato epilepti¢ne napade sprozi kar direktno (Glavan in sod., 2012). V raziskavi (Glavan in
sod., 2012) so ugotovili, da se po epilepti¢nih napadih, izzvanih s PI, izrazanje mRNA SIT
7 v striatumu poveca dolgotrajneje kot po napadih, izzvanih s kainatom, a le v
ventromedialnem delu striatuma. Povecéanje pa je verjetno posledica povecane koncentracije
dopamina med epilepti¢nimi napadi. Epilepti¢ni napadi, sproZeni s KA in PI, se razlikujejo
glede na izrazanje SIT 7 zaradi zapletenih mehanizmov uravnavanja izrazanja SIT 7 v
mozganih med napadi.

3 Adenilil ciklaze (angl. "adenylyl cyclase™) so druzina membranskih proteinov z desetimi izooblikami.
Omogocajo nastanek molekul cikli¢ni AMP, ki so vpletene v delovanje kompleksnih poti prenosa signala med
nevroni (Sunahara in sod., 1996).
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2. 1.4 SINKRIP

SINKRIP (angl. "Synatotagmin-binding, Cytoplazmatic RNA-Interacting Protein™) je
citoplazemski RNA-vezavni protein, ki naj bi se vezal na SIT 7. Z metodo
koimunoprecipitacije so pokazali, da s proteinom SINKRIP interagirata tudi izoobliki SIT 8
in SIT 10. SINKRIP se s SIT poveze preko podenote C2B. Sodeluje pri znotrajceli¢nem
prenosu MRNA v dendrite celic. Ker je vezan tako na granule mRNA kot na SIT 7,
interakcija med njima nakazuje vkljucenost SIT 7 pri prenosu mRNA v dendrite nevronov.
Velikost molekule proteina SINKRIP je 66 kDa (Mizutani in sod., 2000). SINKRIP so
odkrili pri misih, obstaja pa tudi ¢loveski homologni protein. Ta protein je prisoten v
granularni obliki, neenakomerno. Granule mRNA potujejo proti dendritom z razli¢no
hitrostjo. Tiste, v katerih je prisoten SINKRIP, potujejo proti dendritom s hitrostjo okoli 0,05
pum/s. Raziskave (Bannai in sod., 2004) nakazujejo, da SINKRIP ni prisoten v tistih granulah
MRNA, ki se prenasajo hitreje. Natanéna vezava proteina SINKRIP v granule mRNA $e ni
znana, prav tako tudi ni dobro poznana njegova fizioloSka vloga. Znano je le, da stabilizira
mRNA pri prenosu v dendrite. Na njegovo vezavo na mRNA moc¢no vpliva fosforilacija
tirozina, ki jo lahko povzrocijo inzulin ali drugi faktorji (npr. fibroblast rastni faktor). V poli-
A repu 3’'mRNA molekule, kjer je SINKRIP najverjetneje vezan, je veliko adenin in uracil
nukleotidov. Prisotnosti proteina SINKRIP v mitohondrijih do sedaj Se niso potrdili, so pa
jo (Bannai in sod., 2004) v dendritih cerebelarnih Purkinjejevih celic in drugih nevronov
mozganske skorje ter somah hipokampusnih nevronov podgane.
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Slika 8: SINKRIP je prisoten v granulah mRNA. (a) SINKRIP v granulah mRNA (glave pus¢ic) (b) Prenos
proteina SINKRIP skupaj z granulami mRNA iz some v dendrite nevronov glede na ¢asoven potek
(prilagojeno po Bannai in sod., 2004: 4)
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SINKRIP je eden izmed dejavnikov, ki pozitivno uravnavajo sintezo RNA misjega virusa
hepatitisa (angl. "mouse hepatitis virus"). Veze se na 3" in 5 konec virusne RNA z
receptorjem za poglavitni histokompatibilnostni kompleks (Choi in sod., 2004).

2.1.5. PRENOS mRNA 'V DENDRITE NEVRONOV
2.1.5.1 mRNA

Biokemi¢no sintezo proteinov imenujemo translacija, zapis za sintezo pa nosijo nukleotidi*
na obvescevalni ribonukleinski kislini (mRNA). Zaporedje nukleotidov, ki je zapisano na
mRNA, se na ribosomih prevede v zaporedje aminokislin (AK), ki gradijo proteine.
Obvescevalna mRNA ima tri dele: 5° konec z nukleotidi za vezavo na ribosome, osrednji del
z nukleotidi, ki kodirajo zaporedije za AK, ter 3" konec, ki uravnava in od katerega je odvisna
obstojnost mRNA. Nukleotidi se drzijo skupaj po tri, urejeni so v triplete, imenovane kodoni
(Pollard in Earnshaw, 2004). Nukleotidi so podobni kakor v DNA: adenin (A), citozin (C),
guanin (G). Namesto timina (T) je v mRNA prisoten uracil (U) (Nelson in Cox, 2005).

Obdelava mRNA pred prenosom do ribosomov pri evkariontih je zelo zahtevna in se
razlikuje od prokariontskega. V nadaljevanju je opisan primer evkariontov. mRNA se najprej
sintetizira v jedru. Po prepisovanju (transkripciji), dobimo pre-mRNA, ki se dodatno obdela
v jedru. Na 5" koncu se doda metilguanozin kapa, da se mRNA stabilizira za prenos do
ribosomov v citoplazmi ter za lazjo vezavo na ribosome. Na 3" koncu mRNA se doda poli-
A-rep. Poli-A-rep vpliva na potek translacije in poveca obstojnost mRNA (Cooper in
Hausman, 2004). mRNA je sestavljena iz AK kodirajo¢ih in AK nekodirajo¢ih sekvenc
nukleotidov. Deli, ki imajo zapis za AK so eksoni, tisti ki jih nimajo, pa introni. Introni se
med procesiranjem mRNA izreZejo. mRNA v citoplazmi niso zelo obstojne in prezivijo od
nekaj minut do nekaj dni (Pollard in Earnshaw, 2004).

Po prepisovanju gena za SIT 7 nastane okoli 20 spojitvenih oblik mRNA SIT 7. Gen je na
11. kromosomu q12.2, njegova sekvenca nukleotidov je velika okoli 114 kb (Sugita in sod.,
2001). Primer sekvence za mRNA SIT 7 je: mRNA SIT 7=5" - CCG AGU CUG GCG UGC
CCACCGUCU CCA AGG AGU UCU UGU AGC GUU - ’3 (Glavan in sod., 2012) Vec¢ina
genov za SIT ima okoli 14 eksonov (Gauthier in sod., 2007). Metoda za prenos northern je
pokazala, da je mRNA SIT 7 velika priblizno 4,4 do 7,5 kb (Marqueze in sod., 2000) protein
SIT 7 pa 45 kDa (Osborne in sod., 2007).

4 Nukleotid je spojina, sestavljena iz org. dusikove baze (pirimidinska ali purinska baza), ogljikovega hidrata
(pentoza) in fosfatne skupine (Strgar, 2002).
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2. 1.5.2 Prenos granul mRNA v nevronih

Najvecje koncentracije mRNA so v dendritih celice. Tam se celo sintetizirajo nekateri
proteini in so tako podaljSek some nevrona (Kandel in sod., 2000). mRNA se prenaSajo iz
some v dendrite predvsem v obliki granul mRNA. Granule mRNA so velike od 100 do 700
nm (Batish in sod., 2012). Vsebujejo okoli 42 proteinov, od Kkaterih je bolje opisanih le 12
(Hirokawa, 2006). Ve¢inoma so ti proteini ribosomi in drugi elementi translacijskega aparata
ter razni RNA-vezavni proteini (Anderson in Kedersha, 2006). Vloga vezavnih proteinov
RNA, kot je SINKRIP, je stabilizacija molekul mMRNA (Bannai in sod., 2004), imajo pa tudi
druge pomembne vloge pri prenosu granul mRNA.

Prenos granul mRNA in drugega sinapti¢nega tovora je v kar najvecji meri odvisen od dveh
tipov citoskeleta, aktinskih filamentov in mikrotubulov. Mikrotubuli so polimeri a in 3
tubulinskih dimernih molekul in imajo premer okoli 25 nm. Aktinski filamenti so zgrajeni
iz tubulinskih monomernih molekul, dolgih okoli 8 nm, in imajo v zacetku aksona predvsem
vlogo selektivne pregrade za prenos granul mRNA ter vzdrzujejo polarnost nevrona
(vzdrzujejo stabilnost kanal¢kov za natrijeve ione). Mikrotubuli so polarni, imajo plus in
minus konec. Polarnost citoskeleta je klju¢na pri prenosu in potovanju granul mRNA na
pravo mesto. Tako mikrotubuli kot aktinski filamenti so izredno dinamicne strukture, kar
igra klju¢no vlogo pri sinapti¢ni plasticnosti in samem razvoju nevronov. Dinami¢nost
(odvzemanje in dodajanje dimernih molekul tubulina) mikrotubulov se dogaja na plus
koncu, na katerem se tudi prenasa najve¢ granul mRNA. Oba citoskeletna elementa sta
prisotna tako v somi kot v aksonih in dendritih nevronov (Kreutz in Sala, 2012).

Granule mMRNA po mikrotubulih prenasata motori¢na proteina kinezin in dinein. Pri misih
in ljudeh obstaja kar 45 vrst kinezina, ki so del vecje druzine motori¢nih proteinov kinezina
(KIF, angl. "kinesin superfamily"). KIF1A in KIF1Bp sta tista, ki prenasata sinapti¢ne
vezikle s sinaptotagminom. Sam nacin, kako prenos to¢no poteka, Se ni dobro znan. Pri
prenosu granul mMRNA sodeluje tudi motori¢ni protein miozin, ki prenasa granule mRNA po
aktinskih filamentih (Hirokawa, 2006). V aksonu dinein obi¢ajno prenasa granule mRNA
proti somi nevrona, medtem ko jih kinezin prenasa proti sinapsi. V dendritih je prenos
kompleksnejsi, oba lahko prenasata granule v obe smeri, odvisno od orientacije mikrotubula,
na katerega sta pritrjena. V primeru trnov na dendritih je kot motori¢ni protein vkljucen
miozin (Kreutz in Sala, 2012). Molekule mRNA se na motori¢ne proteine vezejo na to¢no
dolocen nacin. Vezejo se na molekule ribonukleoproteinov, natan¢neje na RNA-vezavne
proteine (RNP, angl. "trans-acting RNA-binding proteins"). Sele RNP potem vezejo mRNA
na motori¢ne proteine ter nadalje omogocajo prenos v dendrite. Obstaja ve¢ vrst RNP, med
njimi tudi protein sindroma lomljivega kromosoma X (FMRP, angl. "fragile X mental
retardation protein"). Ce pride do nepravilnosti nadzora translacije in do vezave mRNA na
FMRP, pride do sindroma lomljivega kromosoma X (FXS, angl. "fragile X syndrome"),
avtizma, tezav s kognicijo, ... (Kreutz in Sala, 2012).
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Pred kratkim so ugotovili (Jansen in sod., 2014), da obstaja povezava med prenosom
molekul mRNA in membranami celi¢cnih organelov. RNA-vezavni proteini prepoznajo
ukrivljenost membrane. Dokazali so, da je od mikrotubulov odvisni prenos granul mRNA
povezan z endoplazmatskim retikulumom (ER) in endosomi (Jansen in sod., 2014).

Za prenos v samih dendritih so odgovorni dendriti¢ni taréni elementi (DTE, angl. "dendritic
targeting elements™). Dokazano je, da granule mRNA prepoznajo in se vezejo na to¢no
dolo¢ene DTE in so tako pomemben faktor pri prenosu granul mRNA v dendritih (Kreutz in
Sala, 2012). Za prepoznavo DTE elementov so pomembni RNA-vezavni proteini v granulah
(Jansen in sod., 2014). Molekule mRNA, ki se vezejo na enake DTE, se ne zdruzujejo v iste
granule mRNA. Vedno se prenasa le ena molekula mRNA (Batish in sod., 2012).

membranski
receptorji

dendrit

ribosomi

jederne citoplazemske jederne in mRNA
interakcije interakcije citoplazemske
(VEZAVA NA MOTORIENE  interakcije

PROTEINE)

Slika 9: mRNA se v dendrite prenasa s pomocjo granul mRNA (prilagojeno po Kreutz in Sala, 2012: 528)

Katere molekule mRNA se prenasajo na ta na¢in in katere SO pomembne za sintezo proteinov
v mozganih (klju¢nih za spremembe sinapticnega delovanja) ni dobro znano. PCR (angl.
"Polymerase Chain Reaction") tehnika je pokazala ve¢ kot 400 razlicnih mRNA, vendar so
prisotne v razli¢nih koncentracijah in so razlicno pomembne (Kreutz in Sala, 2012).

PoruSenje homeostaze v Zivénih celicah vodi v nastanek nevrodegenerativnih bolezni
(huntingtonova, alzheimerjeva, creutzfeldt-jacobova bolezen, bolezen motori¢nih nevronov,
lizosomalne bolezni shranjevanja (angl. “lysosomal storage disease™) in druge). Zaradi
degeneracije ali slabega delovanja sinaps pri pojavu teh bolezni sklepajo (Wishart in sod.,
2006), da gre pri vseh za isti celi¢ni in molekularni mehanizem - osredoto¢en na sinapse -
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nastanka bolezni. Stevilo sinaps se zmanjsa, poslabsa se njihovo delovanje v Zivénih celicah
razliénih delov moZganov. Zakaj so ravno sinapse tako obcutljive, Se ni znano, vendar
njihovo obcutljivost na degenerativne drazljaje potrjujejo spremembe celicnih znacilnosti in
molekularnih poti vezanih na pojav in delovanje sinaps oz. njihovih delov (angl. "synaptic
compartments"). Z aktivacijo antiapoptoti¢nih poti v sinapsah nevronov in celic glije s
pomocjo nevrotroficnih faktorjev se degeneracija sinaps zmanjSa, kar kaze, da je
najverjetnej$i mehanizem degeneracije apoptoza (angl. “synapoptosis pathway™). Tudi
drugih molekularnih poti v sinapsah ne gre zanemariti, npr. nekroze in poti, odvisne od
ubikvitina.

Za nastajajnje novih ter delovanje Ze obstojeCih sinaps je pomemben prepis nekaterih
molekul mRNA za proteine, ki so sestavni del sinaps (Czaplinski, 2014), to so med drugim
receptorji za nevrotransmiterje in napetostno odvisni kanalcki (Hanus in sod., 2014). Za
plasti¢nost sinapse so pomembne naslednje mRNA:

e MRNA, ki kodirajo presinapticne membranske receptorje AMPA (alfa-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazol propionic kislinske glutamate receptorje) (Kreutz in Sala,
2012) ter druge mRNA, ki kodirajo receptorske proteine (glicin, glutamat, inozitol
1,4,5-trifosfat receptor 1 (IP3R1)) (Bannai in sod., 2004).

e mMRNA, ki kodirajo kinaze (Ca2/CaM1 kinazo Il (CaMKII)) (Bannai in sod., 2004).

e mRNA druzin proteinov Shank (1-3) in SAPAP (1-4), kajti vplivajo na
postsinapti¢no gostoto (angl. “postsynaptic density”) (Kreutz in Sala, 2012). Tako
imenujemo vecje signalizacijske objekte (angl. "signaling machines") v postsinapti¢nih
celicah, ki nadzorujejo mo¢ sinapti¢ne povezave. Na te signalizacijske objekte so vezani
receptorji. Postsinapti¢na gostota je odvisna od mRNA molekul. mRNA vplivajo na
mo¢ sinaptiéne povezave, prispevajo k obdelovanju informacij in sodelujejo pri
ustvarjanju spomina (Kennedy, 2000).

e mRNA Jacob proteina, katerega produkt vpliva na transkripcijo mRNA v

postsinapti¢ni celici in posledi¢no zmanjSa sinapticno povezavo med dvema celicama
(Kreutz in Sala, 2012).

e mMRNA za proteine citoskeleta. To je npr. MAP2 mRNA (Bannai in sod., 2004).
Raziskave so pokazale, da je okoli 100 MAP2 mRNA molekul na nevron (Batish in
sod., 2012). Tudi Arc (angl. "activity-regulated cytoskeleton associated protein™)
MRNA kodira proteine citoskeleta (Bannai in sod., 2004). 3.1/Arc mRNA se je pri misih
sintetizirala Ze nekaj ur po u€enju, kar pomeni, da je klju¢na za vzpostavljanje novih
sinapti¢nih povezav (Montag-Sallaz in Montag, 2003).
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Cona translacije teh molekul mRNA je v dendritih, v t.i. coni rasti nevrona. To podro¢je in
molekule mMRNA (njihova prisotnost, koncentracija) v njem se spreminjajo med razvojem
organizma in tudi ¢e pride do patoloskih sprememb. mRNA v tej coni vplivajo na mo¢
sinapti¢ne povezave med dvema nevronoma (Crino in Eberwine, 1996). mRNA je izredno
pomembna tudi na drugih podroc¢jih. Pri oocitah Zabe krempljicarke (Xenopus) mRNA
dolo¢a sam potek razvoja embria. Pri prenosu mRNA v tem primeru sodelujeta
citoplazemski razdelek imenovan mitohondrijski oblak in endoplazmatski retikulum
(Schnapp in sod., 1997).

mRNA se prenasajo tudi z zunajceli¢nimi vezikli (EV). EV so veliki od 30 do 1000 nm,
nastajajo v nevronih, oligodendrocitih, astrocitih in mikrogliji. EV nastanejo z eksocitozo in
endocitozo znotraj t.i. multivezikularnih teles v celici in se prenasajo od ene do druge Zivéne
celice. Tudi EV imajo vlogo pri komunikaciji med nevroni in nove raziskave (Candelario in
Steindler, 2014) kazejo, da se mRNA, ki so med drugim tudi vpletene v nevrodegenerativne
bolezni, lahko prenasajo s pomocjo teh veziklov. Treba je poudariti, da ne gre za prenos teh
MRNA v dendrite, kakor pri granulah mRNA. Razumevanje vloge prenosa mMRNA z EV bi
prav tako veliko pripomoglo k razvoju raznih molekularnih in bioloskih terapij.
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2. 1.6 ANATOMSKA PODROCJA PODGANJIH MOZGANOV
2. 1.6.1 MoZganska skorja

Glede na celi¢no strukturo so znani trije glavni tipi mozganske skorje, prikazani na sl. 10a.
Prvi tip je hipokampus, zvita struktura na sredi lateralnega ventrikla. Zaradi svoje znacilne
oblike je ime dobil iz grske besede, ki pomeni morski konji¢ek. Spredaj in ob strani
hipokampusa je drugi tip mozganske skorje, imenovan vohalni korteks. Tako ime je dobil,
ker je povezan z vohalnim bulbusom. Tretji in prevladujoci tip skorje je neokorteks. Vohalni
korteks od neokorteksa loci struktura, imenovana rinalna fisura (Bear in sod., 2006).

