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ISPITIVANJE ULOGE MOLEKULA VANCELIJSKOG MATRIKSA
TENASCINA-C U REGULACIII STRUKTURNE | FUNKCIONALNE
PLASTICNOSTI MALOG MOZGA I OBLIKOVANJU PONASANJA MISA
NAKON IZLAGANJA USLOVIMA OBOGACENE SREDINE

REZIME

Tenascin-C (TnC) je glikoprotein prisutan u vanéelijskom matriksu (VCM)
razlicitih tkiva ki¢menjaka tokom razvica, gde je ukljucen u regulaciju ¢elijskog rasta,
migracije 1 adhezije preko aktivacije razli¢itih unutarcelijskih signalnih puteva.
Ekspresija TnC je znacajno smanjenja u adultnom organizmu, medutim ostaje prisutna
samo u odredenim perifernim tkivima, kao i u delovima centralnog nervnog sistema koji
zadrzavaju visok nivo plasti¢nosti, kao $to je mali mozak, gde je uocena njegova uloga
u modulaciji sinaptickih funkcija. Obogacena sredina (OS) oblikuje mnoge aspekte
ponasSanja i1 stoga moze da posluzi kao pristup za proucavanje neuronalne plasticnosti u
adultnom organizmu. lzlaganje OS dovodi do brojnih promena na molekularnom i

¢elijskom nivou u razli¢itim regionima mozga ukljucujuci mali mozak.

Cilj ove studije je bio da se ispita uloga TnC u modulaciji strukturne plasti¢nosti
malog mozga indukovane OS pra¢enjem distribucije perineuronalnih mreza (PNM),
promene u veli€ini 1 gustini ekscitatornih i inhibitornih presinaptic¢kih zavrSetaka, kao i
aktivnosti glavnih enzima koji vrie razgradnju VCM, MMP-2 i MMP-9. Takode, ova
studija je imala za cilj da ispita kako nedostatak TnC interaguje sa spoljaSnjom
sredinom u oblikovanju razli¢itih domena ponaSanja povezanih sa funkcijom malog
mozga. U te svrhe, miSevi sa nedostatkom TnC (TnC-/-) ili MMP-9 (MMP-9-/-) i
odgovaraju¢i kontrolni miSevi starosti 3 nedelje su izlagani standardnim uslovima

gajenja (SS) ili OS 4 ili 8 nedelja.

Ova studija je pokazala da izlaganje OS u toku 8 nedelja dovodi do smanjenja
intenziteta bojenja na PNM, kao i smanjenja u veli¢ini GABAergickih i povecanja broja
1 veli¢ine glutamatergickih sinapti¢kih zavrSetaka u kontrolnim misevima. Nasuprot
tome, TnC-/- miSevi su pokazali smanjen intenzitet bojenja na PNM u poredenju sa
kontrolnim zivotinjama gajenim u SS, dok njihovo izlaganje OS nije dovelo da

smanjenja, ve¢ do blagog povecanja intenziteta PNM. Pored toga, OS nije uticala na



gustinu dva tipa sinaptickih zavrSetaka kod TnC-/- miSeva, dok je veli¢ina inhibitornih,
ali ne 1 ekscitatornih, sinaptickih zavrSetaka bila povecana. Takode, merenjem
aktivnosti MMP-9, kao i pracenjem njene kolokalizacije sa PNM i presinaptickim
markerima, pokazano je da MMP-9, ali ne i MMP-2, uti¢e na remodelovanje PNM i
sinapticku plasti¢nost u malom mozgu u vremenskom periodu izmedu 4. i1 8. nedelje
izlaganja OS. Ovi nalazi su dodatno potvrdeni rezultatima dobijenim na MMP-9-/-
misevima.

Za procenu ponasajnog fenotipa TnC-/- miSeva koriS¢ena je baterija testova
nakon izlaganja ovih Zivotinja SS i OS u trajanju od 8 nedelja. Ova studija pokazuje da
TnC-/- miSevi gajeni u SS ispoljavaju spontanu noc¢nu hiperaktivnost, kao i slabu
senzomotornu koordinaciju i sporo plivanje u Morisovom vodenom lavirintu. Medutim,
izlaganje ovih zivotinja OS je dovelo do ukidanja hiperlokomocije, brze habituacije
ovih zivotinja na novu sredinu, poboljSanja snage prednjih ekstremiteta 1 delimi¢nog
poboljSanja koordinacije pokreta, dok je sposobnost plivanja ostala poremecena. S
druge strane, nedostatak TnC je umanjio pozitivne efekte OS na sposobnost ucenja i

pamcenja, kao i anksioliticke efekte OS na smanjivanje nivoa akrofobije.

Ova studija pokazuje da je TnC ukljucen u regulaciju procesa strukturne
plasti¢nosti u malom mozgu, kao i da su interakcije izmedu TnC i MMP-9 neophodne
za odigravanje ovih procesa. Takode, ova studija proSiruje postojee znanje o
ponasajnom fenotipu TnC-/- miSeva i otkriva da efekat geneticke osnove na ponasajne

odgovore moze biti izmenjen izlaganjem Zivotinja stimulativnoj sredini.

Kljuéne reci: Tenascin-C, matriksna metaloproteinaza-2 i -9, mali mozak, obogacena
sredina, perineuronalna mreza, strukturna plasti¢nost, ponasanje
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INVESTIGATION OF THE ROLE OF THE EXTRACELLULAR MATRIX
MOLECULE TENASCIN-C IN THE REGULATION OF STRUCTURAL AND
FUNCTIONAL PLASTICITY OF THE CEREBELLUM AND IN SHAPING OF
THE BEHAVIOR OF MOUSE AFTER EXPOSURE TO ENRICHED
ENVIRONMENT CONDITIONS

ABSTRACT

Tenascin-C (TnC) is a glycoprotein present in the extracellular matrix (ECM)
of a variety of vertebrate tissues during development, where it plays multiple roles in
cell growth, migration and adhesion by activating diverse intracellular signaling
pathways. Expression of TnC is markedly downregulated in the adulthood, persisting in
a few peripheral structures and in central nervous system areas known to retain high
degree of plasticity, such as the cerebellum, where it is involved in the modulation of
synaptic functions. Enriched environment (EE) shapes many aspects of behavior and
may, therefore, serve as a paradigm to study neuronal plasticity in the adult. Exposure to
EE leads to numerous changes at the molecular and cellular levels, which target various
brain regions including the cerebellum.

The aim of present study was to examine the role of TnC in the modulation of
cerebellar structural plasticity induced by the exposure to EE by following the
appearance of perineuronal nets (PNN), changes in size and density of excitatory and
inhibitory synaptic terminals, and the activity of major ECM degrading enzymes, MMP-
2 and MMP-9. Furthermore, the present study aimed to examine how TnC deficiency
interacts with the environment in shaping different behavioral domains associated with
the cerebellum. To this end, 3-week-old mice lacking TnC (TnC-/-) or MMP-9 (MMP-
9-/-) and corresponding wild-type mice were exposed to standard conditions (SC) or an
enriched environment (EE) for 4 or 8 weeks.

The present study shows that 8 weeks of exposure to EE leads to reduced
staining of PNN, reduction in the size of GABAergic and increase in the number and
size of glutamatergic synaptic terminals in wild-type mice. Conversely, TnC-/- mice
showed reduced staining of PNNs compared to wild-type mice maintained under
standard conditions, while exposure to EE did not further reduce, but even slightly

increased PNN staining. EE did not affect the densities of the two types of synaptic



terminals in TnC-/- mice, while the size of inhibitory, but not of excitatory synaptic
terminals was increased. In the time frame of 4-8 weeks, MMP-9, but not MMP-2, was
observed to influence PNN remodeling and cerebellar synaptic plasticity as revealed by
measurement of MMP-9 activity and colocalization with PNNs and synaptic markers.
These findings were supported by observations on MMP-9-/- mice.

To asses the behavioral phenotype of TnC-/- mice a comprehensive battery of
tests was used after post-weaning housing animals in SC or EE for 8 weeks. The present
study shows that when housed in SC, TnC-/- mice exhibited spontaneous nocturnal
hyperactivity, as well as poor sensorimotor coordination and low swimming velocity in
the Morris water maze. However, housing of TnC-/- mice in EE abolished
hyperlocomotion, led to faster habituation to novel environment, strengthened the grasp
of fore limbs and partially improved movement coordination, while the swimming
ability remained deficient. Conversely, TnC deficiency attenuated both the beneficial
effects of EE on learning/memory capacity and the anxiolytic effect of EE in reducing
the level of acrophobia.

The present study shows that TnC contributes to the regulation of structural
plasticity in the cerebellum and that interactions between TnC and MMP-9 are
important for these processes to occur. Furthermore, this study expands the existing
knowledge about the phenotype associated with TnC deficiency, and reveals that the
effect of genetic background on the behavioral response could be altered by housing in a

stimulating environment.

Key words: Tenascin-C, matrix metalloproteinase-2 and -9, cerebellum, enriched
environment, perineuronal net, structural plasticity, behavior

Scientific filed: Neuroscience

Narrower scientific field: Neurophysiology and Biophysics
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1. UVOD

1.1 Vancelijski matriks mozga

Vanéelijski matriks (VCM) predstavlja kompleksnu mrezu molekula koji
obezbeduju strukturnu i biohemijsku potporu okolnim ¢elijama. Pored toga sto molekuli
VCM interaguju medusobno, oni mogu aktivirati mnoge signalne puteve preko razli¢itih
membranskih receptora i tako ucestvovati u koordinaciji ¢elijskih funkcija kao $to su
proliferacija, diferencijacija, migracija 1 prezivljavanje. Takode, danas se zna da
molekuli VCM centralnog nervnog sistema (CNS) uéestvuju u formiranju i eliminaciji
sinapsi, kao i u modulaciji sinapticke funkcije tako $to aktiviraju razliite receptore i
jonske kanale koji se nalaze na presinapsi i postsinapsi. Stoga, VCM mozga se smatra,
zajedno sa astrocitima, presinapsom i postsinapsom, sastavnim delom tzv. tetrapartitnih
sinapsi (Dityatev i Rusakov, 2011).

Sastav VCM zavisi od vrste tkiva i moZe se zna¢ajno menjati tokom razvi¢a. Za
razliku od perifernih vezivnih tkiva &iji je VCM bogat kolagenom, VCM u CNS je
uglavnom izgraden od glikozaminoglikana, proteoglikana i glikoproteina, dok su
fibrozni proteini kao $to su kolagen i elastin skoro u potpunosti odsutni (Slika 1) (Asher
etal., 1991).

Glikozaminoglikani (GAG) predstavljaju grupu dugackih i nerazgranatih
polisaharida koji se sastoje od niza disaharidnih jedinica. Ovi molekuli su vrlo
zastupljeni u CNS, a na osnovu njihovog disaharidnog sastava napravljena je sledeca
klasifikacija: hondroitin sulfat, heparan sulfat, keratan sulfat, dermatan sulfat i
hijaluronan. Hijaluronan je jedini ¢lan koji nema sulfatnu grupu, ne vezuje protein i
izgraden je od identi¢nih disaharidnih jedinica (Toole, 2001). Pored toga, hijaluronan
predstavlja okosnicu VCM i jednu od kljuénih komponenti perineuronalnih mreza
(videti poglavlje 1.3).

Proteoglikani su izgadeni od proteinskog jezgra za koje je kovalentnim vezama
vezan GAG. U zavisnosti od toga koji GAG vezuju, razlikuju se slede¢e podklase
proteoglikana: hondroitin sulfat proteoglikani, heparan sulfat proteoglikani, keratan

sulfat proteoglikani i dermatan sulfat proteoglikani. Hondroitin sulfat proteoglikani



(eng. chondroitin sulfate proteoglycans, CSPG) su najzastupljeniji proteoglikani u CNS.
CSPG imaju vaznu ulogu u razli¢itim procesima u toku razvi¢a, zatim u regeneraciji
tkiva 1 sinapti¢koj plasti¢nosti (Kwok et al., 2012). Kao najpoznatija familija CSPG
izdvaja se familija lektikana gde spadaju neurokan, agrekan, brevikan i verzikan
(Yamaguchi, 2000). Ovi molekuli su uklju¢eni u migraciju ¢elija, usmeravanje rasta
aksona i Celijsku adheziju (Dityatev et al., 2010). Pored toga, kako je njihovo prisustvo
uoceno u perineuronalnim mrezama (videti poglavlje 1.3), otkrivena je i njihova uloga u
formiranju i sazrevanju sinapsi, odnosno u kontroli sinapticke plasticnosti (Rhodes i
Fawcett, 2004). S obzirom na to da je vec¢ina CSPG izrazito negativno naelektrisana,
uglavnom pokazuju inhibitorna svojstva u svojoj sredini, Sto se ogleda u spre¢avanju

izrastanja neurita i sinaptogeneze (Friedlander et al., 1994; Pyka et al., 2011).
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Slika 1. Sematski prikaz glavnih komponenti vancelijskog matriksa u centralnom nervnom
sistemu i njihovih medusobnih interakcija. Modifikovano iz Volpato et al., 2013.

Glikoproteini su proteini koji sadrze oligosaharidne lance (glikane) kovalentno
vezane za bocCne polipeptidne lance. Nastaju procesom glikozilacije, jednim od
najzastupljenijih oblika modifikacije proteina nakon sinteze. Novije studije ukazuju da
glikani glikoproteina koji su izlu¢eni u VCM mogu uticati na mnoga svojstva proteina,
kao Sto su rastvorljivost, stabilnost, osetljivost na degradaciju ili polarnost, dok su
glikani na glikoproteinima koji se nalaze na povrSini Celija ukljuceni prvenstveno u
kontrolu komunikacije izmedu ¢elija (Sato i Endo, 2010). U ovu grupu molekula VCM

spadaju laminin, fibronektin i tenascini.



1.2 Tenascin-C

Tenascini  izgraduju VCM mnogih tkiva (Jones i Jones, 2000;
Chiquet-Ehrismann i Chiquet, 2003). Ova familija je evolutivno visoko konzervirana u
okviru filuma Chordata. Kod ki¢menjaka se sastoji od cetiri ¢lana: tenascina-C,
tenascina-X, tenascina-R i tenascina-W (Tucker et al., 2006). Prvi ¢lan ove familije,
tenascin-C (TnC) je otkriven pre vise od 30 godina nezavisno od strane nekoliko grupa
koje su istovremeno ispitivale razli¢ite bioloske aspekte (Bourdon et al., 1983; Chiquet i
Fambrough, 1984; Erickson i Inglesias, 1984; Grumet et al., 1985; Kruse et al., 1985;
Rettig et al., 1989). Razli¢iti autori su predlagali razli¢ita imena, kao §to su
glijalni/mezenhimalni  protein  vancelijskog matriksa, miSi¢notetivni  antigen,
heksabrahion, citotaktin, J1220/200, tenascin i neuronektin. Medutim, ime tenascin koje su
predlozili Chiquet-Ehrismann i saradnici je na kraju prihva¢eno (Chiquet-Ehrismann et
al., 1986). Danas je poznato da TnC ima vaznu morforegulatornu ulogu u toku razvica i
tkivnom remodelovanju. Takode, moze biti ukljucen u regulaciju adhezivnih 1 signalnih
svojstava neuralnih i ne-neuralnih ¢elija u razli¢itim bolestima (sumirano u Jones i
Jones, 2000).

1.2.1 Struktura tenascina-C

TnC je heksamerni protein od oko 1800 kDa. Izgraden je od Sest monomera koji
su povezani disulfidnim vezama, pri ¢emu razli¢iti delovi monomera predstavljaju
razli¢ite funkcionalne domene molekula (Erickson i Inglesias, 1984). Sest polipeptidnih
lanaca je povezano na svojim amino krajevima pomocu tenascinskog povezujuceg
domena (Slika 2). Tanji, proksimalni delovi monomera se sastoje od linearnog niza
ponovaka koji nalikuju epidermalnom faktoru rasta (EGF-L ponovci), dok se deblji,
distalni delovi monomera sastoje od dva tipa ponovaka fibronektina tipa 11 (FN [11
ponovci), stalnih i onih koji podlezu alternativnom iskrajanju. Na C-terminalnom kraju
monomera nalazi se globularni domen koji podseca na karboksilne krajeve 3 i y lanaca

fibrinogena, zbog Cega je ovaj domen i oznacen kao fibrinogenska globula.
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Slika 2. Struktura molekula TnC. a) Sematski prikaz monomera TnC na kome se mogu videti
Cetiri funkcionalna domena: 1) tenascinski povezujuc¢i domen (TA domen, narandZasto) koji je
odgovoran za povezivanje monomernih subjedinica, 2) linearni niz od 14,5 ponovaka nalik
epidermalnom faktoru rasta (EGF-L ponovci, plavo) za koje se pretpostavlja da sprecavaju
adheziju fibroblasta, neurona, glijalnih celija, kao i da su ukljuceni u neuronalnu migraciju i
usmeravanje rasta aksona tokom razviéa, 3) stalni fibronektin III ponovei (FN Il ponovci,
zeleno) i ponovci fibronektina III koji podlezu alternativnom iskrajanju (FN I1I ponovci,
crveno), 4) fibrinogenska globula (zuto) koja ima ulogu u ostvarivanju interakcije sa drugim
molekulima VCM i membranskim proteinima, kao §to su kolagenska vlakna, integrini, heparan,
fosfakan i mnogi drugi. b) Sematski prikaz heksamernog proteina TnC. c) Elektronska
mikrografija TnC. Modifikovano iz Sekeljic i Andjus, 2012.

Opsta organizacija domena TnC monomera je visoko konzervirana kod
kiémenjaka, mada male razlike u broju EGF-L i FN Ill ponovaka ipak postoje kod
razli¢itih vrsta ki¢menjaka (Tucker et al., 2006; Chiquet-Ehrismann i Tucker, 2011).
Pored toga, usled alternativnog iskrajanja prekursorske informacione RNK koja kodira
za FN III ponovke, TnC se moze u jednoj vrsti javiti u vidu vise izoformi (Joester i
Faissner, 1999). Sklapanje monomera TnC u finalnu heksamernu stkukturu, poznatu jo$
i kao heksabrahion (Slika 2), predstavlja proces koji se odvija u dva koraka. Najpre
dolazi do formiranja trimera, a zatim i do povezivanja dva trimera u heksamer. U okviru
jednog heksamera se najcesce sre¢e samo jedan tip monomera. Medutim, kod pojedinih

vrsta uoceni su i heterotipski heksameri (Kammerer et al., 1998).



1.2.2 Ekspresija tenascina-C, ¢elijski izvori i receptori

Ekspresija TnC je visoko regulisan proces kako tokom razvica, tako i kod
adultnih organizama (Tucker i Chiquet-Ehrismann, 2009). Vremenski obrazac
ekspresije se poklapa sa periodima stvaranja i migracije razliCitih tipova Ccelija,
uspostavljanjem sinapti¢kih veza, mijelinizacijom, brzim funkcionalnim sazrevanjem
tkiva, kao 1 strukturnom plasticnos¢u kod adulta. TnC se prvi put uocava u toku
gastrulacije, dok je u kasnijim fazama razvi¢a njegovo prisustvo ograni¢eno samo na
rostralnu polovinu somita u kojoj se odvija ulazak ¢elija poreklom iz neuralne kreste
(Crossin et al., 1986; Tan et al., 1987). Tokom daljeg razvi¢a, TnC je izrazito zastupljen
u CNS i u perifernom tkivu, gde se uocava u toku morfogeneze skeletnog sistema,
vezivnog tkiva i krvnih sudova (Chiquet i Fambrough, 1984). Medutim, njegova
ekspresija znacajno opada sa sazrevanjem organizama tako da je kod adulta detektovan
samo u nekoliko perifernih struktura koje su izloZene izrazitom istezanju, kao $to su
tetive, kosti, hrskavica ili glatki misi¢i koji izgraduju zidove arterija (Kannus et al.,
1998; Chiquet-Ehrismann i Tucker, 2004). Takode, TnC ostaje prisutan i u nekoliko
regiona CNS koji poseduju visok stepen plasti¢nosti, kao §to su mali mozak i regioni u
kojima se odvija aktivna neurogeneza, kao $to su hipokampus, subventrikularna zona i
rostralni migratorni put koji koriste prekursori olfaktornih neurona na putu do
olfaktornog bulbusa (Bartsch et al., 1992; Gates et al., 1995; Ferhat et al., 1996).
Takode, pokazano je da se ekspresija TnC moZe indukovati na mestima
neovaskularizacje i kardiovaskularnih bolesti (Golledge et al., 2011), zatim nakon
povrede ili mehanickog stresa (Chiquet-Ehrismann, 2004) i tokom razli¢itih patoloskih
stanja, kao $to su infekcije, upale ili tumorogeneza (Chiquet-Ehrismann i Chiquet, 2003;
Orend i Chiguet-Ehrismann, 2006; Jakovcevski et al., 2013).