Neokorteks (v nadaljevanju skorja velikih mozganov) je vecplasten, kar je prikazano na sl.
10a. Some nevronov v skorji velikih moZganov so vedno urejene v plasteh. Plast najbliZje
lobanji in prva pod mozZgansko ovojnico je imenovana molekularna plast ali preprosto plast
1 (Bear in sod., 2006). Sledijo ji zunanja granularna (2) in piramidalna (3) plast, ter notranja
granularna (4) in piramidalna (5) plast. Pod temi je Se Sesta t.i. multiformna plast (angl.
"multiform layer"). Zgradba skorje velikih mozganov je prikazana na sl. 10b (Brodal, 2010).
Piramidalna plast vsebuje piramidaste nevrone z dendriti, ki so veliki in jih imenujemo tudi
apikalni dendriti. Ti dendriti segajo do plasti 1 in se tam razvejajo. V plasteh 2 in 4 so
granularne celice, v plasteh 1, 2, 3 pa so prisotni dendriti piramidastih nevronov, s somami
v nizjih plasteh. V plasteh 2 in 3 poteka klju¢ni del procesiranja drazljajev (Bear in sod.,
2006).

a -
preéni prerez podganjih moiganov b preni prerez neokorteksa

neokorteks ) mozganska ovojnica
\ lateralni molekularna plast

hipokampu% o , 7 ventrikli \f

apikalni dendriti

piramidaste \ 3¢

\
J
¥ 1
rinalna/ | = 3 . celice '

[2] zunanja granularna plast
i[3] zunanja piramidalna plast
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Slika 10: Mozganska skorja. (a) Trije glavni tipi moZganske skorje (prilagojeno po Bear in sod., 2006: 197)
(b) Plasti skorje velikih mozganov / neokorteksa (prilagojeno po Bear in sod., 2006: 196; Brodal, 2010: 468)
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2.1.6.2 Hipokampus

Struktura hipokampusa je plastovita. Some piramidalnih nevronov so mo¢no nakopicene v
piramidalni plasti (lat. "striatum pyramidale™), radiatna plast (lat. "striatum radiatum™) pa je
tam, kjer so aksoni in dendriti piramidalnih nevronov. Glede na velikosti piramidalnih
nevronov, njihove povezave ter razvejanost dendritov delimo piramidalno plast
hipokampusa v tri razli¢na podro¢ja: CA1, CA2, CA3. Dendriti piramidalnih nevronov v
CA3 podroc¢ju tvorijo sinapse z dendriti piramidalnih nevronov v CA1 podro¢ju. Ti podro¢;ji
sta vecji, CA2 je manjse. Piramidalni hipokampusni nevroni so izredno pomembni pri tvorbi
spomina. Aksoni teh nevronov, ki izras¢ajo na vsaki strani some, tvorijo apikalno in bazalno
vejo (Kandel in sod., 2000). V dentatnem girusu so prisotne granularne celice, njihovi aksoni
se imenujejo mahovita (angl. "mossy") vlakna (Gutierrez, 2003). Celotna zgradba je
prikazana na sl. 11a (Kandel in sod., 2000). Potovanje informacije v obliki akcijskega
potenciala je prikazano na sl. 11b. Najprej pride po vecih perforantnih vlaknih vzburjenje
oz. signal in se zdruzi na poti do posameznih celic dentatnega girusa (zdruzen signal). Te
vzburijo ve¢ aksonov mahovitih vlaken. Mahovita vlakna pa vodijo do posameznih
piramidalnih nevronov CA3 podroc¢ja hipokampusa (nezdruzen signal). Po Schafferjevi
kolaterali se na poti od CA3 do CA1 podrocja signal spet zdruzi in tako pride do piramidalnih
nevronov v CAl (Kandel in sod., 2000).

a b

Schafferjeva CA2 CAl
kolaterala T e e

piramidalna plast Schafferjeva

kolaterala
(zdruZen signal)

radiatna plast

A
®
. 2 k i 7
bazalni apikalni S dentatni girus Dentatni
dendriti  dendriti i Eifiis
200 | maliGuies visks perforantna vlakna
s (nezdruzen signal) {ziairen slgna)
@ polimorfni sloj vweranularnisloj  Amolekularni sloj

Slika 11: Hipokampus. (a) Zgradba hipokampusa (prilagojeno po Kandel in sod., 2000: 78)
(b) Potovanje signala (prilagojeno po Kandel in sod., 2000:1050)

Hipokampus sodeluje pri spominu, predvsem pretvorbi kratkoro¢nega spomina v
dolgoroénega. Udelezen je tudi pri prostorskem spominu. Ce pride do poskodbe
hipokampusa, oseba ne more tvoriti novih spominov, stari spomini pa vseeno ostanejo.
Zanimivo je tudi, da hipokampus regulira stresni odziv organizma, dokazali so vpliv nanj pri
razlicnih travmati¢nih izkusnjah. Glukokortikoidni receptorji hipokampusa se odzovejo na
kroni¢no povisano koncentracijo kortizola in hipokampusni nevroni odmrejo (Kandel in
sod., 2000).
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2. 1.6.3 Mali moZgani

Mali mozgani so zgrajeni iz treh vec¢jih delov, prikazanih na sl. 12. Prvi del je zunanji ovoj
cerebelarnega korteksa, imenovan sivina in ga sestavljajo molekularna plast, plast
Purkinjejevih celic in granularna plast. Je zguban in zato tvori znaéilne strukture tako
imenovanih listi¢ev. Pod sivino je drugi del malih mozganov, belina. Tretji del so jedra v
notranjosti. Najbolj zunanja plast sivine je molekularna plast in je iz som dveh tipov celic:
zvezdastih in kosaricastih internevralnih celic. Ta plast vsebuje tudi aksone granularnih celic
in dendrite Purkinjejevih celic. Aksoni granularnih celic potekajo vzporedno z dolgo osjo
listi¢ev in jih tako imenujemo tudi paralelna (vzporedna) vlakna. Pod molekularno plastjo
leZijo v eni sami plasti some Purkinjejevih celic. Purkinjejeve celice izlo¢ajo nevrotransmiter
GABA, prvi¢ so bile opisane Ze leta 1837 (Bear in sod., 2006). Iz njihovih som segajo
navzgor v molekularno plast razvejani dendriti (angl. "fanlike dendritic arborization")
(Kandel in sod., 2000). Aksoni Purkinjejevih celic segajo navzdol v belino. Notranja plast
sivine malih mozganov je granularna. Je iz mnogih granularnih celic, ocenjujejo, da okoli
10!, Ime so dobile zaradi tega, ker so majhne in imajo kompaktna jedra. V tej plasti je e
nekaj vec¢jih Golgijevih internevralnih celic. Te tvorijo z mahovitimi vlakni cerebelarne
preplete (glomerule). Po mahovitih in vzpenjajocih vlaknih informacije prihajajo v male
mozgane (Kandel in sod., 2000).

Fatalbinn S S molekularna plast

Zvezdasta celica

Purkinjejeve_~| } plast Purkinjejevih celic
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Slika 12: Zgradba malih mozganov (prilagojeno po Kandel in sod., 2000: 715)

V malih moZganih pride do obdelovanja podatkov, posledica tega so Zeleni gibi. Ce se zgodi
poskodba malih mozganov, pride do neusklajenega in nerodnega gibanja (Bear in sod.,
2006). Do malih mozganov pride 40-krat ve¢ informacij, kakor jih zapusti. Ceprav
zavzemajo le 10 odstotkov volumna, je v malih mozganih kar 50 odstotkov vseh nevronov
moZganov (Kandel in sod., 2000).
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2. 1.6.4 Striatum in druga subkortikalna jedra bazalnih jeder

Striatum je eno od subkortikalnih jeder bazalnih jeder. V kavdalnem delu je sestavljen iz
kavdatusa ter putamna, v ventralnem pa iz akumbensa in olfaktornega tuberkula. Striatum je
medsebojno kompleksno povezan z drugimi subkortikalnimi jedri bazalnih jeder. Ti so
palidum, subtalami¢no jedro ter ¢rno jedro (Albin in sod., 1989). Palidum gradita dva
segmenta, eksterni in interni del paliduma. Podgane so brez internega paliduma, imajo pa
temu jedru analogno strukturo, imenovano entopedunkularno jedro. Crno jedro je tudi
sestavljeno iz dveh delov: kompaktni in retikulatni del (Brodal, 2010; Gerfen in Surmeier,
2011).

mozganska skorja

hipokampus

Gm\)
. ‘__//

EPN

kavdatus

putamen

SNc
SNr

subatalami¢no
jedro

Slika 13: Vzdolzni prerez podganjih moZzganov, bazalna jedra: striatum (kavdatus, putamen, akumbens, OT
oz. olfaktorni tuberkul), GPe (eksterni palidum, angl. "globus pallidus external"), EPN (entopedunkularno
jedro, angl. "entopeduncular nuclei'), SNc (kompaktni del ¢rnega jedra, angl. "substantia nigra pars
compacta"), SNr (retikulatni del ¢rnega jedra, angl. "substantia nigra pars reticulate™) ter subtalami¢no
jedro (prilagojeno po David, 2009: 2)

Striatum ima raznoliko strukturo in funkcijo, saj je iz dveh razli¢nih delov, to sta matriks in
strije. Matriks se med seboj histokemicno razlikuje glede na prisotne DA receptorje. D1
(druzina DA receptorjev 1) so povezani z aktivacijo gibov, D2 pa z zaviranjem. Najvec
informacij pride iz mozganske skorje v bazalna jedra ravno preko striatuma, naprej pa
nevroni vodijo do paliduma po dveh moznih poteh - posredni poti preko D1 in neposredni
poti preko receptorjev D2 (Kandel in sod., 2000). D1 aktivirajo adenilil ciklaze, D2 adenilil
ciklaze inhibirajo (Zhang in sod., 2004). Matriks torej vsebuje nevrone posredne in
neposredne poti. Nekatere bolezni (parkinsonova, huntingtonova) moc¢no prizadenejo
bazalna jedra in zmoznost nadzorovanja gibov. Striatum najbolj sodeluje pri habituaciji
(navajanju) in proceduralnem spominu, deluje pa tudi kot stikalo med preklapljanjem enega
gibanja v drugega (Bear in sod., 2006).
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3 MATERIALI IN METODE
3. 1.1 EKSPERIMENTALNE ZIVALI

Nasa eksperimentalna zival je bila laboratorijska rjava podgana (Rattus norvegicus). V
raziskavi kolokalizacije proteinov SIT 7 in SINKRIP smo uporabili mozgane treh razli¢nih
podgan. Poskodbe in nelagodje zivali smo omejili na minimum. Pred zaetkom poskusa so
bile zivali names¢ene v klimatiziranem hlevu z 12-urnim umetnim dnevno-no¢nim ciklom.
Ves ¢as so imele dostop do hrane in vode. Podgane, ki smo jih uporabili, so tehtale od 250
do 300 gramov. Za izvajanje poskusov na zivalih smo dobili dovoljenje Veterinarske uprave
Republike Slovenije - za odvzem tkiva (34401-33/2011/3) ter priglasitev za delo na
izoliranih organih, tkivih in truplih (34401-7/2011/2). Poskuse smo izvajali na Institutu za
patolosko fiziologijo Medicinske fakultete v Ljubljani.

3. 1.2 TRANSKARDIALNA PERFUZIJA

V raziskavi smo uporabili in situ fiksirane moZgane, zato je bilo potrebno opraviti
transkardialno perfuzijo. Anestetik smo inicirali intraperitonealno (skozi trebuSno steno).
Anestetik je bil pripravljen iz ksilazina (10 mg/kg telesne teze; Chanelle Pharmaceuticals
Manufacturing, Galway, Irska), bioketana (75 mg/kg; Vetoquinol Biowert, Gorzow, Poljska)
in fizioloSke raztopine. Podgano smo poloZili na hrbet na reSetko. Pod Zlicko smo pri kozi s
pomocjo pincete s Skarjicami zarezali in prerezali miSice ter spustili srce na prosto. V levi
ventrikel smo zarezali in vstavili kanilo, ki smo jo porinili v aorto. Ko je bilo to opravljeno,
smo prescipnili s Skarjicami desni atrij, da je zacel krvaveti. Odprli smo krizno tesnilo, da je
skozi kanilo zacela tec¢i fizioloSka raztopina z dodanim heparinom (5000 enot/l, Braun
Melsungen AG, Melsungen, Nemc¢ija) in spirali tako dolgo, da je kri odtekla. So¢asno smo
spirali krvne strdke iz trebusne in prsne votline. Ko je tkivo pobledelo, smo odprli krizno
tesnilo, da je skozi kanilo zacel teci 4-odstotni paraformaldehid (Sigma) pripravljen v 0,1
natrij-fosfatnem pufru (PBS, pH 7,2) in pocakali, da je zival otrdela. Takrat smo Zivali
odstranili in situ fiksirane mozgane.

3.1.3 PRIPRAVA PROSTO PLAVAJOCIH MOZGANSKIH REZIN

Postfiksacija mozganov je potekala ¢ez no€ pri 4°C. Kot postfiksativ smo uporabili fiksativ
z dodano 20-odstotno saharozo (Sigma). Iz postfiksativa smo mozgane vzeli naslednji dan
ter jih prenesli v 0,1 M PBS, dokler nismo pripravili drsnega mikrokriotoma. Z njim smo
narezali mozgane na poltanke (20 pm) koronarne mozganske rezine od 1,56 mm do -10,32
mm oddaljenosti od bregme. MoZgane smo pred rezanjem zamrznili s suhim ledom, rezali
pa smo jih s toplim rezilom pri sobni temperaturi. Mozganske rezine smo imeli shranjene v
24-prekatni plasti¢ni posodici. Rezine so v posodici prosto plavale v krioprotektantu (30-
odstotna saharoza (Sigma), 5-odstotni polivinilpirilidon (Sigma), 30-odstotni etilenglikol
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(Merck KGaA, Darmstadt, Nemcija) v PBS) pri -20°C. Tako smo pripravili t.i. prosto
plavajoce mozganske rezine.