Razli¢iti tipovi Celija sintetiSu TnC u toku embriogeneze, $to ukazuje na vaznu
ulogu ovog molekula u ranom razvic¢u (sumirano u Jones i Jones, 2000). S druge strane,
ekspresija TnC u toku razviéa CNS je ograni¢ena samo na glijalne celije. TnC je
izrazito prisutan u vlaknima radijalne ili Bergmanove glije u toku migracije neurona ka
kori velikog i malog mozga (Crossin et al., 1986; Yuasa, 1996), dok se u perifernom

nervnom sistemu, TnC eksprimira u Svanovim ¢elijama u toku procesa mijelinizacije. U



adulthom mozgu, astrociti predstavljaju glavni ¢elijski izvor TnC (Meiners et al., 1993;
Mahler et al., 1996).

TnC ostvaruje svoje funkcije uglavnom preko direktne interakcije sa razlicitim
receptorima na povrsini Celije, ukljucujuc¢i ¢lanove integrinske familije heterodimera,
zatim celijske adhezione molekule iz imunoglobulinske superfamilije, aneksin II 1
transmembranski hondroitin sulfat proteoglikan, odnosno receptor protein tirozin
fosfataze nazvan fosfakan ili RPTPZ/B (Prieto et al., 1992; Barnea et al., 1994; Chung i
Erickson, 1994; Chung et al., 1996; Milev et al., 1997). Pored toga, TnC moze delovati
indirektno tako $to interaguje sa drugim proteinima VCM, ukljuéujuéi fibronektin,
agrekan, verzikan, brevikan i neurokan (Grumet et al., 1994; Milev et al., 1997; Rauch
et al.,, 1997; Day et al., 2004). Takode, pokazano je da TnC mozZe interagovati sa
razli¢itim proteolitickim enzimima koji se nalaze u VCM, kao $to su serin proteaze i

matriksne metaloproteinaze (Imai et al., 1994; Siri et al., 1995; Gundersen et al., 1997).

1.2.3 Uloga tenascina-C u neuronalnoj plasti¢nosti

Neuronalna plasti¢nost se odnosi na mehanizme koji omogucavaju neuronu da
izmeni svoje osobine i/ili veze sa drugim neuronima kako bi prilagodio svoje odgovore
razli¢itim zahtevima spoljaSnje sredine. Danas je poznato da nervno tkivo podleze
promenama na strukturnom i funkcionalnom nivou ne samo u toku razvica, ve¢ i u
adultnom stupnju. Promene u morfologiji, organizaciji i broju sinapsi mogu biti
indukovane u toku ucenja 1 procesa sazrevanja, ali isto tako se mogu javiti i nakon
povrede, stresa ili gajenja Zivotinja u obogaéenoj sredini (Lamprecht i LeDoux, 2004).

Dok je uloga TnC u formiranju niSe stem ¢elija, zatim u regulaciji proliferacije i
migracije progenitorskih celija, izrastanju neurita i usmeravanju celija do finale
destinacije uveliko poznata (Garcion et al., 2001; Garcion et al., 2004), njegov uticaj na
neuronalnu plastiCnost 1 sinapticku funkciju postaje sve vise predmet mnogih
istrazivanja. Uloga TnC u regulaciji sinapti¢ke plasticnosti je prvi put prepoznata kada
je uoceno da hemijska i elektri¢na stimulacija dovode do ushodne regulacije ekspresije
TnC u hipokampusu pacova (Nakic et al., 1996; Nakic et al., 1998). Studije na TnC-/-
misSevima su pokazale da ovi miSevi imaju oslabljenu formu sinapticke plasti¢nosti koja

se odvija posredstvom voltazno-zavisnih kanala za Ca?* L tipa (LVDCC). Naime, kod



njih je pokazana smanjena dugotrajna potencijacija, kao i potpun izostanak dugotrajne
depresije u CAL regionu hipokampusa (Evers et al., 2002). Ta¢an mehanizam regulacije
sinapticke plasti¢nosti posredstvom TnC nije jo$ uvek poznat, ali se pretpostavlja da
TnC indirektno kontroliSe aktivnost LVDCC kanala tako $to interaguje sa celijskim
receptorima integrinima, za koje se zna da su ukljuceni u regulaciju otvorenosti ovih
kanala (Gall et al., 2003). Medutim, s obzirom na to da je poznato da TnC interaguje sa
voltazno-zavisnim kanalima za natrijum (Srinivasan et al., 1998) ¢ija je je o subjedinica
strukturno vrlo sli¢na a subjedinici LVDCC kanala (Anderson i Greenberg, 2001), moze
se pretpostaviti da bi TnC mogao biti i direktno uklju¢en u regulaciju ovih kanala. S
druge strane, studija Strekalova et al. je pokazala da je TnC ukljuCen u stvaranje
kontekstualne memorije koje se odvija u hipokampusu, a FN Il ponovci 6-8 su
identifikovani kao domen TnC koji posreduje u ucenju i sinaptickoj plasti¢nosti
(Strekalova et al., 2002).

Pokazana je i vazna uloga TnC u razviéu i funkcionisanju CAl regiona
hipokampusa (Gurevicius et al., 2009). Detaljna morfoloska analiza ovog regiona je
otkrila da slojevi koji su oznaceni kao stratum radiatum, stratum lacunosum moleculare
i stratum oriens imaju smanjen volumen kod TnC-/- miSeva. Pored toga, uocen je i
smanjen broj somatostatin-pozitivnih interneurona. Pored strukturnih promena, uo¢ena
je i izmenjena spontana aktivnost neurona koji se nalaze u CA1 regionu za koju se
pretpostavlja da nastaje kao posledica promena na strukturnom nivou. Stoga, ovi nalazi
ukazuju na znacajnu ulogu TnC u strukturnoj organizaciji CAl regiona hipokampusa i
oblikovanju neuronalne aktivnosti.

Irinchev i saradnici su otkrili da adultni TnC-/- misevi imaju izmenjen Celijski
sastav i u somatosenzornom i motornom delu kore velikog mozga, ukazujuci na znacaj
TnC za normalan razvoj i funkcionisanje ovih regiona CNS (Irintchev et al., 2005).
Naime, u ovim regionima su pronadeni astroglioza i uveéan broj neurona. S druge
strane, ovi miSevi su imali smanjenu gustinu parvalbumin-pozitivnih interneurona,
smanjen broj oligodendrocita u odnosu na broj neurona, kao i smanjen broj inhibitornih
neurona u odnosu na ekscitatorne. Pored toga, primecene su i strukturne aberacije
kortikalnih piramidalnih neurona, kao Sto su neprirodna morfologija dendrita i

izmenjena distribucija dendritskih trnova na dendritskim stablima.



Uloga TnC u neuronalnoj plasti¢nosti je takode proucavana i u malom mozgu
(Andjus et al., 2005). Naime, primenom dva uzastopna elektricna impulsa na puzajuéa
ili paralelna vlakna u kori malog mozga, ispitana su dva oblika kratkotrajne plasti¢nosti
Purkinje neurona, neuronalna facilitacija i neuronalna depresija. Pokazano je da je
neuronalna deprisija manje izrazena kod TnC-/- miSeva u poredenju sa kontrolnim
zivotinjama. S druge strane, prilikom ispitivanja neuronalne facilitacije, uoceno je da
pojedini Purkinje neuroni pokazuju veée nivoe facilitacije, dok neki drugi pokazuju
depresiju. Rezultati ove studije su ukazali da nedostatak TnC uti¢e na oslobadanje

glutamata iz puzajucih i paralelnih vlakana na Purkinje neurone.

1.2.4 Ponasanje TnC-/- miSeva

Funkcionalni doprinos TnC u ponaSanju ispitan je na dva mi§ja TnC-/- mutanta
koja su nezavisno napravljena u dve razli¢ite laboratorije (Saga et al., 1992; Evers et al.,
2002). lako je poznato da TnC ima vazne uloge tokom embriogeneze i organogeneze,
zanimljivo je da nijedna grupa autora nije uocila izrazene deficite tokom razvica miSeva
sa nedostatkom ovog molekula. Medutim, ubrzo je kod mutanta opisanom od strane
Saga i saradnika otkriveno prisustvo brojnih poremecéaja u ponasanju, ukljucujuci
hiperlokomociju, pojacanu istrazivacku aktivnost, narusenu motornu koordinaciju,
oslabljenu sposobnost plivanja, izmenjen cirkadijalni ritam i smanjenu kogniciju
(Fukamauchi et al., 1996; Fukamauchi et al., 1997a; Fukamauchi et al., 1998; Kiernan
et al., 1999; Mackie i Tucker, 1999). Ipak, postojala je sumnja da ovi miSevi
eksprimiraju izmenjene fragmente TnC molekula Sto u izvesnoj meri utie na
interpretaciju rezultata (Mitrovic i Schachner, 1995). lako je sumnja vrlo brzo
otklonjena (Settles et al., 1997), Evers i saradnici su napravili novog konstitutivnog
TnC-/- mutanta (Evers et al., 2002), ¢ije je ponaSanje detaljno opisano u radu Morellini i
Schachner (2006). Ustanovljeno je da ovaj mutant ispoljava smanjenu anksioznost,
povecanu aktivnost u novoj sredini, odloZenu resinhronizaciju cirkadijalne aktivnosti i
smanjenu miSi¢nu snagu. S druge strane, znaajnije promene u koordinaciji i

kognitivnoj sposobosti kod ovog mutanta nisu zabeleZene.