Slika 14: Drsni mikrokriotom in zamrznjeni moZgani. (a) Drsni mikrokriotom (b) Zamrznjeni moZgani

3.1.4 IMUNOHISTOKEMICNA LOKALIZACIJA PROTEINOV

Plavajoce mozganske rezine smo najprej iz krioprotektanta prenesli v koSke znotraj 6-
prekatne plasti¢ne posodice s kalij-fosfatnim pufom (KPBS, pH 7,3) za 30 minut. Volumen
tekocine v enem koSku je bil 3,5 mL. MoZganske rezine smo nato prenesli v
mikrocentrifugirke in jih 30 minut inkubirali v citratnem pufru (pH 8,75) na 80°C, da smo
odkrili antigene, ki se zamreZijo med fiksacijo z aldehidi (angl. "antigen retrieval™). Ker smo
mozganske rezine tretirali s citratnim pufrom, smo omogo¢ili vezavo primarnih protiteles na
specifi¢ne antigene. Po odkrivanju antigenov smo mozganske rezine prenesli nazaj v koske
s KPBS in jih spirali 15 minut. Nato smo mozganske rezine inkubirali eno uro v KPBS z 1-
odstotnim govejim serumskim albuminom (BSA, Sigma), 0,4-odstotnim triton-X 100
(Sigma) ter 4-odstotnim neimunim serumom (Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornija,
ZDA). Triton smo dodali za izboljSanje prepustnosti celic v tkivu, BSA za stabiliziranje
protiteles, neimun serum (uporabljeni neimuni serumi so navedeni v pregl. 1) pa zato, da
smo zmanj$ali nespecificno ozadje. Protitelesa v naravnem serumu prekrijejo antigene, da
se kasneje nanje ne veZejo biotinizirana sekundarna protitelesa. Po tej enourni inkubaciji z
neimunim serumom smo mozganske rezine inkubirali s specifi¢nimi primarnimi protitelesi.
Specifi¢na primarna protitelesa smo redc¢ili v KPBS, ki je vseboval 1-odstotni BSA, 0,4-
odstotni triton-x 100 ter 1-odstotni neimun serum. Inkubacija je potekala ¢ez no¢ na 4°C ter
dve uri na sobni temperaturi na stresalniku. Mozganske rezine smo naslednji dan inkubirali
z biotiniziranimi sekundarnimi protitelesi za 90 minut na sobni temperaturi. V pregl. 1 so
navedena uporabljena primarna in sekundarna protitelesa ter njihove razredcitve. Da bi
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dobili optimalni signal proteinov SIT 7 in SINKRIP, smo uporabili razli¢ne razredcCitve
primarnih protiteles in nato izbrali najbolj optimalno. V pregl. 2 so navedene razredcitve
protiteles, ki smo jih uporabili, preden smo dobili optimalne. MoZganske rezine smo po
inkubaciji s sekundarnimi protitelesi na sobni temperaturi eno uro inkubirali s kompletom
ABC (Vectastain elite ABC Kit, Vector Laboratories). Ta komplet vsebuje avidin-biotinski
kompleks, na katerega je vezanih ve¢ peroksidaz, ki vizualizirajo mesta vezave sekundarnih
protiteles. Po inkubaciji s kompletom ABC smo mozganske rezine inkubirali $¢ z DAB
(substratom encima hrenove peroksidaze 3'3-diaminobenzidinom; Aldrich Chemicals,
Milwaukee, Wisconsin, ZDA). DAB se po delovanju peroksidaz obarva rjavo. Po
imunooznacevanju smo plavajoée mozganske rezine pobrali na silanizirana krovna stekla
(Starfrost, Waldemar Knittel, Braunschweig, Nemcija) ter jih dehidrirali v naras¢ajocih
koncentracijah alkoholov (50-, 70-, 100-odstotni etanol) in ksilolu. Pokrili smo jih z medijem
DePeX (Sigma) za pokrivanje. Vzporedno z mozganskimi rezinami, na katere sSmo vezali
primarna protitelesa, smo pripravili tudi negativne imunohistokemic¢ne kontrole. Namesto
inkubacije moZganskih rezin v raztopini primarnih protiteles smo rezine inkubirali samo v
raztopini, v kateri smo sicer red¢ili primarna protitelesa. Ostali postopek je bil enak. Signali
negativnih kontrol so bili §ibki in nespecifi¢ni. Mozganskih rezin nismo oznacevali s
protitelesi za oba proteina, temve¢ posebej za SIT 7 in posebej za SINKRIP. Trajne
preparate, ki smo jih naredili, smo po imunohistokemi¢nem barvanju pregledali s svetlobnim
mikroskopom in po optimizaciji Se slikali s svetlobnim mikroskopom, povezanim s kamero
ter transiluminatorjem.

Preglednica 1: Primarna in sekundarna protitelesa ter neimuni serumi za imunohistokemi¢no dokazovanje
proteinov sinaptotagmin 7 in SINKRIP v mozganskih rezinah

Primarno protitelo Sekundarno protitelo Neimun serum
.. ) Kozji neimun
Kun¢je poliklonsko serum
protitelo proti proteinu SIT Kozje protitelo, ki prepozna (Vector
7 narejeno v kozi kuncje antigene, konjugirano z .
. . - Laboratories,
SIT7 (Immuno-Biological biotinom Burlingame
Laboratories, Gunma, (Vector Laboratories). . g L
Japonska) Kalifornija,
poNSKa). ZDA).
. Konjski neimun
Misje poliklonsko protitelo Jserum
proti proteinu SINKRIP Konjsko protitelo, ki prepozna (Vector
narejeno v konju iSje anti konjugirano z .
SINKRIP J on fmije antigene, KOnjug Laboratories,
(Immuno-Biological biotinom Burlinaame
Laboratories, Gunma, (Vector Laboratories). . g .
Japonska) Kalifornija,
P ' ZDA).




28
Jerenko A. Kolokalizacija proteinov SINKRIP in sinaptotagmin 7 v moZganih podgane.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, tudij strukturne in funkcionalne biologije, 2015

Preglednica 2: Optimizacija razred¢itev primarnih protiteles za imunohistokemi¢no dokazovanje proteinov
sinaptotagmin 7 in SINKRIP v moZzganskih rezinah in optimalne razred¢itve primarnih ter sekundarnih

protiteles
- . Optimalne
Protitelo Razr(.edc.ltve. pri razredcCitve protiteles
optimizaciji

Primarno protitelo za SIT 7 1:500, 1:1000, 1:1500 1:1000
Sekundarno protitelo za SIT 7 1:1500 1:1500
Primarno protitelo za SINKRIP 1: 100, 1:250, 1:500 1:250
Sekundarno protitelo za SINKRIP 1: 500 1:500

3.1.4.1 Analiza in zajem slike imunohistokemi¢nih preparatov

Svetlobne razmere ter nastavitve objektiva in zaslonke so bile konstantne pri analizi vseh
mozganskih rezin. Ob zajemanju slik je program sam opravil zmanjSanje nehomogenosti
ozadja svetlobnega vira. Zmanjsal je tudi vplive elektronskega Suma zaradi videokamere in
zajemalnika. Mozganske rezine vseh treh Zivali z imunohistokemi¢no oznac¢enim SIT 7 in
mozganske rezine z imunohistokemi¢no oznac¢enim proteinom SINKRIP smo najprej dobro
pregledali s svetlobnim mikroskopom Olympus 1X81.

Nato smo mozganske rezine, tako rezine z imunohistokemi¢no oznacenim SIT 7, kot rezine
z imunohistokemic¢no oznacenim proteinom SINKRIP, slikali najprej s transiluminatorjem,
povezanim s kamero CoolSNAP. Krovna stekla z moZganskimi rezinami smo polagali na
negatoskop, ki jih je presvetljeval z difuzno neonsko svetlobo. S programom MCID Elite, ki
je digitaliziral signal, smo dobili osem-bitno ¢rno-belo sliko z ve¢ odtenki sivine. Na teh
slikah so vidne celotne moZganske rezine. Prisotnost proteina v moZganskih rezinah smo,
tako kot pri svetlobnem mikroskopu, dolo¢ili glede na rjavo obarvanje. Obarvanje je
pomenilo prisotnost proteinov SIT 7 in SINKRIP v posameznem anatomskem podrocju.
Zanimala so nas anatomska podro¢ja v mozganskih rezinah treh razli¢nih oddaljenosti od
bregme: -3,24 mm, 1,56 mm in -10,32 mm. Pomagali smo si z Atlasom mozganov podgane
(Paxinos in Watson, 2007).

V koronarnem prerezu mozganov -3,14 mm od bregme (sl. 15) smo analizirali naslednja
anatomska podrocja: hipokampus (podrocja CA in dentatni girus), skorjo velikih mozganov
(h kateri Stejemo cingulatni korteks, primarni in sekundarni motoriéni korteks, primarni in
sekundarni somatosenzori¢ni korteks, avditorni korteks ter entorinalni korteks), piriformni
korteks, amigdaloidna, talami¢na in hipotalami¢na jedra, interno kapsulo, belino, kalozni
korpus (lat. "corpus callosum™), ventrikel in lateralni ventrikel.
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Slika 15: Prikaz anatomskih podro¢ij mozganov podgane, koronarni prerez mozganov -3,24 mm od bregme.

Hipokampus: CA1, CA2, CA3, mahovita vlakna (mv), radiatna plast (Rad), piramidalna plast (Pp). Dentatni
girus (DG): molekularni (trikotnik), granularni (zvezdica) in polimorfni sloj (krog). Skorja velikih

mozganov - cingulatni korteks (Cing), primarni (M1) in sekundarni (M2) motori¢ni korteks, primarni (S1) in

sekundarni (S2) somatosenzori¢ni korteks, avditorni korteks (Au), entorinalni korteks (Ent). Piriformni
korteks (Pir — 1, 2, 3 sloj). Amigdaloidna jedra (AMG). Talamiéna jedra (Tal). Hipotalami¢na jedra (HIP).

Belina (bel). Interna kapsula (ka). Kalozni korpus (cc). Forniks (f). Mamilotalamiéni trakt (mt). Ventrikel (v)
in lateralni ventrikel (lv) (prilagojeno po Paxinos in Watson, 2007: 62)

V koronarnem prerezu mozganov 1,56 mm od bregme (sl. 16) smo analizirali naslednja
anatomska podrocja: skorjo velikih mozganov, striatum (kavdatus in putamen), akumbens,

olfaktorni tuberkul striatuma, interno kapsulo, kalozni korpus in lateralni ventrikel.
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Slika 16: Prikaz anatomskih podro¢ij mozganov podgane, koronarni prerez mozganov 1,56 mm od bregme

Striatum (CPu). Akumbens (Ac). Olfaktorni tuberkul striatuma (OT - sloj 1, 2, 3). Kalozni korpus (cc).
Interna kapsula (ka). Lateralni ventrikel (v) (prilagojeno po Paxinos in Watson, 2007: 20)



30
Jerenko A. Kolokalizacija proteinov SINKRIP in sinaptotagmin 7 v moZganih podgane.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, tudij strukturne in funkcionalne biologije, 2015

V koronarnem prerezu mozganov -10,56 mm od bregme (sl. 17) smo analizirali naslednja
anatomska podrocja: skorjo malih mozganov, izvenkortikalna jedra (h katerim Stejemo
interposedna jedra, lateralno cerebelarno jedro, intersticialno celi¢no jedro), olivarno jedro,
obrazni zivec, jedra obraznega zivca, interno kapsulo, belino, ventrikel, lateralni ventrikel in
mozgansko deblo.
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Slika 17: Prikaz anatomskih podro¢ij mozganov podgane, koronarni prerez mozganov -10,32 mm od bregme.
Skorja malih mozganov, ki tvori listi¢e, kateri se povezujejo v lobule, iz treh plasti: molekularna (1), tanka
plast Purkinjejevih celic (2) ter granularna (3) plast. Pet izvenkortikalnih jeder: interposedno anteriorno
(IntA), interposedno medialno (IntM ali fastigialno), interposedno posteriorno (IntP ali globozno), lateralno
cerebelarno jedro (Lat) ter intersticialno celiéno jedro (1J). Olivarno jedro (OJ). Obrazni Zivec (OZ) in jedra
obraznega Zivca (JOZ). Mozgansko deblo (MD). Ventrikel (v) in lateralni ventrikel (Iv) (prilagojeno po
Paxinos in Watson, 2007: 119)

Nato smo v teh moZganskih rezinah s svetlobnim mikroskopom, povezanim s kamero
Olympus DP71 (Olympus Optical), posneli hipokampus, striatum, skorjo velikih mozganov
in skorjo malih mozganov. Naredili smo posnetke pri 10-, 20-, in 40-kratni povecavi
mikroskopa. Zajemanje vseh slik je potekalo pri istih svetlobnih pogojih in z enakimi
nastavitvami.
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3.1.5 IMUNOFLUORESCENCNA LOKALIZACIJA PROTEINOV

Imunofluorescencno oznacevanje antigenov v mozganskih rezinah je bilo v zacetku enako
kot pri postopku imunohistokemije (glej poglavje nazaj). Razlika je bila v uporabljenih
sekundarnih protitelesih. Pri imunohistokemi¢nem oznacevanju proteinov smo uporabili
biotinizirana sekundarna protitelesa, pri imunofluorescen¢nem pa sekundarna protitelesa
konjugirana s fluorokromi razli¢nih valovnih dolzin (AlexaFluor). V pregl. 3 so oznacena
primarna in sekundarna protitelesa, uporabljena v postopku imunofluorescenénega
oznacevanja proteinov v mozganskih rezinah. Tako kot pri imunohistokemi¢nem barvanju
smo tudi pri imunofluorescencnem barvanju izvedli optimizacijo razred¢itve primarnih
protiteles. RazredCitve, ki smo jih uporabili pri optimizaciji, So navedene v pregl. 4, prav
tako najbolj optimalne razredCitve. Po inkubaciji mozganskih rezin s sekundarnimi
protitelesi, smo mozganske rezine obarvali z 0,1-odstotno raztopino barvila Sudan Black
(Sigma), raztopljenega v 70-odstotnem etanolu. Barvanje je trajalo 5 minut pri sobni
temperaturi. Sudan Black barva lipofusceinske granule v mozganih in s tem prekrije njihovo
avtofluorescenco. Po obarvanju smo mozganske rezine pobrali na silanizirana krovna stekla
ter jih pokrili s Prolongom z DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol; Molecular Probes). Prolong
z DAPI jedra celic fluorescencno oznaci, veze se specifi¢no na kromatin. Pokrivni medij, v
katerega je vkljucen, preprecuje bledenje fluorescenénega signala.

Pri imunofluorescenénem oznacevanju proteinov SIT 7 in SINKRIP v moZganskih rezinah
smo barvali s protitelesi za oba hkrati. Barvali smo s protitelesi za en protein naenkrat,
uporabili smo zaporedno imunofluorescen¢no oznacevanje. To pomeni, da je inkubaciji S
prvim primarnim in ustreznim sekundarnim protitelesom sledila inkubacija z drugim
primarnim in ustreznim sekundarnim protitelesom. Vrstni red barvanja je bil vedno enak.
Najprej smo oznacili SIT 7, ki mu je sledil SINKRIP.

Soc€asno smo delali negativne imunofluorescencne kontrole. Te so bile pripravljene po istem
postopku, razlika je bila v inkubaciji s primarnimi protitelesi. Namesto inkubacije
mozganskih rezin v raztopini primarnih protiteles, smo kontrolne mozganske rezine
inkubirali v raztopini, v kateri smo sicer red¢ili primarna protitelesa. Signali negativnih
kontrol so bili $ibki in nespecifi¢ni.
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Preglednica 3: Primarna in sekundarna protitelesa ter neimuni serumi za imunofluorescenéno dokazovanje

proteinov sinaptotagmin 7 in SINKRIP v mozganskih rezinah

Primarno protitelo Sekundarno protitelo Neimun serum
.. . . Kozji neimun
Kungéje poliklonsko protitelo serum
proti proteinu SIT 7 narejeno Kozje protitelo, ki prepozna (Vector
v kozi kuncje antigene, konjugirano z Laboratories
SIT7 (Immuno-Biological AlexaFluor 488 . '
. . Burlingame,
Laboratories, Gunma, (Invitrogen, Molecular Probes). e
Japonska) Kalifornija,
' ZDA).
. Konjski neimun
Misje poliklonsko protitelo 0 Jzeru:] u
proti proteinu SINKRIP Konjsko protitelo, ki prepozna (Vector
SINKRIP narejeno V konj.u misje antigene, konjugirano z Laboratories,
(Immuno-Biological AlexaFluor 555 Burlingame
Laboratories, Gunma, (Invitrogen, Molecular Probes). . g o
Japonska) Kalifornija,
' ZDA).