1.3 Perineuronalne mreze

Perineuronalne mreze (PNM) predstavljaju specijalizovanu formu VCM koju je
prvi uocio i opisao jo§ Camillo Golgi zajedno sa svojim saradnicima (Slika 3; Golgi et
al. 1893). PNM su zapravo agregati razli¢itih molekula VCM koji obmotavaju éelijsko
telo i proksimalne delove dendrita razli¢itih populacija neurona u kori velikog mozga,
hipokampusu, talamusu, mozdanom stablu, malom mozgu i ki¢cmenoj mozdini (Carulli

et al., 2007; Galtrey et al., 2008; Yamada i Jinno, 2013; Horii-Hayashi et al., 2015).

Slika 3. Prvi crtezi perineuronalnih mreza iz 19. veka. A) Neuron iz anteriornog roga ki¢mene
mozdine (ARKM) macke sa uveéanim detaljima pod a) i b), B) Dve ¢elije iz kore velikog
mozga adultne macke, C) Dve nervne éelije iz ARKM psa, D) Celija u ARKM embriona teleta
sa difuznom mrezom, E) Celija kore velikog mozga adultnog psa, F) Izmenjena perineuronalna
mreza oko éelije kore velikog mozga ¢oveka sa demencijom, G) Celija iz produZene mozdine
gustera Lacerta muralis. Modifikovano iz Celio et al., 1998.



Ove strukture se uglavnom formiraju oko inhibitornih parvalbumin-pozitivnih
interneurona, mada se mogu uociti i oko ekscitatornih neurona, kao §to su na primer,
piramidalni neuroni kore velikog mozga (Wegner et al., 2003; Alpar et al., 2006).
Razli¢iti molekuli VCM ulaze u sastav PNM. Medutim, sastav ovih struktura dosta
varira u zavisnosti od regiona, kao i od stadijuma razvi¢a. S obzirom na to da se PNM
uocavaju samo u zrelom mozgu, dok se vrlo retko mogu sresti u ranim stadijumima
razvi¢a kada je mozak podlozan plasti¢nim promenama, ove strukture privlace ogromnu
paznju mnogih istrazivaca. Sve je viSe podataka koji ukazuju da je formiranje PNM
zapravo preduslov za odrzavanje 1 stabilnost sinaptickih veza, a samim tim i1 za
skladiStenje informacija u adultnom mozgu. S druge strane, njihova razgradnja moze
ponovo pokrenuti plasticne promene u CNS i tako omoguciti uspostavljanje novih
neuronalnih veza i stvaranje novih sinapsi (Dityatev i Schachner, 2003; Dityatev et al.,
2010; Wang i Fawcett, 2012).

1.3.1 Sastav perineuronalnih mreZa u malom mozgu

Molekulski sastav, celijsko poreklo odredenih komponenti, kao i vremenski
obrazac formiranja PNM je detaljno proucen u malom mozgu pacova (Carulli et al.,
2006; Deepa et al., 2006; Carulli et al., 2007). Naime, pokazano je da se PNM nalaze
uglavnom oko tzv. velikih ekcitatornih neurona dubokih jedara i da u njihov sastav
ulaze CSPG (agrekan, neurokan, verzikan, brevikan i fosfakan), tenascin-R, hijaluronan
i vezujuci proteini, Bral2 i Crtll (Carulli et al., 2006). Nedavno je otkriveno da je i
molekul koji je ukljucen u usmeravanje rasta aksona, semaforin 3A (Sema3A) takode
prisutan u PNM malog mozga, kao i da poseduje visoki afinitet za vezivanje CSPG
(Carulli et al., 2013). Dok je za tenascin-R nedvosmisleno pokazano da ulazi u sastav
PNM (Bruckner et al., 2000; Haunso et al., 2000; Morawski et al., 2014), za TnC ne
postoje jasni dokazi u literaturi. Medutim, postoje podaci koji ukazuju da TnC
interaguje sa razli¢itim CSPG koji ulaze u sastav PNM (Grumet et al., 1994; Rauch et
al., 1997; Day et al., 2004).

Koriste¢i biljni lektin Wisteria floribunda aglutinin (WFA), najc¢esée koriscen
marker za detekciju PNM, Carulli i saradnici su uocili da se mreZaste strukture u

dubokim jedrima malog mozga javljaju tek 7. postnatalnog dana (P7). Postepeni porast
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intenziteta bojenja zabeleZen je u toku daljeg postnatalnog razvi¢a (P14 i P21), dok su
najizrazenije mreze detektovane u adultnom pacovu starosti 3 meseca (Carulli et al.,
2007). Takode, vazno je napomenuti da je uporedo sa formiranjem PNM zabeleZena i
pojacana sinteza agrekana, hijaluronana i Crtll, Sto ukazuje da bi ovi molekuli mogli
biti klju¢ni za formiranje PNM 1 odrzavanje njihove stabilnosti.

Prilikom ispitivanja ¢elijskih izvora pojedina¢nih komponenti PNM u dubokim
jedrima malog mozga, pokazano je da pored neurona koji su obavijeni PNM i glijalne
¢elije mogu ucestvovati u njihovoj sintezi. Naime, neuroni i glija sintetiSu CSPG i
tenascin-R, dok su isklju¢ivo neuroni odgovorni za sintezu hijaluronana, Crtll i Bral2
molekula (Carulli et al., 2006). Interesantno, za sintezu Sema3A su odgovorni Purkinje
neuroni u kori malog mozga. Takode, ustanovljeno je da je intenzitet bojenja Sema3A u
dubokim jedrima u direktnoj korelaciji sa koli¢inom aferentnih vlakana Purkinje

neurona (Carulli et al., 2013).

1.3.2 Funkcije perineuronalnih mreza

Razli¢ite studije su pokazale da PNM mogu doprinositi nakupljanju faktora
rasta oko odredenih neurona, delovati kao puferski sistem za jone, Stititi celije od
oksidativnog stresa ili obezbedivati specificnu mikrosredinu za izrazito aktivne neurone
(Bruckner et al., 1993; Blumcke et al., 1994; Bruckner et al., 1996; Hartig et al., 1999).
Medutim, danas se ipak smatra da je njihova osnovna uloga kontrola plasti¢nosti u
CNS. Na to je ukazala ¢injenica da se vremenski obrazac formiranja PNM poklapa sa
zavrSavanjem tzv. kriticnog perioda u toku kojeg se odvijaju vazni procesi poput
sinaptogeneze, gasenja nefunkcionalnih sinapsi, mijelinizacije 1 sazrevanja nervnog
sistema (Pizzorusso et al., 2002; Balmer et al., 2009; Gogolla et al., 2009). Takode,
danas se zna da njihovo formiranje i sazrevanje zavisi od aktivnosti neurona (Lander et
al., 1998; Dityatev et al., 2007; Foscarin et al., 2011). Na primer, blokiranje akcionih
potencijala, otpuStanja neurotransmitera, kao 1 aktivnosti AMPA receptora propustljivih
za Ca?* ili LVDCC in vitro dovodi do znadajnog smanjenja broja neurona koji su
obavijeni sa PNM (Dityatev et al., 2007). Pored toga, pokazano je da gajenje pacova u

odsustvu svetlosti sprecava formiranje PNM tako $to zna€ajno smanjuje ekspresiju Crtll

molekula. Medutim, naknadno izlaganje svetlosti dovodi do uspostavljanja normalne
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sinteze Crtll molekula, $to nakon nekoliko dana dovodi do formiranja PNM (Carulli et
al., 2010).

Iako je odnos izmedu PNM i plasti¢nosti dobro ustanovljen u razliitim
regionima CNS, mehanizmi preko kojih PNM ogranicavaju plasti¢nost jo§ uvek nisu
dovoljno razjasnjeni (Wang i Fawcett, 2012). Predlozeno je nekoliko moguénosti koje
podrazumevaju da PNM deluju kao fizicke barijere za formiranje novih veza izmedu
neurona, zatim kao podloge za vezivanje drugih molekula koji sprec¢avaju plasti¢nost, ili

da deluju tako Sto ogranicavaju pokretljivosti povrSinskih receptora (Slika 4).

. HAS

Fizicka barijera za formiranje & HA

sinaptickih kontakata i e ow
Vezjuci

protein

i cspG

® TnR

Inhibitorni
® faktori

. AMPAR

Neuron sa PNM s s 7 :
Ogranicavanje pokretljivosti receptora na sinapsama

Slika 4. Tri predloZzena mehanizma delovanja PNM u toku ograni¢avanja plasti¢nosti. a) PNM
mogu da deluju kao fizic¢ka barijera za formiranje novih sinaptickih veza b) PNM mogu da
predstavljaju podlogu za vezivanje drugih molekula koji zatim spreavaju plasti¢nost ¢) PNM
mogu ograni¢avati  pokretljivost  sinaptickih  receptora. HAS - hijaluronan sintaza,
HA - hijaluronan, CSPG - hondroitin sulfat proteoglikani, TnR - tenascin-R, AMPAR - AMPA
receptor. Modifikovano iz Wang i Fawcett, 2012.
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Sprecavanje formiranja novih veza moze biti ostvareno direktno, zahvaljujuci
generalnoj sposobnosti CSPG da inhibiraju izrastanje neurita (Oohira et al., 1991; Snow
et al., 1996; McKeon et al., 1999; Niederost et al., 1999; Asher et al., 2000) ili
indirektno, pomocu receptora za koje se vezuju pojedina¢ne komponente PNM (Mikami
et al., 2009; Shen et al., 2009). Drugi predloZeni mehanizam se zasniva na nalazima koji
su dobijeni pomocu biohemijskih eseja koji su pokazali da postoji izvestan broj liganda
za CSPG koji ¢ine gradivne komponente PNM (Crespo et al., 2007). Medutim, za
vecinu od tih molekula nema dokaza u in vivo eksperimentima, izuzev za Sema3A (De
Wit et al., 2005; Williams et al., 2010). Tre¢i mehanizam, koji podrazumeva da PNM
mogu ograni¢iti sinapti¢ku plasticnost tako §to menjaju pokretljivost odredenih
receptora na povrsini ¢elija, dolazi na osnovu studije koja je pokazala da pokretljivost
AMPA receptora, a samim tim i efikasnost njihove zamene sa novosintetisanim

receptorima, moze biti smanjena prisustvom PNM (Frischknecht et al., 2009).

13



1.4 Proteoliti¢ki enzimi u vanéelijskom matriksu

VCM predstavlja izrazito dinami¢nu strukturu koja podleZe procesima
remodelovanja 1 degradacije, Sto s jedne strane dovodi do strukturne i funkcionalne
plasti¢nosti, dok s druge strane moze stabilizovati neuronalna mikrokola. Poslednje dve
decenije sakupljeno je mno$tvo dokaza koji ukazuju na vaznost proteolize VCM u
sinaptickoj plasti¢nosti (Dityatev i Schachner, 2003, 2006). Proteoliza podrazumeva
enzimsku degradaciju proteina ili peptida koja je katalizovana razli¢itim proteazama.
Proteaze su podeljene u 5 klasa: metalo-, serin, cistein, treonin i asparaginske proteaze.
Medutim, uloga serin proteaza, kao i metaloproteaza, tacnije familije matriksnih
metaloproteinaza, u sinaptickoj plasticnosti, uenju 1 pamcenju je posebno dobro
dokumentovana (Almonte i Sweatt, 2011; Wlodarczyk et al., 2011; Verslegers et al.,
2013; Tsilibary et al., 2014). Pored razgradnje VCM, vancelijske proteaze mogu
interagovati sa transmembranskim molekulima i tako funkcionisati kao signalni ligandi.
Takode, oni mogu doprinositi oslobadanju signalnih molekula iz VCM, remodelovanju
aktinskog citoskeleta, formiranju novih dendritskih filopodija i rastu postojecih
dendritskih trnova.

Serin proteaze: Najbolje okarakterisani ¢lanovi ove familije su proteaze koje
nalikuju trombinu (trombin, aktivator plazminogena u tkivu (tPA) i plazmin) i proteaze
koje nalikuju tripsinu (tripsin, neurotripsin i neuropsin). Serin proteaze se oslobadaju u
VCM u vidu neaktivnih proenzima (zimogena) i postaju aktivni tek nakon proteolize.
Ovi enzimi imaju sposobnost da degraduju razli¢ite komponente VCM ili receptore koji
se potom aktiviraju, ali isto tako mogu degradovati i druge serin proteaze (Almonte i
Sweatt, 2011; Wlodarczyk et al., 2011).

Metaloproteaze: U ovu grupu proteaza spadaju matriksne metaloproteinaze
(MMP), dezintegrin i metaloproteinaze (ADAM) i ADAM proteaze sa
trombospondinskim motivima (ADAMT).

MMP predstavljaju familiju proteina koju ¢ini preko 20 cink-zavisnih
proteolitickih enzima razvrstanih u nekoliko podklasa, ukljucujuéi zelatinaze,
kolagenaze, stromelizine, matrilizine, MMP membranskog tipa (MT-MMP) i druge
MMP koje se ne mogu svrstati ni u jednu od navedenih grupa (Nagase et al., 2006;

Fanjul-Fernandez et al., 2010). MMP degraduju matriks, ali i druge proteinaze, faktore
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rasta i Celijske adhezione molekule. Takode, one ucestvuju u fizickom remodelovanju
mikrosredine koja okruzuje ¢eliju, kao i u ¢elijskoj signalizaciji tako §to oslobadaju ili
obraduju razli¢ite ligande za ¢elijske receptore.

Ekspresija i aktivnost ovih enzima je regulisana na nivou transkripcije preko
razliCitih faktora rasta, citokina, hemokina i1 ekscitatornih neurotransmitera. Takode,
dodatni vidovi regulacije MMP enzima podrazumevaju pomeranje informacione RNK
prema dendritima i sinapsama, modifikaciju proteina nakon translacije, kao i kontrolu
njihovog oslobadanja u VCM $to se desava usled pojatane aktivnosti neurona. MMP se
uglavnom izluéuju u VCM kao neaktivni proenzimi (zimogeni), koji se ubrzo aktiviraju
nakon proteolize. Faktori koji ucestvuju u aktivciji MMP podrazumevaju kaskadu
plazminogen - plazmin i druge MMP koji prekidaju interakciju izmedu cisteina i cinka
nakon ¢ega dolazi do uklanjaja propeptidnog regiona $to rezultuje u finalnoj aktivaciji.
Jos jedan vid kontrole MMP aktivnosti se odvija pomocu tzv. tkivnih inhibitora MMP
(TIMP) koji mogu interagovati sa aktivnim formama MMP enzima (Tsilibary et al.,
2014).

1.4.1 Zelatinaze

Zelatinaze predstavljaju do danas najbolje prouéenu podfamiliju MMP. Tu
spadaju MMP-2 (Zelatinaza A, 72 kDa) koja se eksprimira u glijalnim c¢elijama i
MMP-9 (Zelatinaza B, 92 kDa) koja se prvenstveno eksprimira u neuronima (Szklarczyk
et al., 2002). Oba enzima sadrze 3 ponovka fibronektina tipa II u svom katalitickom
mestu §to omogucava vezivanje denaturisanog kolagena tipa IV 1 V, odnosno Zelatina,
zatim elastina i kolagena (Steffensen et al., 1995). Pro-MMP-2 je konstitutivno
eksprimirana i uglavnom se aktivira nakon vezivanja za TIMP-2/MT1-MMP kompleks
na ¢elijskoj povrsini, gde TIMP-2 sluzi kao receptor za MMP-2. MT1-MMP sece vezani
MMP-2 propeptid, a zatim autoliticki mehanizmi generiSu potpuno aktivnu formu
MMP-2 koja se potom oslobada u okoloéelijski prostor (Strongin et al., 1995; Itoh et al.,
2001). Dok niske koncentracije TIMP-2 dopustaju aktivaciju MMP-2 na celijskoj
povrsini u okviru trostrukog kompleksa, visoke koncentracije TIMP-2 inhibiraju
MMP-2 proteoliticku aktivnost (Bernardo i Fridman, 2003). Takode, MT-2-MMP i
trombin mogu aktivirati MMP-2 (Galis et al., 1997; Nguyen et al., 2000; Morrison et al.,
2001).
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Slika 5. Sematski prikaz sinteze i aktivacije MMP-9. Informaciona RNK za MMP-9 se iz
¢elijskog tela premesta u dendrite gde se odvija lokalna translacija nakon koje se pro-MMP-9
smesSta u sekretorne vezikule. Kao odgovor na povecanu neuronalnu aktivnost MMP-9 se
oslobada u vancelisjki prostor gde se kroz kaskadu proteolitickih dogadaja (furin, MT1-MMP,
MMP-2, tPA, uPA i plazmin) transformiSe iz neaktivne (pro-MMP-9) u aktivnhu formu
(MMP-9). Vrlo brzo nakon aktivacije MMP-9 dolazi do njene inaktivacije inhibitorom TIMP-1
koji se vezuje za aktivho mesto na enzimu. uPA — urokinaza — plazminogen aktivator,
UPAR - uPA receptor. Modifikovano iz Michaluk i Kaczmarek, 2007.

S druge strane, pro-MMP-9 moze biti aktivirana nakon proteolitickog delovanja
drugih MMP ili serin proteaza (Slika 5) (Ogata et al., 1992; Cuzner i Opdenakker, 1999;
Li et al., 2017). Najces¢i vid aktivacije pro-MMP-9 podrazumeva da serin proteaze tPA
ili UPA aktiviraju plazminogen u plazmin, koji zatim prevodi pro-MMP-9 u aktivnu
formu. Ubrzo nakon aktivacije MMP-9 moze biti internalizovana ili inhibirana
vezivanjem najéeS¢e TIMP-1 za kataliticko mesto enzima ili za domen MMP-9 koji
sluzi za vezivanje supstrata (Gomis-Ruth et al., 1997; Olson et al., 1997; Bjorklund et
al., 2004). Zanimljivo je da MMP-9 i TIMP-1 imaju istu kinetiku oslobadanja u VCM
(Bruno i Cuello, 2006). Sta vise, nedavno je pokazano da ova dva proteina mogu biti
zajedno oslobodena iz iste vezikule (Roderfeld et al., 2007).

Zelatinaze mogu imati vazne uloge u razli¢itim fiziologkim procesima, ali i u

razliCitim patoloskim stanjima, kao §to su na primer infekcije, inflamatorne i
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kardiovaskulatorne bolesti, kancer i mozdani udar (Van den Steen et al., 2002;
Stamenkovic, 2003; Klein i Bischoff, 2011). Prostorno-vremenski obrasci ekspresije
ovih enzima ukazuju na njihovu vaznost tokom razvica CNS gde se smatraju jednim od
klju¢nih modifikatora Celijskog i vancelijskog okruzenja (Rivera et al., 2010). Njihova
uloga je prepoznata u mnogim razvojnim procesima, ukljucuju¢i neovaskularizaciju
tkiva, neurogenezu, migraciju ¢elija do finalne pozicije, izrastanje aksona i dendrita, kao
i diferencijaciju oligodendrocita i Svanovih éelija tokom ranih faza mijelinizacije.
S obzirom na to da su procesi plasticnosti tokom razvi¢a vrlo sliéni onima Kkoji se
odvijaju kod adultnih organizama tokom procesa ucenja ili oporavka nakon povrede u
kojima je pokazana bitna regulatorna uloga pre svega MMP-9, a u manjoj meri i
MMP-2, vrlo je izvesno da zelatinaze predstavljaju vazne posrednike i u procesu
sinaptogeneze koji se deSava tokom razvica CNS (sumirano u Verslegers et al., 2013).
Pored njihovih uloga u VCM, Zelatinaze takode mogu imati razne funkcije unutar celija,
na primer tokom procesa genske transkripcije, iskrajanja RNK ili replikacije DNK
(Cauwe i Opdenakker, 2010).