Preglednica 4: Optimizacija razred¢itev primarnih protiteles za imunofluorescenéno dokazovanje proteinov

sinaptotagmin 7 in SINKRIP v moZzganskih rezinah in optimalne razredc¢itve primarnih ter sekundarnih

protiteles
. Razredtitve pri Optlmalna_razredatev
Protitelo S protiteles
optimizaciji
Primarno protitelo za SIT 7 1:250, 1:400, 1:750 1:400
Sekundarno protitelo za SIT 7 1:300 1:300
Primarno protitelo za SINKRIP 1:100, 1:300, 1:500 1:300
Sekundarno protitelo za SINKRIP 1:300 1:300

3.1.5.1 Analiza in zajem slike imunofluorescen¢nih preparatov

Slikanje in pregledovanje preparatov imunofluorescencnih barvanj je potekalo z
mikroskopom Axiolmager.Z1 z dodatkom ApoTome (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Heidelberg, Nem¢ija) na Institutu za biologijo celice Medicinske fakultete v Ljubljani. S
fluorescencnim mikroskopom z dodatkom ApoTome smo lahko posneli imunofluorescen¢ni
signal v ve¢ posameznih opti¢nih rezinah. Opti¢ne rezine, ki smo jih posneli, so bile 240 nm
narazen. Slikali smo pri 63-kratni povecavi.
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Slika 18: Mikroskop Axiolmager.Z1 z dodatkom ApoTome
na Institutu za biologijo celice Medicinske fakultete v Ljubljani

3. 1.5.2 Analiza kolokalizacije proteinov sinaptotagmin 7 in SINKRIP

S fluorescen¢nim mikroskopom z dodatkom ApoTome smo posneli 10 naklju¢nih mest (pri
63-kratni lastni povecavi) v CA1 in CA3 podroc¢ju hipokampusa, striatumu in skorji velikih
mozganov vsake od treh zivali (n=3). V dentatnem girusu hipokampusa smo posneli 10
naklju¢nih mest pri eni zivali (n=1), v skorji malih mozganov pa 10 naklju¢nih mest v
vsakem posameznem delu slike (n=1). Vsaka slika je bila sestavljena iz (vsaj) treh opti¢nih
rezin, katerih gori$¢ne ravnine so bile oddaljene 240 nm. Stopnjo kolokalizacije SIT 7 in
SINKRIP v posameznem anatomskem podro¢ju smo ovrednotili s programom ImageJ z
vmesnikom JACoP (angl. "Just Another Colocalization Plugin"). Pri skorji malih mozganov
smo ovrednotili posamezni del slike (molekularni sloj, sloj Purkinjejevih celic in granularni
sloj), ki ga imenujemo obmocje analize (ROI, angl. "region of interest"). Purkinjejeve celice
smo analizirali z obkroZevanjem som. Na vsaki sliki (in pri malih mozganih v vsakem
obmocju analize) smo analizirali stopnjo kolokalizacije tako, da smo izracunali vrednosti
Pearsonovega koeficienta. Podatke v grafih smo prikazali kot povpre¢ne vrednosti
kolokalizacijskih koeficientov = SD posameznega podrodja.

Raziskovalci (Bolte in Cordelieres, 2006) pravijo, da sta lokacija dolocenega proteina v
celici in njegova vloga moc¢no povezani, zato je lokacija izredno pomembna za razumevanje
vloge dolocenega proteina v bioloskem procesu. Kolokalizacija je prostorsko sovpadanje
lokalizacij dveh ali ve¢ razliénih proteinov v preparatu (Bolte in Cordelieres, 2006).
Kolokalizacijo smo ocenili tako, da smo imunofluorescen¢no isto¢asno oznacili dva
antigena v preparatu s protitelesi oznacenimi s fluorokromi. Potem smo ugotavljali ali se
pojavljata na istem mestu in kolokalizacijo tudi kvantitativno ovrednaotili.
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Anatomska podro¢ja, v katerih smo dolocali kolokalizacijo, so prikazana na sl. 19, na
koronarnih prerezih mozganov: hipokampus (CA1, CA3, dentatni girus) in skorja velikih
mozganov -3,24 mm od bregme (sl. 19a), striatum 1,56 mm od bregme (sl. 19b) ter skorja
malih mozganov -10,32 mm od bregme (sl. 18c). Pomagali smo si z Atlasom mozganov
podgane (Paxinos in Watson, 2007).

Slika 19: Shema anatomskih podro¢ij, v katerih smo dolo¢ali kolokalizacijo proteinov. Koronarni prerezi
mozganov: (a) Hipokampus: CAL (prazen krog), CA3 (polni krog), dentatni girus (kvadrat) in skorja velikih
mozganov (zvezdice) -3,24 mm od bregme (b) Mali moZzgani (zvezdice) -10,36 mm od bregme (c) Striatum

(zvezdice) 1,56 mm od bregme (prilagojeno po Paxinos in Watson, 2007)

Glede na naravo in obliko fluorescencnega signala (kaj analiziramo, kak$no je ozadje oz.
Sum) smo se odlo¢ili za ustrezen pristop k analizi kolokalizacije. Tega smo se lotili tako, da
smo najprej izbrali specificne antigene, ki so nas zanimali, in nato izkljucili nespecificne
pojave, ki nastanejo zaradi ozadja. Fluorokromi v preparatu se pojavljajo na nivoju
nanometrov, medtem ko je lo€ljivost opti¢nega sistema bliZje nivoju mikrometra, zato je
kvantitativno ovrednotenje kolokalizacije dveh antigenov oznacenih s fluorokromi odvisno
od vec¢ dejavnikov (Bolte in Cordelieres, 2006). Med dejavniki, na katere smo pazili zraven
optiCnega sistema, sta tudi zajemanje slik ter kvaliteta in zanesljivost antigenskih
fluorescen¢nih oznacevalcev.

Za oznacevanje antigenov za SIT 7 smo uporabili fluorokrom AlexaFluor 488, ki fluorescira
pri valovni dolzini 488 nm, v zelenem delu barvnega spektra. Fluorokrom AlexaFluor 555
smo uporabili za oznaCevanje antigenov za SINKRIP. Ta fluorokrom fluorescira pri valovni
dolzini 555 nm, kar je v rdeCem delu barvnega spektra. Vizualicacija fluorokromov je v
naSem primeru torej potekala v zelenem in rdecem kanalu.

Za kvantificiranje kolokalizacije je najpreprostejsa metoda metoda prekrivanja. Gre za to,
da pride slika iz vsakega od dveh fluorescen¢nih kanalov (rdecega in zelenega) in se obe
sliki nato prekrijeta. Rdeca in zelena slikovna tocka (angl. "pixel™) skupaj naredita rumeno.
Kolokalizacija je s to metodo dolo¢ena glede na pojavnost rumenih slikovnih tock.
Pojavljanje rumene barve pa je na Zalost odvisno od moci fluorescence fluorokromov v
kanalih, zato metoda prekrivanja ni vedno primerna. Obseg kolokalizacije je mozno
podceniti ali preceniti, Se posebej, ¢e gre za analizo tkivnih obmocij z visoko gostoto
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antigenskih fluorescen¢nih oznacevalcev, ki se jih zaradi opti¢nega sistema fluorescen¢nega
mikroskopa ne da lociti. Obstajata dva osnovna nacina za dolocanje kolokalizacije v
bioloskih preparatih (Bolte in Cordelieres, 2006). Prvi nacin je analiza kolokalizacije, ki
temelji na korelacijskih koeficientih moci fluorescencnega signala, in je uporaben pri slikah
posnetih v dveh kanalih. Pri tem nacinu gre za statisti¢no analizo povezave med vrednostmi
moci zelenega in rdecega fluorescencnega signala (fluorescencni signal se pojavlja v obliki
slikovnih tock). Najveckrat se z njim kvantitativno ovrednoti mo¢ linearnega razmerja med
dvema spremenljivkama. Ti spremenljivki sta vrednosti mo¢i sivin fluorescence slikovnih
tock v rde¢em in zelenem kanalu. Drugi nacin temelji na iskanju sovpadajocih objektov. To
metodo se uporablja za kolokalizacijo celi¢nih struktur v vecji velikosti od lo€ljivosti
opti¢nega sistema, z njo pa je mozno kvantitativno ovrednotiti krivulje moci fluorescence in
dolodciti, katere strukture so prisotne. Mi smo uporabili prvi nacin, ki temelji na korelacijskih
koeficientih mo¢i fluorescencnega signala iz dveh kanalov, saj nismo kolokalizirali celicnih
struktur v vecji velikosti, temve¢ proteine. Obstaja ve¢ kolokalizacijskih koeficientov za
kvantitativno oceno stopnje kolokalizacije. Vsak kolokalizacijski koeficient ima svoje
znacilnosti (obcutljivost, nanasanje na iskanje prekrivajo¢ih se slikovnih to¢k v obeh
kanalih) in posledi¢no uporabnost. Vsaka slikovna tocka pri tem nadinu kvantitativnega
vrednotenja kolokalizacije je kot del slike in ne del dolocene celicne strukture (Bolte in
Cordelieres, 2006).

3. 1.5.2.1 Pearsonov korelacijski koeficient

Pearsonov korelacijski koeficient (PK) je leta 1896 definiral in zanj napisal formulo
matematik Karl Pearson. Za namene fluorescen¢ne mikroskopije ga je skoraj 100 let kasneje
karakteriziral Manders (Dunn in sod., 2011). Fluorogram, razsevni graf moci sivin slikovnih
tock dveh izbranih kanalov, prikaZe na¢in vrednotenja pojavljanja slikovnih tock iz teh dveh
kanalov na istem mestu. Moc¢ sivin slikovnih tock iz enega kanala (npr. A) je prikazana na X
osi fluorograma, mo¢ sivin iz drugega (npr. B) pa na y osi (Ai in Bi za posamezno slikovno
to¢ko) (Bolte in Cordelieres, 2006).

Fluorogrami razli¢nih tipov kolokalizacije so prikazani na sl. 20. V primeru, da preucevana
proteina popolnoma kolokalizirata, nastane fluorogram, kjer tocke tvorijo linearno linijo (sl.
20a). Ko je kolokalizacija popolna, vendar moci signalov v obeh kanalih niso enake, to¢ke
tvorijo linearno linijo, ki pa je samo pomaknjena k eni izmed osi (sl. 20b). V primeru delnega
prekrivanja signalov toc¢ke v fluorogramu ne tvorijo popolne linearne linije in so razprSene
(sl. 20c). Ce se signala v kanalih popolnoma izkljucujeta, so totke ob oseh fluorograma (sl.
20d).
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Slika 20: Fluorogrami razli¢nih tipov kolokalizacije. (a) Popolna kolokalizacija (b) Popolna kolokalizacija z
razli¢nimi intenzitetami fluorescence v zelenem in rde¢em kanalu (¢) Delna kolokalizacija (d) Izkljuéevanje
signalov, ni kolokalizacije (prilagojeno po Bolte in Cordelieres, 2006: 10)

Vrednosti PK, ki se izra¢unajo po formuli (1) (Dunn in sod., 2011), so vedno med -1 in 1.
Pri popolni izkljucitvi signalov je vrednost PK -1, ko ni kolokalizacije O, pri popolni
kolokalizaciji pa 1. V bioloskih vzorcih je vrednost 1 mogoc¢a samo, ko podvojimo doloceno
sliko (Bolte in Cordelieres, 2006).

i (Ri—R)x (Gi—G)

PR = Sicchrrsicor

. ()

R; v formuli (1) pomeni mo¢ fluorescence v rde¢em (angl. "red") kanalu, G; moc
fluorescence v zelenem (angl. "green") kanalu za povpre¢no toc¢ko v fluorogramu (Ai, Bi).

R in G predstavljata povpre¢no mo¢ fluorescence v posameznem kanalu (Dunn in sod.,
2011).

PK vrednoti pojavljanje slikovnih tock iz dveh kanalov na istem mestu, ni pa zanesljiv nacin
za pravo kvantifikacijo kolokalizacije. Vrednotenje vrednosti PK je lahko tezavno zaradi
deljenih mnenj raziskovalcev o negativnih vrednostih PK. Pri vrednotenju je mogoce tudi,
da pride do zapletov zaradi nespecificnega ozadja ali prehajanja fluorescenéne emisije (angl.
"bleedthrough™) in neenakomerne razporeditve proteinov v preparatu (Bolte in Cordelieres,
2006).
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4 REZULTATI
4.1.1 LOKACIJA PROTEINOV SINAPTOTAGMIN 7 IN SINKRIP

V mozganskih rezinah intaktnih mozganov podgane smo z imunohistokemi¢nim
oznacevanjem proteinov SIT 7 in SINKRIP s specifi¢nimi protitelesi analizirali lokalizacijo
teh dveh proteinov v anatomskih podro¢jih mozganov v treh razli¢nih oddaljenostih od
bregme: 1,56 mm, -3,24 mm ter -10,56 mm, ter zajeli vsa prisotna anatomska podrod¢ja.
Prisotnost proteinov smo dolocevali glede na prisotnost obarvanja. Protitelesa, konjugirana
z biotinom, obarvajo protein-pozitivha mesta rjavo.

4. 1.1.1 Protein sinaptotagmin 7 je prisoten v ve¢ini anatomskih podroc¢ij

Z imunohistokemi¢nim oznacevanjem SIT 7 s kozjimi protitelesi, ki prepoznajo kuncje
antigene in so konjugirana z biotinom, so se SIT 7-pozitivha mesta obarvala rjavo.
Ugotavljali smo, ali se SIT 7 pojavlja v mozganih podgane in v katerih anatomskih podrocjih
je prisoten.

Nasl. 21 je vidno, da je signal za SIT 7 prisoten v vecini anatomskih podrocij v koronarnem
prerezu mozganov -3,24 mm od bregme; moc¢no je prisoten v naslednjih podrocjih: v
hipokampusu (v CA1, CA3, dentatnem girusu ter izrazito mo¢no v mahovitih vlaknih), skorji
velikih mozganov, piriformnem korteksu (v vseh treh slojih, najmoc¢neje se je obarval sloj
2), amigdaloidnih, talami¢nih in hipotalami¢nih jedrih. Slabo je signal za SIT 7 zaznaven v
belini, kaloznem korpusu, interni kapsuli, forniksu, mamilotalami¢nem traktu, ventriklu in
lateralnem ventriklu te moZganske rezine. Skorja velikih moZganov se je obarvala
enakomerno v vseh predelih: v cingulatnem korteksu, v primarnem in sekundarnem
motori¢nem korteksu, primarnem in sekundarnem somatosenzori¢nem korteksu, avditornem
korteksu, entorinalnem korteksu.

Nasl. 22 je vidno, da je signal za SIT 7 prisoten v vecini anatomskih podrocij v koronarnem
prerezu mozganov 1,56 mm od bregme; moc¢no v naslednjih podrocjih: v mozganski skorji,
striatumu ter olfaktornem tuberkulu striatuma. Slabo je signal za SIT 7 zaznaven v kaloznem
korpusu, interni kapsuli in ventriklu. Skorja velikih mozganov se je obarvala enakomerno
po plasteh v vseh predelih. Moc¢no se je obarval striatum v predelu matriksa, ne pa v predelu
strij. V olfaktornem tuberkulu je signal mocen predvsem v plasti 1 in 3, manj v plasti 2.
Akumbens se je zelo Sibko obarval.

Nasl. 23 je vidno, da je signal za SIT 7 prisoten v vecini anatomskih podrocij v koronarnem
prerezu mozganov -10,32 mm od bregme; mo¢no v naslednjih podro¢jih: v izvenkortikalnih
jedrih (interposednih jedrih, lateralnem cerebelarnem jedru, intersticialnem celi¢nem jedru),
olivarnem jedru in skorji malih mozganov. V belini, ventriklu in lateralnem ventriklu,
obraznem Zivcu, jedrih obraznega Zivca in mozganskem deblu signala skoraj ni. V skorji
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malih mozganov je najmocneje obarvana plast Purkinjejevih celic, granularna in
molekularna plast sta Sibkeje obarvani.

Slika 21: Sinaptotagmin 7 je prisoten v ve€ini anatomskih podro¢ij, koronarni prerez mozganov -3,24 mm od
bregme. Moden signal v skorji velikih mozganov (MS, vsi predeli) in hipokampusu: CAL, CA2, CA3,
dentatnem girusu (DG) ter mahovitih vlaknih (mv), v sloju 1 in 3 piriformnega korteksa (Pir — 1, 3),
amigdaloidnih (AMG), talamiénih (Tal) in hipotalami¢nih (HIP) jedrih. Malo $ibkejsi signal v sloju 2
piriformnega korteksa (Pir — 2). V belini (bel), kaloznem korpusu (cc), interni kapsuli (ka), forniksu (f),
mamilotalami¢nem traktu (mt), ventriklu (v) in lateralnem ventriklu (Iv) je zelo Sibek oz. skoraj odsoten.

Slika 22: Sinaptotagmin 7 je prisoten v vecini anatomskih podro¢ij, koronarni prerez mozganov 1,56 mm od
bregme. Mocen signal v striatumu (STR) - v matriksu (trikotnik) ne v predelu strij (krog), v plasti 1 in 3
olfaktornega tuberkula striatuma (OT - 1, 3). Malo §ibke;jsi signal v plasti 2 olfaktornega tuberkula (OT — 2).
Najsibkejsi in skoraj odsoten signal v kaloznem korpusu (cc), interni kapsuli (ka), ventriklu (v) ter
akumbensu (Ac).
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Slika 23: Sinaptotagmin 7 je prisoten v ve¢ini anatomskih podro¢ij, koronarni prerez moZzganov -10,32 mm
od bregme. Mocen signal je prisoten v izvenkortikalnih jedrih: interposednih jedrih (Int), lateralnem
cerebelarnem jedru (Lat), intersticialnem celi¢nem jedru (1J) in olivarnem jedru (OJ) ter v plasti
Purkinjejevih celic (2) skorje malih mozganov (SMM). Malo $ibkejsi signal je v molekularni (1) in
granularni plasti (3) skorje malih mozganov. V obraznem Zivcu (OZ), jedrih obraznega zivca (JOZ), belini
(bel), ventriklu (v), lateralnem ventriklu (Iv) in mozganskem deblu (MD) je signal zelo Sibek.
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4. 1.1.2 Protein SINKRIP je prisoten v vecini anatomskih podro¢ij

Z imunohistokemi¢nim oznafevanjem proteina SINKRIP s konjskimi protitelesi, ki
prepoznajo mi$je antigene in so konjugirana z biotinom, so se rjavo obarvala SINKRIP-
pozitivna mesta. Zanimalo nas je, ali se SINKRIP pojavlja v vseh preucevanih mozganskih
anatomskih podro¢jih in v katerih podroc¢jih je prisoten.

Na sl. 24 je vidno, da je signal za SINKRIP prisoten v veéini anatomskih podrocij v
koronarnem prerezu mozganov -3,24 mm od bregme; moc¢no v naslednjih podroc¢jih: v
hipokampusu, skorji velikih mozganov, piriformnem korteksu (v vseh treh slojih,
najmocneje sta se obarvala sloj 1 in 3), amigdaloidnih, talami¢nih in hipotalami¢nih jedrih.
Slabo je signal za SINKRIP zaznaven v belini, kaloznem korpusu, interni kapsuli, forniksu,
mamilotalami¢nem traktu, ventriklu in lateralnem ventriklu te moZzganske rezine. V
hipokampusu so se mo¢no obarvala vsa tri CA podro¢ja ter dentatni girus. Malo Sibkejsi
signal je v mahovitih vlaknih, nitju granularnih celic dentatnega girusa. Skorja velikih
mozganov se je obarvala enakomerno v vseh predelih: v cingulatnem korteksu, primarnem
in sekundarnem motori¢nem korteksu, primarnem in sekundarnem somatosenzoriénem
korteksu, avditornem korteksu, entorinalnem korteksu.

Na sl. 25 je vidno, da je signal za SINKRIP prisoten v ve€ini anatomskih podro¢ij v
koronarnem prerezu mozganov 1,56 mm od bregme; mocno v naslednjih podro¢jih: v
mozganski skorji, striatumu ter olfaktornem tuberkulu striatuma. Slabo je signal za SINKRIP
zaznaven v kaloznem korpusu, interni kapsuli in ventriklu. Skorja velikih mozganov se je
obarvala enakomerno po plasteh v vseh predelih. Mocno je obarvan striatum v predelu
matriksa, v predelu strij zelo Sibko. V olfaktornem tuberkulu je signal mocen predvsem v
plasti 2, manj v plasti 1 in 3. Akumbens se je zelo Sibko obarval.

Na sl. 26 je vidno, da je signal za SINKRIP prisoten v vecini anatomskih podroc¢ij v
koronarnem prerezu mozganov -10,32 mm od bregme; mo¢no v naslednjih podrocjih: v
izvenkortikalnih jedrih (interposednih jedrih, lateralnem cerebelarnem jedru, intersticialnem
celicnem jedru), olivarnem jedru in skorji malih moZganov. V belini, ventriklu in lateralnem
ventriklu, obraznem Zivcu, jedrih obraznega Zivca in moZganskem deblu signala skoraj ni.
V skorji malih moZganov je najmocneje obarvana plast Purkinjejevih celic, granularna plast
in molekularna plast sta Sibkeje obarvani.

Signal za SINKRIP je v vseh mozganskih rezinah nasploh $ibkejsi kot za SIT 7.
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Slika 24: SINKRIP je prisoten v veéini anatomskih podro¢ij, koronarni prerez mozganov -3,24 mm od
bregme. Moden signal v skorji velikih mozganov (MS), v CA1, CA2, CA3 ter dentatnem girusu (DG)
hipokampusa, v sloju 2 piriformnega korteksa (Pir — 2), amigdaloidnih (AMG), talami¢nih (Tal) in
hipotalami¢nih (HIP) jedrih. Malo $ibkejsi signal v mahovitih vlaknih (mv) hipokampusa, sloju 1 in 3
piriformnega korteksa (Pir — 1, 3). V belini (bel), kaloznem korpusu (cc), interni kapsuli (ka), forniksu (f),
mamilotalami¢nem traktu (mt), ventriklu (v), lateralnem ventriklu (Iv) je signal zelo $ibek.

Slika 25: SINKRIP je prisoten v ve¢ini anatomskih podro¢ij, koronarni prerez mozganov 1,56 mm od
bregme. Mocen signal v skorji velikih mozganov (MS), striatumu (STR) - v matriksu (trikotnik) ne v
predelu strij (krog), v plasti 2 olfaktornega tuberkula striatuma (OT — 2). Malo $ibkejsi signal v plasti 1 in 3
olfaktornega tuberkula (OT — 1, 3). Najsibkejsi in skoraj odsoten signal v kaloznem korpusu (cc), interni
kapsuli (ka), ventriklu (v) ter akumbensu (Ac).
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Slika 26: SINKRIP je prisoten v ve¢ini anatomskih podro¢ij, koronarni prerez mozganov -10, 32 mm od
bregme. Mocen signal je prisoten v izvenkortikalnih jedrih: interposednih jedrih (Int), lateralnem
cerebelarnem jedru (Lat), intersticialnem celi¢nem jedru (1J) in v olivarnem jedru (OJ) ter v plasti
Purkinjejevih celic (2) skorje malih mozganov (SMM). Malo $ibkejsi signal je v molekularni (1) in
granularni plasti (3) skorje malih mozganov (SMM). V obraznem Zivcu (OZ), jedrih obraznega Zivca (JOZ),
belini (bel), ventriklu (v), lateralnem ventriklu (Iv) in moZzganskem deblu (MD) je signal zelo $ibek.
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4. 1.1.3 Signal za protein sinaptotagmin 7 je najmocnejsi v nevropilu

Ugotovili smo, da je SIT 7 v vseh podro¢jih hipokampusa, torej v CALl, CA3 in dentatnem
girusu. Signal je mocen v nevropilu® obeh CA podrodij ter v nevropilu molekularnega in
polimorfnega sloja dentatnega girusa. V somah celic v CAl (sl. 27b), CA3 (27d) in
granularnem sloju - v somah granularnih celic dentatnega girusa (sl. 27c) hipokampusa je
signal za SIT 7 zelo $ibek. Predvsem mocen je v mahovitih vlaknih, nitju granularnih celic
dentatnega girusa (sl. 27d).

SIT 7 je prisoten v skorji velikih mozganov. Mocen signal je v nevropilu zunanje, t.i.
molekularne plasti, kjer so dendriti piramidastih nevronov. V nevropilu bolj notranjih plasti
(zunanja granularna in piramidalna plast, notranja granularna in piramidalna plast ter plast
6) je Sibkejsi. V somabh celic teh plasti je signal za SIT 7 zelo Sibek (sl. 28b).

SIT 7 smo zaznali v striatumu. Tam je signal zanj najbolj prisoten v nevropilu matriksa,
predvsem v izrastkih celic posredne in neposredne poti (v nadaljevanju celice matriksa). V
strijah in v somah celic matriksa je signal zelo Sibek (sl. 28d).

SIT 7 smo zaznali tudi v skorji malih mozganov. V malih moZzganih je najbolj SIT 7-
pozitivno mesto zunanja, molekularna plast. V vseh treh plasteh je SIT 7 najbolj prisoten v
nevropilu v izrastkih zvezdastih in kosari¢astih internevralnih celic, ter granularnih celic
(paralelnih vlaknih) in Purkinjejevih celic. Signal je izrazit v plasti Purkinjejevih celic, torej
somah Purkinjejevih celic (sl. 28h). V granularni plasti smo SIT 7 zaznali prav tako v
nevropilu v izrastkih granularnih celic in Golgijevih internevralnih celic, some teh celic niso
dobro obarvane in signal v njih je zelo Sibek.

5 Nevropil je splet izrastkov nevronov (aksonov in dendritov), sinaps in celic glije (Pearsall J., Neuropil).
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Slika 27: Sinaptotagmin 7 je najbolj prisoten v nevropilu vseh podro¢ij hipokampusa. (a) Koronarni prerez
mozganov -3,24 mm od bregme (b) Pove¢ano CA1 podro¢je hipokampusa; mocen signal v nevropilu (glava
pusdice), Sibek pa v somah piramidalnih nevronov (zvezdica) (c) Povecan dentatni girus; moc¢en signal v
nevropilu molekularnega (trikotnik), granularnega (zvezdica) in polimorfnega sloja (krog), v somah
granularnih celic (zvezdica) $ibek signal (d) Pove¢ano CA3 podro¢je hipokampusa; mocen signal v
mahovitih vlaknih (glava pus¢ice), v somah piramidalnih nevronov (zvezdica) zelo Sibek. Merilce: 100pm
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Slika 28: Sinaptotagmin 7 je najbolj prisoten v nevropilu skorje velikih mozganov, matriksa striatuma in
nevropilu skorje malih mozganov. (a) Koronarni prerez mozganov -3,24 mm od bregme (b) Povecana skorja
velikih mozganov; najve¢ signala v nevropilu zunanjih plasti (glava puscice) in malo manj v nevropilu
notranjih plasti (zvezdica), v somah celic mozganske skorje ga je zelo malo (€) Koronarni prerez mozganov
1,56 mm od bregme (d) Povecan striatum; najve¢ signala v nevropilu matriksa (glava puséice), v somah celic
matriksa in strijah ga je zelo malo (zvezdica) (e) Koronarni prerez mozganov -10,32 mm od bregme (f) 10-
krat povecan list malih mozganov (g) 20-krat povecan list malih mozganov (h) 40-krat povecana skorja
malih moZganov; moden signal v nevropilu molekularne plasti, kjer so prisotni dendriti Purkinjejevih celic
(krog) in vzporedna vlakna granularnih celic, v somah Purkinjejevih celic (glava pus¢ice) in somah celic
granulane plasti (zvezdica). Merilce: 100um
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4. 1.1.4 Signal za protein SINKRIP je najmoc¢nejsi v somah celic

Ugotovili smo, da je tako kot SIT 7 tudi SINKRIP v vseh podro¢jih hipokampusa (CA1,
CA3 in dentatnem girusu). V CAL (sl. 29b) in CA3 (sl. 29d) podro¢ju hipokampusa je signal,
obratno kot za SIT 7, mocen v somah piramidalnih nevronov in postaja sibkejsi v dendritih
piramidalnih nevronov, v ostalem nevropilu je skoraj odsoten. V dentantnem girusu (sl. 29c¢)
je SINKRIP, obratno kot SIT 7, prisoten v somah in dendritih celic, zaradi Stevila celic
predvsem v granularni plasti, v drugih plasteh manj. V nevropilu molekularne, granularne in
polimorfne plasti dentatnega girusa je signal ibek. Sibek je tudi v mahovitih vlaknih, nitju
granularnih celic dentatnega girusa (sl. 29d).

Protein SINKRIP je prisoten v skorji velikih mozganov; zaradi $tevil¢nosti celic najbolj v
molekularni plasti. V nevropilu te in drugih plasti (zunanja granularna in piramidalna plast,
notranja granularna in piramidalna plast ter plast 6) je signal nasploh zelo Sibek. V vseh
plasteh so se mo¢no obravale some piramidastih in granularnih celic (sl. 30b).

Protein SINKRIP smo zaznali v striatumu. V striatumu je mocno prisoten v somah in malo
SibkejSe v izrastkih celic matriksa. V podrocju strij je signal za protein SINKRIP zelo Sibek
(sl. 30d).

Ugotovili smo, da je protein SINKRIP prisoten v skorji malih moZganov. Najbolj mocno so
obarvane some Purkinjejevih celic (sl. 30f). Signal smo v granularni plasti dobili predvsem
verjetno v somah granularnih in Golgijevih internevralnih celic. V nevropilu granularne
plasti proteina SINKRIP nismo moc¢no zaznali, kar pomeni, da verjetno ni prisoten v
izrastkih Purkinjejevih celic ter paralelnih vlaknih. Signal je tudi v somah in izrastkih celic
molekularnih plasti - verjetno v zvezdastih ter kosaricastih internevralnih celicah.
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Slika 29: SINKRIP je prisoten v ve¢ini som celic vseh podro¢ij hipokampusa. (a) Koronarni prerez
mozganske rezine v oddaljenosti -3,24 mm od bregme (b) Pove¢ano CAL podro¢je hipokampusa; mocen
signal v somah in dendritih piramidalnih nevronov (glava pus¢ice), ne pa v ostalem nevropilu (zvezdica) (c)
Povecan dentatni girus; mocen signal v granularni plasti v somah in dendritih granularnih celic (glava
puscice) ter v somah celic molekularne in polimorfne plasti, v ostalem nevropilu dentatnega girusa je Sibek
signal (zvezdica) (d) Povecano CA3 podrocje hipokampusa; moc¢en signal v somah in dendritih nevronov
CAZ3 podrocja (glava pus€ice), v mahovitih vlaknih granulanih celic in ostalem nevropilu (zvezdica) Sibek.
Merilce: 100um
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Slika 30: SINKRIP je najbolj prisoten v somah celic skorje velikih mozganov, matriksa striatuma in skorje
malih mozganov. (a) Koronarni prerez mozganov -3,24 mm od bregme (b) Povecana skorja velikih
mozganov; najvec signala je v piramidalni plasti (glava pusc¢ice) in prisoten je v ve€ini som celic vseh plasti,
v nevropilu je zelo §ibek (zvezdica) (€) Koronarni prerez mozganov 1,56 mm od bregme (d) Povedan
striatum; mocen signal v somah in dendritih celic matriksa (glava puséice), v ostalem nevropilu matriksa in
strijah je signal $ibek (zvezdica) () Koronarni prerez mozganov -10,32 mm od bregme (f) Povecana skorja
malih mozganov; mo¢no obarvane some Purkinjejevih celic (glave pus€ic), signal v granularni plasti
predvsem verjetno v somah granularnih in Golgijevih internevralnih celic (zvezdica), v somah in izrastkih
celic molekularne plasti (krog), verjetno so to zvezdaste ter kosaricaste internevralne celice. Merilce: 100um
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4. 1.2 STOPNJA KOLOKALIZACIJE PROTEINOV SINAPTOTAGMIN 7 IN
SINKRIP JE NIZKA, RAZEN V PURKINJEJEVIH CELICAH MALIH
MOZGANOV

V mozganskih rezinah intaktnih mozganov podgane smo z dvojnim imunofluorescen¢nim
oznacevanjem proteinov SIT 7 in SINKRIP s specifi¢nimi protitelesi, ki oznacijo ta proteina,
analizirali njuno kolokalizacijo v $tirih mozganskih podro¢jih: v hipokampusu (v CAl, CA3,
dentatnem girusu), skorji velikih mozganov, striatumu in skorji malih mozganov (Vv
granularni in molekularni plasti ter somah Purkinjejevih celic).

Kozje protitelo, ki prepozna kuncje antigene, konjugirano z AlexaFluor 488, oznaci protein
SIT 7 zeleno. Konjsko protitelo, ki prepozna misje antigene, konjugirano z AlexaFluor 555,
oznali protein SINKRIP rdece. Jedra celic so ozna¢ena modro zaradi Prolong z DAPI.
Kolokalizacijo smo analizirali in kvantitativnho ovrednotili s Pearsonovim koeficientom +
SD za vsako preucevano anatomsko podrocje mozganov.