Poslednjih godina sve je vise podataka koji ukazuju na to da MMP-9 ima vaznu
ulogu u ucenju i sinaptickoj plastiCnosti. Naime, nakon primene farmakoloSkih
inhibitora MMP-9 ili antitela koji blokiraju njenu aktivnost in vivo ustanovljeno je da
MMP-9 sluzi kao modulator LTP u hipokampusu, odnosno da je uklju¢en u odrzavanje
sinapticke potencijacije (Nagy et al., 2006; Bozdagi et al., 2007; Dziembowska et al.,
2012). Takode, vrlo je jasno pokazana uloga MMP-9 u proteoliticCkom secenju
sinaptickih proteina, zatim u regulaciji pokretljivosti sinaptickih receptora, kao 1 u
strukturnoj sinaptickoj plasti¢nosti gde znacajno uti¢e na morfologiju dendritskih trnova
(Michaluk et al., 2007; Tian et al., 2007; Wang et al., 2008; Michaluk et al., 2009;
Michaluk et al., 2011). Za razliku od MMP-9, do sada nema podataka o ulozi MMP-2 u
dugotrajnim procesima plasti¢nosti u hipokampusu. Aktivhost MMP-2 se ne povecava
nakon indukcije LTP (Nagy et al., 2006; Wiera et al., 2012). Medutim, ne moze se U
potpunosti odbaciti mogucnost da je MMP-2 takode ukljucena u procese sinaptickog
remodelovanja, s obzirom na to da je u in vitro uslovima ustanovljeno da nekoliko
molekula koji su ukljuceni u plasticnost mogu predstavljati potencijalne supstrate za

ovaj enzim.
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1.5 Postupak ,,obogacenja sredine” i neuralna plasti¢nost

Osnovni doprinos razumevanju efekata stimulusa iz spoljasnje sredine na mozak
I neuralnu plasti¢nost poti¢u od uvodenja obogacene sredine. Obogacena sredina (OS)
se odnosi na eksperimentalnu paradigmu u kojoj se laboratorijske Zivotinje gaje u
okruzenju koje podrazumva pojacanu senzornu, motornu i kognitivnu stimulaciju
(Slika 6) (Rosenzweig et al., 1978; van Praag et al., 2000). Dosada$nje studije su
pokazale da OS ima znacajne efekte kako na anatomskom i molekulskom nivou, tako i

na nivou ponasanja.

Motorna Kognitivna
stimulacija stimulacija
&
Vizuelna Somatosenzorna
stimulacija stimulacija

Slika 6. Sematski prikaz obogaéene sredine. Gajenje u obogacenoj sredini dovodi do poveéane
vizuelne, motorne, kognitivne i somatosenzorne stimulacije i aktivaranja razli¢itih delova
mozga (vizuelni, somatosenzorni i motorni deo kore velikog mozga, hipokampus i mali mozak).
Modifikovano iz Nithianantharajah i Hannan, 2006.

Gajenje u OS podrazumeva upotrebu kaveza veéih dimenzija u koje se pored
hrane, vode 1 piljevine stavljaju i1 razni objekti kako bi se kod Zivotinja podstakla veca
fizicka aktivnost. Pored fizickog obogacivanja sredine, moze se primenjivati i socijalno
obogacivanje koje podrazumeva gajenje veceg broja jedinki u istom kavezu pri cemu se
na taj nacin podstice socijalna interakcija (Mesa-Gresa et al., 2013). Pokazano je da obe

komponente OS, pojacana fizicka aktivnost 1 socijalna interakcija, imaju niz pozitivnih
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efekata na mozak. Naime, fizicka aktivnost deluje tako Sto pojacava neurogenezu, nivo
neurotrofickih faktora rasta kao i ekspresiju odredenih neurotransmiterskih subjedinica,
§to na kraju moze rezultovati u poboljsanju kognitivnih sposobnosti zivotinja (van Praag
et al., 1999; Farmer et al., 2004; Erickson et al., 2011). S druge strane, pokazano je da
primenjivanje samo socijalne komponente OS dovodi do povecanja mase mozga
(Rosenzweig et al., 1978).

Postoje brojni podaci u literaturi o strukturnim i funkcionalnim promenama u
CNS koje nastaju kao posledica OS, a koje se nalaze u osnovi izmenjene neuronalne
aktivnosti.

Morfoloske promene u CNS: Jedan od najranije uocCenih efekata OS odnosi se na
povecanje mase mozga, $to je posebno karakteristicno za kortikalni i hipokampalni
region (Diamond et al., 1976). Faktori koji se nalaze u osnovi ovog fenomena
podrazumevaju povecanje u neuronalnoj gustini i veli¢ini, grananju 1 duzini dendritskog
stabla, gustini dendritskih trnova, kao i u grananju aksona (Kempermann et al., 1997,
Leggio et al., 2005; Jung i Herms, 2014). Takode, primeceno je da su promene u
morfologiji dendrita pracene i izmenama na nivou sinapsi, odnosno u povecanju broja
sinapsi i sinapti¢kih kontakata (Briones et al., 2004; Landers et al., 2011). Pojacan nivo
neurogeneze je jo$ jedna promena koja se uocava u CNS nakon OS i za nju se smatra da
je klju¢na za poboljsane kognitivnih performansi zivotinja (Kempermann et al., 1997,
1998; Nilsson et al., 1999; Bruel-Jungerman et al., 2005). Celijska proliferacija, ali i
poboljSano neuronalno prezivljavanje i funkcionalna integracija novih neurona su
zabelezeni u adultnom dentatnom girusu nakon OS (Kempermann et al., 1997, 1998;
van Praag et al., 2000; Lu et al., 2003; Bruel-Jungerman et al., 2005).

Molekularne promene u CNS: Strukturne u funkcionalne promene nakon OS su
posledica niza promena na molekularnom niovu, ukljucujuéi promene u neurotrofickim
i neurotransmiterskim sistemima, kao i u nivoima ekspresije razli¢itih regulatornih
proteina koji povecavaju broj i stabilnost sinapsi, pojacavaju neurogenezu i podsticu
oslobadanje neurotransmitera (van Praag et al., 2000; Mohammed et al., 2002; Frick i
Fernandez, 2003; Nithianantharajah et al., 2004; Will et al., 2004; Nithianantharajah i
Hannan, 2006). Neurotroficki faktori ¢iji se nivoi ekspresije znac¢ajno uvecavaju u kori
velikog mozga, hipokampusu i malom mozgu nakon gajenja u OS ili pojacane fizicke

aktivnosti su neurotroficki faktor mozga (eng. Brain-derived neurotrophic factor,
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BDNF) i faktor rasta nerva (eng. Nerve growth factor, NGF) (Torasdotter et al., 1998;
Angelucci et al., 2009; Birch et al., 2013). U adultnom mozgu BDNF i NGF podsti¢u
plasti¢nost koja zavisi od iskustva tako S§to pojacavaju sinaptiCku plasti¢nost,
signalizaciju izmedu Celija, uCenje i pamcéenje (Bekinschtein et al., 2011). Smatra se da
su povecani nivoi ovih neurotrofickih faktora odgovorni za poboljSanje motorne i
kognitivne funkcije nakon OS (Gelfo et al., 2011; Bechara i Kelly, 2013; Birch et al.,
2013). S druge strane, pokazano je da su i odredeni neurotransmiterski sistemi
izmenjeni pod uticajem OS. Na primer, OS moze dovesti do povecanja nivoa
serotonina, koji je prepoznat kao jedan od klju¢nih molekula za pokretanje plasticnih
promena u CNS (Maya Vetencourt et al., 2008; Baroncelli et al., 2010). Takode, uoc¢eno
je da nakon OS dolazi i do ushodne regulacije ekspresije serotoninskih receptora
(Rasmuson et al., 1998; Koh et al., 2007). Nivoi drugih neurotransmitera koji se dovode
u vezu sa sinaptickom plasticnos¢u, kao Sto su acetilholin i noradrenalin, su takode
povecani nakon OS (Galani et al., 2007; Brenes et al., 2009). U saglasnosti sa ovim
promenama u nivoima neurotransmitera, ekscitatorna aktivnost se takode menja posle
OS, sto se ogleda u povecanju vancelijskih nivoa glutamata u hipokampusu i poveéanoj
ekspresiji AMPA i NMDA receptora.

Promene u ponasanju: Pozitivni efekti OS na razvoj ponaSajnog fenotipa su
brojni. Naime, uoceno je da gajenje u OS znacajno poboljsava motoricke sposobnosti,
prostorno i ne-prostorno ucenje i pamcenje, sposobnost razlikovanja novog objekta,
kognitivnu fleksibilnost, zatim ispoljava anksioliticki efekat, podsti¢e istrazivacko
ponasanje i ubrzava habituaciju (van Praag et al., 2000; Nithianantharajah i Hannan,
2006; Simpson i Kelly, 2011).