4. 1.2.1 Kolokalizacija v hipokampusu

Ugotovili smo, da je signal za SIT 7 mocen v vecini nevropila, malo Sibkejsi v nekaterih
izrastkih (verjetno dendritih) piramidalnih celicv CA1 (sl. 31 B) in CA3 (sl. 31 B”) podro¢ju
hipokampusa. V somah piramidalnih nevronov v CAl in CA3 hipokampusa ter v somah
granularnih celic dentatnega girusa signala skoraj nismo zaznali. SIT 7 je mo¢no prisoten v
mahovitih vlaknih (sl. 31 B”) ter v nevropilu granularnega in polimorfnega sloja dentatnega
girusa (sl. 31 B*).

Protein SINKRIP je prisoten v vseh podro¢jih hipokampusa (v CAl, CA3 in dentatnem
girusu). V hipokampusu je signal, obratno kot za SIT 7, mocen v somah piramidalnih
nevronov v CALl (sl. 31 C) in CA3 (sl. 31 C") podrocju, ter postaja §ibkejsi v dendritih
piramidalnih nevronov. V ostalem nevropilu teh dveh podrocij je skoraj odsoten. Signal za
SINKRIP je mocen v somah granularnih celic dentatnega girusa, ter Sibek v nevropilu (sl.
31 C*). Stopnja kolokalizacije v vseh podro¢jih hipokampusa je nizka, signala se
izkljucujeta. Signal za SIT 7 je v vseh podro¢jih hipokampusa moc¢no prisoten v nevropilu,
signal za SINKRIP pa v somah nevronov. Graf vrednosti PK za CA1 podrocje je na sl. 31
D, za CA3 na sl. 31 D", za dentatni girus na sl. 31 D*. V pregl. 5 so navedene vrednosti
Pearsonovega koeficienta za posamezno podrocje hipokampusa.

Preglednica 5: Vrednosti Pearsonovega koeficienta za posamezno podro¢je hipokampusa

CA1l CA3 Dentatni girus
-0,25 (= 0,037) -0,09 (+ 0,025) -0,15 (£ 0,042)
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Slika 31: Nizka stopnja kolokalizacije proteinov sinaptotagmin 7 in SINKRIP v CA1, CA3 ter dentathem
girusu hipokampusa. (A) CAL: oba proteina (B) Sinaptotagmin 7 v CAl podro¢ju; moden signal v veini
nevropila (glava pus¢ice), Sibkejsi v izrastkih (verjetno dendritih) in somah piramidalnih celic (zvezdica) (C)
SINKRIP v CA1 podro¢ju; mocen signal v somah in dendritih piramidalnih nevronov (glava puscice), v
ostalem nevropilu $ibek (zvezdica) (A") CA3 podrocje: oba proteina (B") Sinaptotagmin 7 v CA3 podrodju;
mocen signal v mahovitih vlaknih (krog), Sibek v somah in dendritih piramidalnih nevronov (zvezdica) (C")
SINKRIP v CAS3 podroc¢ju; mocen signal v somah in dendritih piramidalnih nevronov (glava puscice), v
ostalem nevropilu §ibek (zvezdica) (A*) Dentatni girus: oba proteina (B*) Sinaptotagmin 7 v dentatnem
girusu; mocen signal v nevropilu granularnega sloja (glava puscice) ter polimorfnega sloja (kara), Sibek v
somah granularnih celic (zvezdica) (C*) SINKRIP v dentatnem girusu; moc¢en signal v somah granularnih
celic (glava puséice), v nevropilu granularnega in polimorfnega sloja (zvezdica) Sibek (D) Graf povpre¢ja PK
za CAl podrocje (PK=-0,25 (+ 0,037), n=3, §t. posnetkov=30) (D") Graf povprecja PK za CA3 podrocje
(PK=-0,09 (£ 0,025), n=3, $t. posnetkov=30) (D*) Graf povpre¢ja PK za dentatni girus
(PK=-0,152 (+ 0,042), n=1, &t. posnetkov=10)
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4. 1.2.2 Kolokalizacija v skorji velikih moZganov

Ugotovili smo, da je v skorji velikih mozganov mocen signal za SIT 7 v nevropilu, v somah
nevronov pa Sibek (sl. 32 B). Protein SINKRIP je, nasprotno, prisoten v somah in izrastkih
nevronov, verjetno v dendritih (sl. 32 C), v ostalem nevropilu Sibek. Stopnja kolokalizacije

proteinov je nizka. Vrednost Pearsonovega koeficienta je -0,06 (+ 0,04), kar je prikazano z
grafom nasl. 32 D.

Sinaptotagmin 7 / SINKRIP Sinaptotagmin 7

SINKRIP

PK

2,
>g %
g
S -0,08 -
-0,12 -

mozZganska skorja

Slika 32: Nizka stopnja kolokalizacije proteinov sinaptotagmin 7 in SINKRIP v skorji velikih mozganov.
(A) Oba proteina (B) Sinaptotagmin 7; mo¢en signal v nevropilu (glava puséice), v somah nevronov $ibek
(zvezdica) (C) SINKRIP; mocen signal v somah in nekaterih izrastkih nevronov (glava pus¢ice), v ostalem

nevropilu §ibek (zvezdica) (D) Graf povprecja PK za skorjo velikih mozganov (mozgansko skorjo; PK=-0,06
(£ 0,04), n=3, §t. posnetkov=30)

4. 1.2.3 Kolokalizacija v striatumu

Proteina SIT 7 in SINKRIP sta prisotna v striatumu. Mocen signal za SIT 7 je v nevropilu
matriksa, v strijah in somah celic matriksa je skoraj odsoten (sl. 33 B). Signal za SINKRIP
je, ravno obratno, mo¢no prisoten v somah celic matriksa medtem ko je v strijah in nevropilu
matriksa skoraj odsoten (sl. 33 C). Stopnja kolokalizacije proteinov je nizka. Vrednost
Pearsonovega koeficienta je 0,04 (£ 0,05), kar prikazuje graf na sl. 33 D.
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Slika 33: Nizka stopnja kolokalizacije proteinov sinaptotagmin 7 in SINKRIP v striatumu. (A) Oba proteina
(B) Sinaptotagmin 7; moc¢en signal v nevropilu (glava puséice), S§ibek v somah celic matriksa ter strijah
(zvezdica) (C) SINKRIP; mocen signal v somah celic matriksa (glava puséice), v nevropilu (zvezdica) in

strijah signala skoraj ni (D) Graf povpre&ja PK za striatum (PK=0,04 (+ 0,05), n=3, §t. posnetkov=30)

4. 1.2.4 Kolokalizacija v skorji malih moZganov

V skorji malih mozganov je pri imunohistokemi¢nih barvanjih dobro vidno, da se oba
proteina pojavljata v plasti Purkinjejevih celic. To je prikazano na sl. 34.

Prisotnost proteinov smo preucili tudi pri imunofluorescen¢nih barvanjih. Signal za SIT 7 je
v granularni plasti najbolj moc¢en v nevropilu, v somah granularnih celic je Sibek (sl. 35 B).
Signal za SINKRIP je, obratno, mocen v somah granularnih celic in Sibek v nevropilu (sl.
35 C). Stopnja kolokalizacije proteinov v tej plasti skorje malih moZzganov je nizka, vrednost
Pearsonovega koeficienta je 0,16 (+ 0,028). V molekularni plasti skorje malih mozganov je
signal za SIT 7 mocen v nevropilu (sl. 35 B), signal za SINKRIP je v nevropilu te plasti
sibek (sl. 35 C). Stopnja kolokalizacije proteinov je tudi v tej plasti nizka, vrednost
Pearsonovega koeficienta je 0,07 (x 0,042).

Oba signala, tako za SIT 7 kot za SINKRIP, sta mo¢na v somah Purkinjejevih celic (sl. 35
B za SIT 7, sl. 35 C za SINKRIP). Stopnja kolokalizacije proteinov v tej plasti je visoka,
vrednost Pearsonovega koeficienta je 0,55 (+ 0,059). Vrednosti Pearsonovega koeficienta za
vsako podrocje skorje malih mozganov so prikazane na grafu, sl. 35 D.
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Slika 34: Sinaptotagmin 7 in SINKRIP sta prisotna v Purkinjejevih celicah. (A) Sinaptotagmin 7 v somah
Purkinjejevih celic (glave puscic) (B) SINKRIP v somah Purkinjejevih celic (glave puséic)
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Slika 35: Stopnja kolokalizacije proteinov sinaptotagmin 7 in SINKRIP v skorji malih moZganov.
Posamezno obmocje smo analizirali z obkrozevanjem. (A) Oba proteina (B) Sinaptotagmin 7; mocen signal v
nevropilu granularne plasti (glava puscice), nevropilu molekularne plasti (krog) in somah (trikotnik) ter
dendritih (pus¢ica) Purkinjejevih celic; v somah granularnih celic (zvezdica) je Sibek (C) SINKRIP; mocen
signal v somah granularnih celic (zvezdica) in Purkinjejevih celicah (trikotnik) ter dendritih Purkinjejevih
celic (pus€ica), v nevropilu granularne (glava pus¢ice) in molekularne plasti (krog) Sibek (D) Graf povpreéja
PK za male mozgane (some Purkinjejevih celic (PC)=0,55 (+£0,059) n=1, st. posnetkov=10. Molekularni
sl0j=0,07 (£ 0,042), n=1, $t. posnetkov=10. Granularni sloj=0,16 (= 0,028), n=1, $t. posnetkov=10)
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Slika 36: Visoka stopnja kolokalizacije proteinov sinaptotagmin 7 in SINKRIP v somah Purkinjejevih celic

in prisotnost obeh proteinov v dendritih. Some celic smo analizirali z obkrozevanjem. (A) Oba proteina (B)

Sinaptotagmin 7; moc¢en signal v somah Purkinjejevih celic (trikotnik) in dendritih (puséica) (C) SINKRIP;
mocen signal v somah Purkinjejevih celic (trikotnik) in dendritih (pus€ica)
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Graf 1: Povpre¢ne vrednosti Pearsonovih korelacijskih koeficientov v posameznih anatomskih podrodjih.
CAl (PK=-0,25 (£ 0,037), n=3, st. posnetkov=30). CA3 (PK=-0,09 (£ 0,025), n=3, $t. posnetkov=30).
Dentatni girus (PK=-0,152 (+ 0,042), n=1, §t. posnetkov=10). Skorja velikih mozganov (PK=-0,06 (+
0,04), n=3, st. posnetkov=30). Striatum (PK=0,04 (+ 0,05), n=3, §t. posnetkov=30). Skorja malih
mozganov (PK some Purkinjejevih celic (PC)=0,55 (+£0,059) n=1, §t. posnetkov=10. PK molekularni sloj=0,07 (+
0,042), n=1, §t. posnetkov=10. PK granularni sloj=0,16 (+ 0,028), n=1, §t. posnetkov=10).
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5 RAZPRAVA

5.1.1 MOREBITNA VLOGA PROTEINOV SINKRIP IN SINAPTOTAGMIN 7 NA
PODLAGI UGOTAVLJANJA PRISOTNOSTI V MOZGANSKIH PODROCJIH

V nasi raziskavi Smo se osredotocili na morebitno vliogo proteinov SINKRIP in SIT 7 na
podlagi ugotavljanja prisotnosti v mozganskih podro¢jih. Osnovna specifi¢na vloga proteina
SIT 7 v tistih anatomskih podro¢jih mozganov, kjer je prisoten, je verjetno eksocitoza
razli¢nih membranskih struktur, kot so sekretorni vezikli in lizosomi. Eksocitoza poteka v
odvisnosti od Ca?*, kalcijevi ioni v citoplazmi se veZejo na C2 podenoti SIT 7 v membrani
sekretornega vezikla (Andrews in Chakrabarti, 2005) in na ta nacin SIT 7 sodeluje pri
pocasni in nesinhroni eksocitozi (Bacaj in sod., 2013) snovi iz sekretornih veziklov. O vlogi
SIT 7 v nevronih moZganov ni veliko znanega, veliko poskusov o SIT 7 je bilo namre¢
narejenih na drugih celicah in tkivih, saj SIT 7 ni vezan le na ziv¢evje. Tako obstaja malo
relevantnih raziskav v povezavi z naSo raziskavo. Znano je, da v nevronih SIT 7 najdemo v
dendritih presinapti¢nih celic oz. presinapti¢ni aktivni coni (Andrews in Chakrabarti, 2005),
kjer med drugim interagira s specificnim glikoproteinom na membrani lizosomov.
Domnevajo, da v takSnem primeru SIT 7 posreduje zdruzevanje lizosomalnih membran s
plazmalemo in rast nevritov nevronov simpati¢nega sistema (Arantes in Andrews, 2006).
Tudi v hipokampusnih nevronih SIT 7 najdemo v aksonih na podro¢ju sinaps (Monterrat in
sod., 2007), kjer naj bi bil klju€en pri prenosu sinapti¢nih veziklov v dendrite. Na to funkcijo
kaze prav tako prisotnost SIT 7 na plazemski membrani (Sugita in sod., 2001). SIT 7 torej
sodeluje tudi pri samem prenosu sinapti¢nih veziklov (ti vsebujejo nevrotransmiterje) iz
some v dendrite nevronov. Slednje je bilo dokazano samo na primeru nevrotransmiterja
dopamina - ko pride do znizanega izrazanja SIT 7, se zmanj$a koncentracija tega
nevrotransmiterja v somi in dendritih (Mendez in sod., 2011). SIT 7 je zaradi morebitnega
sodelovanja pri nastanku novih membran in s tem rasti nevronov (Arantes in Andrews, 2006)
pomemben pri raziskavah nevrodegenerativnih bolezni. Patofiziolo$ki procesi pri teh
boleznih, npr. pomanjkanje energije, porusenje ionske homeostaze, pojav reaktivnega kisika
in drugo, vodijo v apoptozo in nekrozo nevronov ter nepravilnosti sinapticnih medceli¢nih
povezav. SIT 7 je morda pomemben pri obnavljanju degeneriranih nevronov in pri
prilagajanju ob njihovi izgubi (Glavan in sod., 2009). Raziskovalci (Wishart in sod., 2006)
sklepajo, da gre pri vseh nevrodegenerativnih boleznih za isti celi¢ni in molekularni
mehanizem nastanka, mehanizem, osredoto¢en na sinapse. Za nastajajnje novih ter delovanje
Ze obstojeCih sinaps je pomemben prepis nekaterin molekul mRNA za proteine, ki so
sestavni del sinaps (Czaplinski, 2014). Vloga proteina SINKRIP v vseh anatomskih
podro¢jih, kjer se le-ta pojavlja, pa je povezana prav s prepisom mRNA, saj sodeluje pri
znotrajcelicnem prenosu mRNA (s pomoc¢jo granul mRNA) v dendrite nevronov, Kjer se te
molekule potem prepisujejo. Interakcija med njima bi posledi¢no lahko nakazovala
vkljucenost SIT 7 pri prenosu mRNA v dendrite (Mizutani in sod., 2000). RNA-vezavni
citoplazemski protein SINKRIP se sicer veze na SIT 7 preko podenote C2B (Mizutani in
sod., 2000), vendar so dosedaj to pokazali samo in vitro (te raziskave so potekale na celi¢nih
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kulturah COS-7 in Sf9 celic in ne iz nevronov mozganov) (Mizutani in sod., 2000). Zato
smo to preverili $e in vivo, da bi v primeru njune kolokalizacije lahko potrdili naso hipotezo
o vkljucenosti SIT 7 pri prenosu mRNA v dendrite nevronov. V raziskavi smo s tem
namenom z metodo imunofluorescence analizirali kolokalizacijo proteinov SIT 7 in
SINKRIP. mRNA se prenasajo tako z granulami mMRNA kot tudi z zunajceli¢nimi vezikli
(EV) - tudi ti imajo pomembno vlogo pri sinapti¢ni komunikaciji med nevroni (Candelario
in Steindler, 2014). V nadaljnjih raziskavah bi lahko raziskali prisotnost SIT 7 Se v teh
veziklih in to bi pripomoglo k razumevanju vloge prenosa mRNA, vendar v tem primeru ne
prenosa mRNA v dendrite. Tudi na ta nacin bi lahko izboljSali razvoj raznih molekularnih
in bioloskih terapij za nevrodegenerativne bolezni.

Pokazano je bilo sicer, da transport mRNA v dendrite v nevronih poteka predvsem s pomocjo
granul RNA (Batish in sod., 2012), a nekateri avtorji navajajo, da je transport mozen tudi s
pomocjo dolo¢enih organelov, npr. citoplazemskega razdelka, imenovanega mitohondrijski
oblak in endoplazmatskega retikuluma, na podlagi lokalizacije citoplazemske mMRNA s
pomocjo specificnega proteina v Zabjih oocitih (Schnapp in sod., 1997; Deshler in sod.,
1998). Mozno bi bilo, da obstaja podoben nacin transporta mRNA v dendrite tudi v nevronih.

S pomoc¢jo imunohistokemije smo analizirali prisotnost proteinov SIT 7 in SINKRIP v
koronarnih prerezih mozganov 1,56 mm, -3,24 mm ter -10,56 mm oddaljenosti od bregme
ter ugotovili, da se oba proteina pojavljata v vecini anatomskih podrocij. Signal za SIT 7 v
celotnih mozganskih rezinah je viden nasl. 21, sl. 22, sl. 23, signal za SINKRIP pa nasl. 24,
sl. 25, sl. 26. Signal za oba proteina je moc¢en v hipokampusu, matriksu striatuma, skorji
velikih mozganov, skorji malih mozganov, piriformnem korteksu, olfaktornem tuberkulu,
amigdaloidnih, talami¢nih in hipotalami¢nih jedrih, izvenkortikalnih jedrih in olivarnem
jedru malih mozganov. Vecina predhodnih raziskav kaze na to, da imata v celotnih mozganih
podgane proteina SIT 7 in SINKRIP razli¢ne funkcije. SIT 7 v vsakem od anatomskih
podrocij kjer je, sodeluje pri izlo¢anju specificnih snovi (nevrotransmiterjev), medtem ko
SINKRIP sodeluje pri znotrajcelicnem prenosu specificnih mRNA v dendrite celic.
Vsebnost teh proteinov je manj$a v mieliziranih anatomskih podrocjih - v belini, kaloznem
korpusu, interni kapsuli, strijah striatuma, forniksu, mamilotalami¢nem traktu, obraznem
Ziveu in jedrih obraznega Zivca. V teh podrocjih so povezave razli€nih struktur mozganov
in mielizirana vlakna, tako da predvidevamo, da SIT 7 in SINKRIP nista kljucna pri
povezavah razli¢nih delov mozganov. Zelo Sibek imunohistokemi¢ni signal smo zaznali v
lateralnih ventriklih, ker sta napolnjena s cerebrospinalno tekocino, ependimalne celice pa
ne izlo¢ajo nevrotransmiterjev (Bear in sod., 2006). Sibek signal je tudi v akumbensu, ki
vsebuje koncice dopaminskih nevronov (Kandel in sod., 2000). V vsakem od zgoraj
omenjenih anatomskih podro¢ij smo analizirali prisotnost za vsak protein posebej. V
podrocju, Kjer je posamezen protein, smo sklepali o njegovi domnevni vlogi v tem podrocju.
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5.1.1.1 Hipokampus

V hipokampusu se oba proteina pojavljata v obeh CA podro¢jih in dentatnem girusu (na sl.
21 SIT 7, sl. 24 SINKRIP), vendar ne na istem mestu. Signal za protein SIT 7 (sl. 27) je
izrazito prisoten v mahovitih vlaknih, radiatni plasti vseh treh CA podrocij ter polimorfnem
in molekularnem sloju dentatnega girusa (DG), v piramidalni plasti CA podrocij in
granularnem sloju DG pa malo manj. Protein SINKRIP je, ravno obratno (sl. 29), izrazito
prisoten v piramidalni plasti CA podro¢ij in granularnem sloju DG, manj v radiatni plasti
CA podrocij, polimorfnem in molekularnem sloju DG ter mahovitih vlaknih. Nasi rezultati
(sl. 27) se skladajo z rezultati drugih raziskav (Sugita in sod., 2001), kjer je bilo ugotovljeno,
da je SIT 7 izrazito prisoten v mahovitih vlaknih hipokampusa in zaznan v nevropilu,
predvsem v izrastkih nevronov. V predelu nevropila se sproScajo sinapticni vezikli z
nevrotransmiterji. V' hipokampusnih nevronih (piramidalnih in granularnih celicah) so to
acetilholin, y-aminomaslena kislina (GABA) in glutamat (Giovannini in sod., 2001), v
internevronih pa GABA (Freund in Buzsaki, 1996) - sklepali bi lahko, da SIT 7 sodeluje pri
njihovem sproScanju. Granularne celice omogocajo brstenje mahovitih vlaken, pojav
veziklov (Rekart in sod., 2007) in zaradi prisotnosti SIT 7 na tem podro¢ju lahko postavimo
hipotezo, da ima SIT 7 pomembno vlogo pri omogocanju brstenja mahovitih vlaken. SIT 7
v prej$njih raziskavah (Sugita in sod., 2001) ni bil prisoten v somah hipokampusnih
nevronov, kar se tudi sklada z rezultati naSe raziskave (sl. 27). V somah granularnih celic in
piramidalnih nevronov smo dokazali mo¢no prisotnost proteina SINKRIP (sl. 29) in tudi v
doloCenih izrastkih teh celic v blizini som, ne pa v ostalem nevropilu. Prisotnost proteina
SINKRIP v dendritih je bila do sedaj potrjena tudi v cerebelarnih Purkinjejevih celicah in
drugih nevronih moZganske skorje (Bannai in sod., 2004), protein SINKRIP pa v
hipokampusnih podro¢jih ni vezan na mahovita vlakna, zato lahko domnevamo, da
SINKRIP za razliko od SIT 7 nima neposredne vloge pri pojavu dolgoro¢nega spomina.
Prisotnost proteina SINKRIP v somah hipokampusnih nevronov so dokazali ze v prej$njih
raziskavah (Bannai in sod., 2004), v nasi raziskavi smo to potrdili (sl. 29) in predvidevamo,
da sodeluje pri znotrajcelicnem prenosu specificnih mRNA v dendrite hipokampusnih
nevronov.

5. 1.1.2 Skorja velikih moZganov

Oba proteina se pojavljata v skorji velikih mozganov (na sl. 21 SIT 7, sl. 24 SINKRIP), a
tudi ne na istem mestu. Najbolj je SIT 7 prisoten v nevropilu molekularne plasti (sl. 28b), to
je najbolj zunanja plast, kjer je v najve¢ izrastkov (apikalnih dendritov) piramidastih
nevronov in kolateral razli¢nih nevronov, ki tvorijo sinapse s temi dendriti. Ko pride v celico
signal, presinapticna celica iz aksona sprosti glutamat. Sklepamo lahko, da SIT 7 sodeluje
pri spro$c¢anju glutamata iz aksonov teh celic. Seveda pa so v nevropilu celice glije. Omeniti
velja astrocite, saj na njih najdemo receptorje za glutamat priblizno v enaki gostoti kot na
zivénih celicah. Zraven glutamata so na astrocitih dokazali tudi transportne proteine za druge
nevrotramiterje, npr. GABA, glicin in biogene amine (Krizan, 2001). Proteini sinapti¢nega
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vezikla in presinapticne membrane astrocitov so podobni kot pri nevronih in njihova vloga
je enaka. Pri astrocitih najdemo sinaptobrevin 2, sintaksin in SNAP-23 (Montana in sod.,
2006), za prenos veziklov pa sta pomembna Rab4 and Rab5 (Potokar in sod., 2012). SIT 7
prav tako najdemo v astrocitih, vendar njegova vloga v njih ni znana. Vlogo spros¢anja
glutamata ima v astrocitih SIT 4, za SIT 7 to ni znano. Nekatere raziskave (Mittelstead in
sod., 2009) na astrocitih v hipokampusu samo nakazujejo, da se SIT 7 pojavlja skupaj s SIT
11. V tej raziskavi je zanimiv podatek, da so tisti astrociti, ki niso izrazali SIT 7, izrazali tako
SIT 1 kot SIT 4. Ker so astrociti v nevropilu, sklepamo, da SIT 7 sodeluje pri eksocitozi in
endocitozi nevrotransmiterjev iz teh celic. Raziskave kazejo (Kreft in sod., 2004), da se
eksocitoza veziklov razlikuje pri astrocitih in nevronih glede na kapacitivnost membrane.
Pri astrocitih je Ca?* odvisna sprememba priblizno 100-krat pocasnej$a kot pri nevronih.
SINKRIP je v skorji velikih mozganov najbolj prisoten v somah piramidastih nevronov, je
pa prisoten tudi v somah celic drugih plasti (v somah granularnih celic (sl. 30b)).
Domnevamo lahko, da v teh celicah sodeluje pri znotrajcelicnem prenosu specificnih mRNA
v dendrite nevronov tega podrocja.

5.1.1.3 Striatum

V striatumu smo dokazali prisotnost obeh proteinov (na sl. 22 SIT 7, sl. 25 SINKRIP), sta
pa prisotna na razli¢nih mestih tega podro¢ja. SIT 7 je prisoten v nevropilu, ne pa tudi v
somah nevronov matriksa (sl. 28d). V matriksu striatuma so prisotni nevroni posredne in
neposredne poti, ki so GABAergi¢ni, internevroni pa so holinergi¢ni. Ti izlo€ajo v predelu
izrastkov razli¢ne nevrotransmiterje: kalretinin, parvalbumin, somatostatin in nevropeptid Y
(Gerfen in Surmeier, 2011). SIT 7 morda sodeluje pri njihovem izlo¢anju. Sklepamo, da
SINKRIP, ki je v somah celic matriksa (sl. 30d), v teh celicah sodeluje pri znotrajceliénem
prenosu specificnth mRNA v dendrite nevronov.

5. 1.1.4 Skorja malih moZganov

V skorji malih mozganov sta prav tako prisotna oba proteina (na sl. 23 SIT 7, sl. 26
SINKRIP). Glede na naSe rezultate imunohistokemi¢nega barvanja sta oba prisotna v
Purkinjejevih celicah (sl. 34), kar je precej zanimivo. Zaradi visoke stopnje kolokalizacije
proteinov v somah teh celic (sl. 35 D) lahko delno potrdimo naso prvo hipotezo. To nakazuje
na mozno vkljuéenost SIT 7 pri prenosu MRNA v dendrite Purkinjejevih celic. To sklepamo
zaradi same zgradbe Purkinjejevih celic prikazane na spodnji sliki, sl. 37. Glede na to, da
obarvani izrastki Purkinjejevih celic v nasi raziskavi segajo v molekularno plast (sl. 36),
sklepamo, da sta oba proteina prisotna v dendritih.
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Slika 37: Zgradba skorje malih mozganov. Barvanje z MAP2 proteinom, ki je specificen za dendrite:
molekularna ter granularna plast in plast s somami Purkinjejevih celic. Dendriti Purkinjejevih celic segajo v
molekularno plast (prilagojeno po Kandel in sod., 2000: 72)

Njuna prisotnost se razlikuje v ostalih dveh delih skorje malih mozganov, molekularni in
granularni plasti. Dokazali smo, da se SIT 7 najmocneje pojavlja v nevropilu molekularne
plasti, kjer so prisotni predvsem dendriti Purkinjejevih celic in vzporedna vlakna granularnih
celic (sl. 28h). Lahko omenimo, da je interakcija med Purkinjejevimi celicami in
vzporednimi vlakni klju¢na za ustvarjanje spomina (D'Angelo, 2014). Predvidevamo, da ima
zaradi pojavljanja v nevropilu molekularne plasti SIT 7 vlogo pri eksocitozi sinapti¢nih
veziklov z nevrotransmiterjem GABA (Bear in sod., 2006) iz trnov na dendritih
Purkinjejevih celic, ki so podroc¢je sinapticnih povezav Purkinjejevih celic z drugimi
celicami (Gray, 1961). Lahko gre tudi za spros¢anje iz kolateral oz., da se SIT 7 sintetizira
v somah granularnih celic in potuje do sinaps, ki jih tvorijo te kolaterale z dendriti
Purkinjejevih celic. Protein SINKRIP je prisoten le v somah in izrastkih celic molekularnih
plasti (verjetno so to zvezdaste ter koSari¢aste internevralne celice) ter izrastkih
Purkinjejevih celic, ne pa tudi v ostalem nevropilu (sl. 30f). Torej sklepamo, da ni prisoten
ali pa je manj v celotnem dendriticnemu drevesu Purkinjejevih celic, saj je le-to zelo
razvejano in bi se moralo moc¢neje barvati. Najmocneje je prisoten v granularni plasti,
verjetno predvsem v somah granularnih in Golgijevih internevralnih celic. Domnevamo, da
ima v teh celicah vlogo pri znotrajceliénem prenosu specificnih mRNA v dendrite.

5. 1.1.5 Ostala anatomska podroc¢ja

Preucevana proteina se pojavljata Se v piriformnem korteksu in olfaktornem tuberkulu
striatuma. V piriformnem korteksu signal za SIT 7 najbolj izstopa v sloju 1 in 3 (sl. 21),
signal za SINKRIP pa v plasti 2 (sl. 24). Enako je v olfaktornem tuberkulu: signal za SIT 7
je mocen predvsem v plasti 1 in 3 (sl. 22), Sibek pa v plasti 2. Pri proteinu SINKRIP je ravno
obratno (sl. 25), v plasti 2 piriformnega korteksa je namre¢ najvecja koncentracija
glutamatnih nevronov z gostimi jedri (Bekkers in Suzuki, 2013), podobno pri olfaktornem
tuberkulu (Wesson in Wilson, 2011). Njuno pojavljanje se ne prekriva, zato ne moremo
sklepati, da gre za isto funkcijo v teh predelih. SIT 7 je prisoten predvsem v nevropilu (veé¢
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ga je v plasteh 1 in 3), kjer so tudi izrastki celic in lahko predvidevamo, da sodeluje pri
eksocitozi predvsem glutamata (ter drugih nevrotransmiterjev, npr. dopamina), SINKRIP pa
pri znotrajceliénem prenosu specifiénih mRNA v dendrite, saj je prisoten v predelu, kjer je
najve¢ som nevronov, v plasti 2 (sl. 24). Oba proteina najdemo v amigdaloidnih, talamic¢nih
in hipotalami¢nih jedrih (na sl. 21 SIT 7, sl. 24 SINKRIP). Amigdaloidna jedra vsebujejo
nevrone z nevrotransmiterji: kortikotropin-sproséujoc¢i faktor, somatostatin in nevrotenzin
(Davis, 1992) in lahko bi domnevali, da SIT 7 sodeluje pri njihovem izlo¢anju. V talami¢nih
jedrih, katerih nevroni ozivCujejo celice mozganske skorje, SIT 7 domnevno sodeluje pri
izlo€anju nevrotransmiterjev GABA in glutamat, v hipotalami¢nih jedrih pa pri izlocanju
nevrotransmiterja iz celic REM (angl. "non-REM-on cells") ter drugih: nevropeptida Y,
dopamina in histamina (Kandel in sod., 2000). Za protein SINKRIP lahko predvidevamo, da
v teh anatomskih podro¢jih sodeluje pri znotrajcelicem prenosu mRNA v dendrite nevronov.
Tudi v izvenkortikalnih jedrih malih moZganov in olivarnem jedru (na sl. 23 SIT 7, sl. 26
SINKRIP) se pojavljata oba proteina. Lahko bi domnevali, da SIT 7 sodeluje pri eksocitozi
nevrotransmiterja glutamata iz prehodnih (angl. "relay cells") celic, nevrotransmiterja
GABA iz GABAergi¢nih in glicina, ki je bil kot nevrotransmiter zaznan pri miSih (Voogd
in sod., 2013) tako v nevronih kot tudi astrocitih olivarnega jedra (Stephan in Friauf, 2014).
Glede na to, kaj je znano glede vloge proteina SINKRIP, tudi za to anatomsko podro¢je
lahko domnevamo, da sodeluje pri znotrajcelicnem prenosu specificnih mRNA v dendrite
nevronov.