Jasno je da OS ispoljava svoje efekte tako $to menja ekspresiju mnogih gena
ukljucenih u regulaciju neuronalne strukture, nadrazljivosti, sinapticke transmisije i
plasti¢nosti pri ¢emu dovodi do izmenjene neuronalne funkcije. Medutim, danas se
smatra da je pomeranje ravnoteze izmedu ekscitacije 1 inhibicije ka ekscitaciji osnovni
mehanizam preko kojeg OS menja funkciju mozga i ponaSanje, i da upravo gajenje u
OS dovodi do reaktivacije forme neuronalne plasti¢nosti koja je karakteristicna za
nezreo mozak, odnosno za rani period u toku razvi¢a kada su inhibitorni mehanizmi

nedovoljno razvijeni. Drugi predloZeni mehanizam podrazumeva regulaciju genske
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ekspresije aktiviranjem specificnih transkripcionih faktora kao $to je BDNF. To za
posledicu ima pokretanje razlicitih transkripcionih programa koji dovode do aktivacije
drugih gena koji su uklju¢eni u plastiCnost (sumirano u Baroncelli et al., 2010;
Baroncelli et al., 2011). lako tek treba da se razjasne tacni molekularni ¢inioci koji leze
u osnovi smanjene inhibicije i ushodne regulacije ekspresije BDNF nakon OS,
pretpostavlja se da vaznu ulogu mogu imati neurotransmiterski sistemi koji se
karakteriSu difuznim projekcijama u celom mozgu i za koje je uoCeno da uticu na
plasti¢nost mozga kako u razvi¢u tako i kod adulta.

Medutim, pored mnogobrojnih unutaréelijskih promena nakon OS, jedan od
najboljih pokazatelja plasticnosti u vancelijskom okruzenju jeste razgradnja PNM koja
omogucava remodelovanje sinaptickih kontakata. Na primer, Foscarin i saradnici su
pokazali da izlaganje adultnih miSeva OS dovodi do znacajnih strukturnih promena u
malom mozgu koje su podrazumevale smanjenje broja PNM i ekspresije pojedinih
gradivnih komponenti ovih struktura, zatim povecanje aktivnosti MMP-2 i MMP-9
enzima, kao i povecanje gustine ekscitatornih sinaptickih zavrSetaka u dubokim jedrima
malog mozga. Ovakva zapazanja su ukazala na to da su PNM regulisane medusobnom
interakcijom ravnoteze izmedu sinteze/razgradnje njihovih kompronenti i sinapticke

aktivnosti (Foscarin et al., 2011).
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1.6 Anatomsko-funkcionalne specificnosti malog mozga

Mali mozak (lat. cerebellum) ¢oveka iako ¢ini svega 10% ukupne zapremine
mozga, on sadrzi skoro polovinu od ukupnog broja neurona. Tradicionalno je smatran
za strukturu mozga koja je kljuna za motornu kontrolu, odnosno da predstavlja
koordinatora, sinhronizatora i korektora sloZzenih motornih aktivnosti, ukljucujuéi i
voljne miSi¢ne pokrete. Medutim, sa napretkom funkcionalnih metoda oslikavanja
mozga, postalo je jasno da mali mozak takode ima vaznu ulogu u reSavanju slozenih
kognitivnih zadataka. S tim u vezi, pokazano je da disfunkcija malog mozga ne dovodi
samo do poremecaja u motornoj koordinaciji i motornom ucenju, ve¢ moze rezultovati i

u razli¢itim kognitivnim poremecajima (Kandel et al., 2000).
1.6.1 Struktura malog mozga i glavne projekcije

Mali mozak se nalazi u posteriornom delu lobanje i sastoji se od dve hemisfere
koje su spojene intermedijalnim regionom koji je oznacen kao vermis. Siva masa se
nalazi na povrsini i ¢ini koru malog mozga. Ispod kore malog mozga lokalizovana je
bela masa, a u njenom centralnom delu se nalazi jo§ jedna siva masa organizovana u tri
jedra koja su oznacena kao duboka jedra malog mozga: fastigijalno (n. fastigi),
interpozitno (n.interpositus) i dentatno (n. dentatus). Informacije koje dolaze iz
razli¢itih delova CNS 1 sa periferije u koru malog mozga se prenose u duboka jedra, a
zatim razli¢itim eferentnim putevima preko drugih regiona CNS do efektornih organa
(skeletnih miSi¢a). Na osnovu filogenije 1 funkcije u malom mozgu se mogu razlikovati
tri regiona (Slika 7; Kandel et al., 2000).

Archicerebellum ili vestibulocerebellum je filogenetski najstariji deo malog
mozga koji se sastoji od flokulonodularnog lobusa. Ovaj deo malog mozga prima
informacije direktno iz primarnih vestibularnih aferentnih vlakana i projektuje se na
bocna vestibularna jedra. Kod viSih ki€émenjaka njegova funkcija je ograni¢ena na

kontrolu ravnoteze tela 1 pokreta ociju.
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Slika 7. Sematski prikaz tri funkcionalno razli¢ita regiona malog mozga sa glavnim
aferentnim (a) i eferentnim (b) putevima. Modifikovano iz Kandel et al., 2000.

Paleocerebellum ili spinocerebellum se sastoji od vermisa i intermedijarnih
delova hemisfera. Vermis prima vizuelne, auditorne i vestibularne ulaze, kao i
somatosenzorne ulaze iz glave i proksimalnih delova tela. S druge strane, on se
projektuje preko fastigijalnog jedra u koru velikog mozga i mozdano stablo koji ¢ine
medijalne nishodne sisteme koji kontroliSu proksimalne miSic¢e tela 1 udova. Vermis
takode kontroliSe polozaj tela, lokomociju, kao i usmeravanje pogleda. Susedni
intermedijarni delovi hemisfera takode primaju somatosenzorne ulaze ali iz
ekstremiteta, a projektuju se preko interpozitnog jedra u boc¢ne kortikospinalne i
rubrospinalne sisteme pri ¢emu kontroliSu distalne miSi¢e ekstremiteta i vrhove prstiju.

Neocerebellum ili cerebrocerebellum se satoji od lateralnih delova hemisfera i
predstavlja filogenetski najmladi deo malog mozga. Ovaj deo prima informacije
isklju¢ivo iz kore velikog mozga, a preko dentatnog jedra se projektuje na motorni,
premotorni 1 prefrontalni deo kore velikog mozga. Neocerebelum je ukljuen u
planiranje, odnosno u regulaciju i koordinaciju voljnih miSiénih pokreta i uti¢e na

neokortikalne aktivnosti.
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1.6.2 Celijska organizacija malog mozga

Kora malog mozga je jednostavna struktura koja se sastoji iz tri sloja, odnosno
5 tipova neurona: inhibitornih (zvezdasti, korpasti, Purkinje i Goldzi neuroni) i

ekcitatornih granularnih ¢elija (Slika 8) (Kandel et al., 2000).

Granularna éelija
Gold#i éelija
Ixezdasta celija

EORAMALOG MOZGA

Purkine - Molekularni sloj
celija
"I Sloj Purkinje celija

— Granularni sloj

| —BELAMASA

o n (I 2 | Puzajuca vlakna
rpasta | . . ——0

|
— - A i 1
celija S : ': b, _," 1 Mahovinasta vlakna
e .-. _‘ -‘_,..:’.I/ ,.r' 'I
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T~ / DUBOKA JEDRA
// MALOG MOZGA
-
-

(2

;ﬁt“' A\

B 2)

Alcson Purkinje celije
Eferenina vlakna malog mozga

Slika 8. Sematski prikaz strukture malog mozga. Kora malog mozga je izgradena od
molekularnog sloja, sloja Purkinje ¢elija i granularnog sloja. U okviru kore, mogu se razlikovati
5 tipova celija: korpaste, zvezdaste, Goldzi, Purkinje i granularne. Ispod kore malog mozga
lokalizovana je bela masa koju Cine aferentni i eferentni putevi malog mozga kao i vlakna
Purkinje neurona, dok se u njenom centralnom delu nalaze tri jedra koja su oznacena kao
duboka jedra malog mozga. Preuzeto i modifikovano sa http://ueu.co/ovid-clinical-

neuroanatomy-15
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Molekularni sloj je povrSinski deo kore malog mozga koji je izgraden od
¢elijskih tela dva tipa inhibitornih interneurona, zvezdastih i korpastih ¢elija, Koji su
rasporedeni izmedu aksona ekscitatornih granularnih celija i dendrita inhibitornih
Purkinje neurona c¢ija se celijska tela nalaze u dubljim, nizim slojevima. Aksoni
granularnih Celija se u ovom sloju zbog svoje prostorne orjentacije nazivaju joS i
paralelna vlakna.

Sloj Purkinje neurona se nalazi ispod molekularnog sloja i izgraden je od jednog
sloja ¢elijskih tela Purkinje neurona. Aksoni ovih ¢elija se projektuju na duboka jedra
malog mozga ili vestibularna jedra i predstavljaju glavne izlazne puteve kore malog
mozga koji su isklju¢ivo inhibitorni i posreduju preko oslbadanja GABA
neurotransmitera.

Granularni sloj je najdublji sloj sacinjen iz velikog broja granularnih cCelija i
znatno manjeg broja Goldzi interneurona. Mahovinasta vlakna koja inace predstavljaju
glavni izvor aferentnih vlakana u malom mozgu se zavrSavaju upravo u ovom sloju.
Sinapticki kompleks sacinjen od okruglastog zavrSetka mahovinastog vlakna koji
ostvaruje kontakt sa granularnim ¢elijama i1 Goldzi neuronima oznacen je kao

glomerulus.

Purkinje neuroni obavljaju slozenu integraciju velikog broja ekscitatornih ulaza
koje dobijaju iz razli¢itih regiona mozga preko dva glavna aferentna puta, mahovinastih
1 puzajucih vlakana. S druge strane, aktivnost Purkinje neurona je inhibirana od strane

zvezdastih, korpastih 1 GoldZi ¢elija (Slika 9).

Mahovinasta vlakna vode poreklo iz kicmene mozdine i mozdanog stabla i nose
senzorne informacije sa periferije, kao i informacije iz kore malog mozga. Ova vlakna
formiraju u granularnom sloju ekscitatorne (glutamatne) sinapse sa dendritima
granularnih celija, dok aksoni granularnih Celija (paralelna vlakna) dalje nadrazuju
veliki broj Purkinje neurona tako S§to ostvaruju kontakt sa njihovim dendritima u
molekularnom sloju. Jedan Purkinje neuron moze primati ulaze od velikog broja
granularnih ¢elija (~200 000), a svaka od tih granularnih ¢elija dobija informacije od

velikog broja mahovinastih vlakna.