5. 1.2 NIZKA STOPNJA KOLOKALIZACIJE PROTEINOV

Raziskovalci (Bolte in Cordelieres, 2006) pravijo, da sta lokacija proteina v celici in njegova
vloga moc¢no povezani, zato je lokacija izredno pomembna za razumevanje vloge
dolo¢enega proteina v bioloSkem procesu. Kolokalizacija, prostorsko sovpadanje lokalizacij
dveh ali vec€ razli¢nih proteinov v preparatu (Bolte in Cordelieres, 2006), dokazuje, da sta
vlogi (funkeiji) teh dveh proteinov tesno povezani. Kolokalizacijo smo analizirali s pomoc¢jo
metode dvojnega imunofluorescenénega oznacevanja in z mikroskopom Axiolmager.Z1 z
dodatkom ApoTome. Rezultati naSe raziskave kaZejo, da je stopnja kolokalizacije
preucevanih proteinov zelo nizka v vecini analiziranih anatomskih podro¢ij: v hipokampusu
(sl. 31), skorji velikih mozganov (sl. 32), striatumu (sl. 33), v granularni in molekularni plasti
skorje malih mozganov (sl. 35). V somah Purkinjejevih celic se pod svetlobnim
mikroskopom oba proteina pojavljata skupaj (sl. 34). Kolokalizacijo smo potrdili (sl. 35 D)
in sklepamo, da sta oba proteina prisotna tudi v dendritih teh celic. Ker smo v raziskavi z
analizo kolokalizacije v ve€ini podroc¢ij dokazali zelo nizko stopnjo kolokalizacije (graf 1)
med proteinoma v mozganih podgane, sklepamo, da med njima verjetno ne pride do
fizioloske interakcije in SIT 7 nima pomembne vloge pri prenosu mRNA v dendrite
nevronov, vsaj v povezavi s proteinom SINKRIP ne. Vrednotenje kolokalizacije je glede na
razli¢na mnenja raziskovalcev precej vprasljivo. Ko sta fluorescencna signala neodvisna in
ni kolokalizacije, je vrednost Pearsonovega koeficienta 0. Pearsonovi koeficienti so bili v
naSem primeru tudi negativni (graf 1). Nekateri avtorji (Zinchuk in sod., 2007) so mnenja,
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da pri popolni izkljucitvi fluorescen¢nega signala na sliki, ne dobi$ vrednosti -1, in je v
primeru slik vrednotenje kolokalizacije nezanesljivo; potrebno je izracunati Se Mandersove
koeficiente. Drugi (Barlow in sod., 2010) so mnenja, da je za vrednotenje kolokalizacije
boljsa uporaba enega samega koeficienta (ne ra¢unanje Se drugih koeficientov) in so tudi
negativne vrednosti PK, kakor v naSem primeru, zanesljive in uporabne.

5. 1.3 UPORABA METODE DVOJNEGA IMUNOFLUORESCENCNEGA
OZNACEVANJA

Za analizo kolokalizacije proteinov SIT 7 in SINKRIP smo uporabili metodo dvojnega
imunofluorescenénega oznacevanja. Uporaba te metode ima tudi nekaj pomanjkljivosti. Za
mozgansko tkivo je znalilna avtofluorescenca mozganskega tkiva (avtofluorescencéno
ozadje), ki moti imunofluorescen¢no detekcijo proteinov. Ti se relativno Sibko sintetizirajo
v tkivu oz. v celici. Omejitev metode imunofluorescence na tkivu, fiksiranem z aldehidi, je
nedostopnost antigenov za vezavo protiteles. Fiksacija tkiva z aldehidi namre¢ zamrezi
proteine (angl. "cross-linking"), tako da nastanejo metilenski mosti¢ki med aminokislinami
proteinov (Fox in sod., 1985), in tako onemogoci vezavo protiteles na epitope antigenov.
Znanih je kar nekaj metod za odkrivanje epitopov o0z. antigenov (angl. "antigen retrieval™),
pri vsaki od metod pa je odkrivanje antigenov omejeno, saj je potrebno zagotoviti, da so
poskodbe tkiva oz. antigenov pri tem minimalne (D'Amico in sod., 2009). Obstaja verjetnost,
da z metodo imunofluorescence zaradi avtofluorescencnega ozadja in zamrezenosti
antigenov v tkivu nismo dobili to¢ne lokacije in kolokalizacije preucevanih proteinov.

6 SKLEPI

Nasa prva hipoteza je bila, da je protein SINKRIP kolokaliziran s proteinom sinaptotagmin
7 v nevronih mozganov podgane. Hipotezo smo delno potrdili. Z imunohistokemi¢nim in
imunofluorescenénim barvanjem je vidno, da se oba proteina pojavljata skupaj v
Purkinjejevih celicah (somah in dendritih) skorje malih mozganov. Stopnja kolokalizacije v
somah teh celic je relativno visoka. Hipoteze za ostala moZganska podrocja ne moremo
potrditi. Stopnja kolokalizacije proteinov v hipokampusu, skorji velikih mozganov,
striatumu, v granularni in molekularni plasti skorje malih mozganov je nizka in tako
sklepamo, da sinaptotagmin 7 najverjetneje v preucevanih mozganskih regijah (razen sloja
Purkinjejevih celic) ne sodeluje pri transportu mMRNA v dendrite, katerega uravnava protein
SINKRIP.

Druga hipoteza je bila, da sta proteina sinaptotagmin 7 in SINKRIP prisotna v vecini
anatomskih podro¢ij mozganov podgane. Hipotezo smo potrdili. Signal za sinaptotagmin 7
je najmocne;jsi v nevropilu, za SINKRIP pa v somah celic preu¢evanih anatomskih podrocij.
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7 POVZETEK

Sinaptotagmin 7 je transmembranski protein iz druzine 17 sinaptotagminov, ki so v
mozganih podgane vpleteni v procese uravnavanja od Ca?* odvisne eksocitoze in endocitoze
sinapti¢nih in vecjih opticno gostih veziklov. Sinaptotagmin 7 sodeluje pri pocasni in
nesinhroni eksocitozi nevronov, njegovo pojavljanje pa kaze na njegovo vlogo tudi pri
transportu veziklov v njihove dendrite. Sinaptotagmin 7 sodeluje pri fagocitozi, popravilu
membrane miSi¢ne celice in izloCanju inzulina iz sekretornih f—celic trebusne slinavke. O
vlogi proteina sinaptotagmin 7 v nevronih moZganov ni veliko znanega, veliko poskusov je
bilo narejenih na drugih celicah in tkivih in tako obstaja malo relevantnih raziskav v
povezavi z naso raziskavo. Znano je, da ima pomembno vlogo pri spros¢anju dopamina iz
dendritov v ¢rnem jedru mozganov. V Ziv€evju ima sinaptotagmin 7 domnevno viogo
popravljanja degeneriranih nevronov, za katere je med drugim znalilna okvarjena
sposobnost tvorbe sinaps. Za nastajajnje novih ter delovanje Ze obstojecih sinaps je
pomemben prepis nekaterih molekul MRNA za proteine, ki so sestavni del sinaps. Vloga
proteina SINKRIP je povezana s prepisom mRNA, saj sodeluje pri znotrajceliénem prenosu
mRNA v dendrite nevronov. mRNA se prenaSajo s pomocjo granul mRNA, na katere je
SINKRIP vezan. Interakcijo med njima so dosedaj pokazali samo in vitro. Mi smo to
preverili $e in vivo in bi v primeru njune kolokalizacije lahko potrdili naso hipotezo o
vklju€enosti proteina sinaptotagmin 7 pri prenosu mMRNA v dendrite nevronov. Namen
magistrske naloge je bil raziskati kolokalizacijo proteinov v nevronih v razli¢nih regijah
mozganov: v treh podroc¢jih hipokampusa (CA1, CA3 in dentatnem girusu), skorji velikih
mozganov, striatumu ter v skorji malih mozganov (granularni in molekularni plasti ter plasti
Purkinjejevih celic) laboratorijske podgane (Rattus norvegicus). V primeru, da bi proteina
kolokalizirala, bi obstajala moznost za njuno fiziolosko interakcijo. To smo ugotavljali z
metodo imunofluorescen¢ne analize.

Z imuhistokemi¢no analizo smo najprej lokalizirali posamezen protein, potem pa na podlagi
ugotavljanja prisotnosti v mozganskih podro¢jih sklepali na morebitno vlogo proteinov.
Intaktne moZgane treh razli¢nih podgan smo transkardialno perfundirali s fiksativom, jih
narezali ter pobarvali z metodo imunohistokemije z uporabo specificnih protiteles proti
proteinoma sinaptotagmin 7 in SINKRIP. Glede na predhodne raziskave lahko domnevamo,
da imata proteina razlicne funkcije v podrocjih, kjer smo ju zasledili. Sinaptotagmin 7
najverjetneje v vsakem od anatomskih podro¢ij kjer je, sodeluje pri izlo¢anju
nevrotransmiterjev iz celic posameznega anatomskega podrocja, SINKRIP pa pri
znotrajcelicnem prenosu specificnih mRNA v dendrite celic. Signal za protein sinaptotagmin
7 je izrazito prisoten v mahovitih vlaknih, radiatni plasti vseh trenh CA podrocij hipokampusa
ter polimorfnem in molekularnem sloju dentatnega girusa (DG), v piramidalni plasti CA
podro¢ij in granularnem sloju DG pa malo manj. Protein SINKRIP je, ravno obratno, izrazito
prisoten v piramidalni plasti CA podroc¢ij in granularnem sloju DG, manj pa v radiatni plasti
CA podrocij, polimorfnem in molekularnem sloju DG ter mahovitih vlaknih. V skorji velikih
mozganov je sinaptotagmin 7 prisoten v nevropilu molekularne plasti, SINKRIP pa v somah
piramidastih nevronov in somah celic drugih plasti, tudi somah granularnih celic. V
striatumu je sinaptotagmin 7 najbolj prisoten v nevropilu, ne pa tudi somah celic matriksa,
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SINKRIP pa je najbolj prisoten ravno v somah teh celic. V malih moZganih se sinaptotagmin
7 najmocneje pojavlja v nevropilu molekularne plasti, SINKRIP je prisoten le v somah in
izrastkih celic molekularnih plasti, ne pa tudi v ostalem nevropilu. Najmocneje je protein
SINKRIP prisoten v granularni plasti predvsem verjetno v somah celic te plasti. Zanimivo
je, da se oba proteina pojavljata v somah Purkinjejevih celic. Oba preucevana proteina se
pojavljata tudi v piriformnem korteksu in olfaktornem tuberkulu striatuma. V piriformnem
korteksu signal za sinaptotagmin 7 najbolj izstopa v sloju 1 in 3, signal za SINKRIP v plasti
2. Tudi v olfaktornem tuberkulu je signal za sinaptotagmin 7 mocen predvsem v plasti 1 in
3, Sibek v plasti 2, pri proteinu SINKRIP pa je ravno obratno. Oba proteina najdemo v
amigdaloidnih, talami¢nih in hipotalamiénih jedrih, pojavljata se se v izvenkortikalnih jedrih
malih mozganov in olivarnem jedru. Vsebnost teh proteinov je manjSa v mieliziranih
anatomskih podrocjih: belini, kaloznem korpusu, interni kapsuli, strijah striatuma, forniksu,
mamilotalami¢nem traktu, obraznem zivcu in jedrih obraznega zivca. V teh podro¢jih so
prisotne povezave razli¢nih struktur mozganov in mielizirana vlakna, tako da predvidevamo,
da noben preucevan protein ni kljucen pri povezavah razli¢nih delov mozganov. Signal za
proteina je Sibek v lateralnih ventriklih (ker sta napolnjena s cerebrospinalno tekocino,
ependimalne celice pa ne izlo¢ajo nevrotransmiterjev) ter v akumbensu.

V drugem delu raziskave smo uporabili iste mozgane podgan, Ze transkardialno perfundirane
s fiksativom in narezane, vendar smo jih tokrat pobarvali z metodo dvojne
imunofluorescence. Uporabili smo specifi¢na protitelesa proti proteinoma SINKRIP in
sinaptotagmin 7. Z uporabo fluorescen¢nega mikroskopa Axiolmager.Z1 z dodatkom
ApoTome smo analizirali kolokalizacijo obeh proteinov v §tirih razli¢nih regijah podganjih
mozganov in jo ovrednotili s programom ImageJ z vmesnikom JACoP. Stopnjo
kolokalizacije smo ovrednotili tako, da smo izra¢unali vrednosti Pearsonovega koeficienta
(PK) na sliki. V primeru skorje malih mozganov smo izracunali vrednosti koeficienta
kolokalizacije samo dela slike (obmocje analize), some Purkinjejevih celic pa smo analizirali
z obkrozevanjem. Podatke smo prikazali kot povpre¢ne vrednosti PK + SD posameznega
podrocja. Povpreéna vrednosti PK v CA1 podrodju je -0,25 (x 0,037), v CA3 podrocju -0,09
(£ 0,025), v dentatnem girusu hipokampusa -0,152 (+ 0,042), v skorji velikih mozganov -
0,06 (x 0,04), v striatumu 0,04 (x 0,05), v somah Purkinjejevih celic 0,55 (+0,059), v
molekularnem sloju 0,07 (£ 0,042) in v granularnem sloju 0,16 (£ 0,028). Ti rezultati nase
raziskave kazejo, da je stopnja kolokalizacije proteinov v veliki ve€ini preucevanih
anatomskih podrocij nizka.

V raziskavi smo dopolnili znanje o lokalizaciji proteinov sinaptotagmin 7 in predvsem
SINKRIP (o katerem je zelo malo znanega), ki je bistvena za dolo¢anje funkcije proteinov
v fizioloskih razmerah. Sklepamo, da se proteina, sinaptotagmin 7 in SINKRIP, pojavljata v
veéini anatomskih podro¢ij mozganov podgane, stopnja njune kolokalizacije v vec€ini
preuc¢evanih podroc¢jih pa je nizka. Zaradi nizke stopnje kolokalizacije sinaptotagmin 7
najverjetneje ne sodeluje pri transportu mMRNA v dendrite, ki ga uravnava protein SINKRIP.
Izjema je le plast Purkinjejevih celic v skorji malih mozganov, kjer visoka stopnja
kolokalizacije v somah in pojavljanje obeh proteinov v dendritih teh celic nakazujeta na
mozno vkljucenost proteina sinaptotagmin 7 pri transportu mRNA v dendrite teh celic.
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PRILOGA

Vrednosti Pearsonovih korelacijskih koeficientov (PK)

CAL1 hipokampus nl n2 n3 n skupaj
1 -0,35 -0,169 | -0,378
2 -0,310 | -0,087 | -0,306
3 -0,348 | 0,068 | -0,299
4 -0,337 | 0,046 | -0,285
5 -0,243 | 0,017 | -0,266
6 -0,252 | -0,231 | -0,308
7 -0,405 | -0,207 | -0,369
8 -0,288 | -0,024 | -0,346
9 -0,426 | -0,273 | -0,308
10 -0,405 | -0,221 | -0,323
PK -0,336 | -0,108 | -0,319 -0,254
+SD 0,031 0,061 | 0,019 0,037
CA3 hipokampus nl n2 n3 n skupaj
1 -0,30 | -0,241 | -0,375
2 -0,374 | -0,240 | -0,400
3 -0,408 | -0,254 | -0,359
4 -0,301 | -0,194 | -0,342
5 -0,290 | -0,231 | -0,302
6 -0,326 | -0,317 | -0,352
7 -0,393 | -0,328 | -0,296
8 -0,351 | -0,210 | -0,268
9 -0,374 | -0,142 | -0,270
10 -0,379 | -0,237 | -0,235
PK -0,351 | -0,239 | 0,320 -0,090
+SD 0,023 0,026 | 0,027 0,025




DG hipokampus nl

1 -0,058

2 -0,216

3 -0,071

4 -0,084

5 -0,239

6 -0,022

7 -0,187

8 -0,222

9 -0,229

10 -0,193

PK -0,152

+SD 0,042

Skorja
velikih nl n2 n3 n skupaj
mozganov
1 -0,155 | -0,061 | -0,079
2 -0,193 | 0,063 | -0,089
3 0,114 0,035 | -0,153
4 0,182 | -0,033 | -0,092
5 -0,127 | 0,022 | -0,079
6 -0,185 | 0,046 | -0,033
7 -0,185 | 0,003 | -0,062
8 -0,307 | -0,040 | -0,028
9 -0,156 | -0,062 | -0,038
10 -0,158 | 0,052 | 0,023
PK -0,117 | 0,003 | -0,063 -0,059
+SD 0,070 0,025 | 0,023 0,039




Striatum nl n2 n3 n skupaj
1 0,340 | 0,196 |-0,176
2 -0,042 | 0,098 |-0,175
3 -0,121 | 0,030 | -0,094
4 0,136 | 0,137 |-0,152
5 -0,076 | 0,039 |-0,165
6 0,125 | 0,180 |-0,153
- 0,205 | 0,089 |-0,114
8 0,142 | 0,047 |-0,099
9 0,275 | 0,270 | 0,025
10 0,253 | 0,077 |-0,142
PK 0,124 | 0,116 |-0,125[ -0,039
+SD 0,081 | 0,039 | 0,030 0,050
Sr]I1<§|riJha Gragllcj)}arni Purlfion;?a?evih Molilf(gjlarni
mozZganov celic
1 0,201 0,682 0,078
2 0,249 0,471 -0,021
3 0,208 0,617 0,119
4 0,146 0,56 0,189
5 0,137 0,559 0,119
6 0,059 0,573 0,044
7 0,196 0,584 -0,092
8 0,126 0,682 0,072
9 0,116 0,466 0,137
10 0,121 0,286 0,014
PK 0,156 0,548 0,066
+ SD 0,028 0,059 0,042
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