Puzajuca vlakna vode poreklo iz inferiornog (donjeg) olivarnog jedra i

prenose somatosenzorne i vizuelne informacije, kao i informacije iz kore velikog
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mozga. Ova vlakna se obmotavaju oko celijskih tela i proksimalnih dendrita Purkinje
neurona ostvarujuci tako brojne sinapticke kontakte. Jedan Purkinje neuron prima
sinapticki ulaz od samo jednog puzajuc¢eg vlakna. Medutim, jedno puzajuce vlakno

moze da ostvari kontakt sa 1-10 Purkinje neurona.

Paralelno vlakno

Zvezdasta
celija

Goldzi
K(Trp.z_lsta Purkinje el
celija celija Granularna
l @' éelija
' G @ Puzajuce
Celija viakno
dubokog jedra h

G)k \—- Mahlo‘lf(irrllasto
I

Slika 9. Sematski prikaz neuronalnih kola u malom mozgu. Vlakna mahovinastih i puzajué¢ih
vlakana predstavljaju dva glavna aferentna puta do kore malog mozga, dok aksoni neurona u
dubokim jedrima malog mozga predstavljaju glavna eferentna vlakna malog mozga.
Modifikovano iz Sekeljic i Andjus, 2012.

Nakon integracije svih signala Purkinje celije generiSu izlazne signale koji
inhibiraju neurone u dubokim jedrima koji predstavljaju funkcionalne centre i glavne
izlazne puteve malog mozga (Uusisaari i Knopfel, 2011). Sve je vise dokaza koji
ukazuju da duboka jedra nisu samo relejna stanica, ve¢ mesta gde dolazi do integracije 1

stvaranja novih signala. Purkinje neuroni se projektuju na celijska tela i proksimalne
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delove dendrita neurona u dubokim jedrima, dok se na distalnim delovima dendrita
nalaze ekscitatorne sinapse koje celije dubokih jedara ostvaruju sa mahovinastim i
puzaju¢im vlaknima. Ekscitatorni ulazi mogu biti glutamatni, ali i serotoninski i
holinergic¢ki. Morfoloske i elektrofizioloske studije su do sada otkrile Sest razli¢itih
populacija neurona u okviru ovih jedara: dve grupe neurona za koje se pretpostavlja da
oslobadaju glutamat, tzv. veliki 1 mali GAD67 negativni neuroni (GADnL 1 GADnS),
zatim GADG67 pozitivni  GABAergi¢ni neuroni  koji mogu biti  lokalni
(GAD+ interneuroni) ili projekcioni s obzirom da se projektuju na inferiorne olive
(GAD+IO), glicinergicki spontano neaktivni, za koje je sa sigurno$¢u potvrdeno da ne
proizvode akcione potencijale u odsustvu sinaptickih ulaza (Gly-1) i Gly-F projekcioni
neuroni karakteristicni samo za fastigijalno jedro, za koje postoje indikacije da, slicno
GAD+ interneuronima, spontano proizvode akcione potencijale. Dentatno duboko jedro
(n. dentatus) je najkrupnije od tri jedra i poseduje najveci broj neuronalnih projekcija
koje povezuju mali mozak sa talamusom i mozdanim stablom. Do sada je pokazano da
je ovo jedro ukljuceno u regulaciju motivacije, istrazivackog ponasanja, planiranje,
zapocCinjanje i1 kontrolu voljnih pokreta, kao i u prostorno ucenje i ucenje slozenih
motornih radnji (Joyal et al., 2001; Noblett i Swain, 2003; Bauer et al., 2011; Peterson
etal., 2012).

1.6.3 Postnatalni razvoj malog mozga — uloga TnC i Zelatinaza

Celijska proliferacija i migracija, rast aksona i dendrita, sinaptogeneza, éeiljska
smrt 1 eliminacija nefunkcionalnih sinapsi su glavni dogadaji koji prethode formiranju
CNS. Mnogi od ovih dogadaja su proucavani upravo u kori malog mozga zbog njene
geometrijski jednostavne strukture. Mali mozak glodara nakon rodenja prolazi
intenzivan period sazrevanja koji traje oko 3 nedelje, a finalnu formu dostize tek za 7-8
nedelja (McKay i Turner, 2005). S druge strane, kod ¢oveka razvoj malog mozga traje
sve do 15-20. godine zivota (Diamond, 2000).

Kod miSa, morfoloSke studije su pokazale da se sinapse izmedu paralelnih
vlakana i Purkinje neurona formiraju oko P7 (Zhao et al., 1998). Granularne celije
nastaju izrazenom proliferacijom njihovih progenitora u spoljasnjem granularnom sloju

tokom prve dve postnatalne nedelje. Post-mitotske granularne ¢elije zatim bilateralno
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pruzaju svoje aksone, dok njihova c¢elijska tela migriraju nanize u molekularni sloj. Do
treCe postnatalne nedelje ove celije se smeStaju u unutrasnji granularni sloj ispod
¢elijskog sloja Purkinje neurona. Tokom prve tri nedelje ¢elije unutrasnje mozdane
ovojnice (pia mater) imaju vaznu ulogu u celijskoj proliferaciji i migraciji, dok
Bergmanova glija pruza svoje nastavke ka molekularnom sloju usmeravaju¢i tako
migraciju granularnih ¢elija (Altman, 1975). Granularne ¢elije se zatim diferenciraju i
formiraju sinapticke komplekse sa ekscitatornim mahovinastim vlaknima i inhibitornim
aksonima Goldzi ¢elija. Izvestan broj granularnih éelija ulazi u programiranu ¢éelijsku
smrt, apoptozu, $to se zapravo smatra procesom koji optimizuje broj ¢elija 1 njihovu
medusobnu povezanost. Takode, u toku prve tri postnatalne nedelje dolazi 1 do izrazitog
rasta Purkinje neurona, odnosno njihovih dendritskih stabala koji formiraju brojne
sinaptiCke kontakte. Za razliku od kore malog mozga, razvi¢e dubokih jedara je jos
uvek nedovoljno prouceno. Medutim, ono §to je poznato jeste da razliCite populacije
inhibitornih 1 ekscitatornih neurona u dubokim jedrima nastaju u razli¢itim
progenitorskim odeljcima u razli¢itim vremenskim intervalima, nakon cega
jedinstvenim migratornim putevima dolaze do finalne pozicije u malom mozgu (Fink et
al., 2006).

S obzirom na vaznu ulogu TnC u razvi¢u neuronalnih ¢elija, Bartch i saradnici
su ispitali njegov obrazac ekspresije u postnatalnom razvi¢u kore malog mozga misa
(Bartsch et al., 1992). Oni su pokazali da se TnC pojac¢ano eksprimira u svim slojevima
kore malog mozga od rodenja pa sve do tre¢e postnatalne nedelje, kada dolazi do
znacajne nishodne regulacije njegove ekspresije. Takode, pokazano je da su astrociti i
Bergmanova glija glavni c¢elijski izvori TnC u malom mozgu. lako nijedan od tipova
neurona u malom mozgu ne eksprimira TnC, uocena je njegova distribucija na povrSini
neurona. Ovakav rezultat je ukazao da bi TnC mogao preko odredenih receptora na
povrSini neurona da ostvaruje funkcionalna svojstva koja se odnose na Ccelijsku
migraciju ili izrastanje neurita, Sto je ubrzo 1 pokazano, kao i da to ¢ini preko svog

fibronektinskog domena (Husmann et al., 1992).

Takode, karakteristican prostorno-vremenski obrazac ekspresije i aktivnosti
zelatinaza, MMP-2 i MMP-9, kao i njihovih inhibitora tokom razvi¢a malog mozga
ukazao je da bi proteoliticka aktivnost ovih enzima mogla da bude kljucna u

odredivanju redosleda dogadaja koji se javljaju tokom morfogeneze malog mozga, ali 1
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tokom plasticnih promena u adulthom stupnju (Vaillant et al., 1999). Naime,
ustanovljena je povisena aktivnost MMP-2 u malom mozgu u toku postnatalnog razvic¢a
koja se zadrzava na istom nivou i kod adultnog pacova. Aktivnost MMP-2 je uglavnom
ograni¢ena na cCelijska tela Purkinje neurona i ne uofava se u granularnom i
molekularnom sloju u toku razvi¢a. S druge strane, MMP-9 dostize maksimalnu
aktivnost u toku P10 nakon Cega opada i ostaje slabo primetna kod adulta. Njeno
prisustvo je uoceno ne samo u telima Purkinje neurona, ve¢ i u cCelijskim telima
Bergmanove glije i interneurona, kao i granularnih ¢elija. Vaillant i saradnici su
pokazali u in vitro studiji da specifi¢na blokada MMP-9 inhibira migraciju granularnih
¢elija kao 1 izrastanje njihovih aksona (Vaillant et al., 2003). Zatim, ista grupa autora je
potvrdila odloZzenu migraciju granularnih c¢elija kod MMP-9-/- miSeva 1 otkrila
smanjenu apoptozu ovih ¢elija i time objasnila prekomernu akumulaciju granularnih

¢elija u kori malog mozga kod ovih Zivotinja.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Iako su prethodna istrazivanja pokazala da je TnC ukljuen u procese
plasticnosti nervnog sistema njegova tacna uloga u regulaciji razli¢itih oblika
plasti¢nosti je jo§ uvek nedovoljno razjasnjena. Ovo se pre svega odnosi na parametre
strukturne plasti¢nosti kao Sto je distribucija PNM, morfologija sinapsi i aktivnost
proteolitickih enzima uklju¢enih u neuroplasticne procese. Izlaganje eksperimentalnih
zivotinja OS pokrece procese plasti¢nosti u razliitim regionima mozga u kojima se
zadrzava ekspresija TnC i nakon embrionalnog razvica, kao $to je slucaj sa malim
mozgom. S obzirom na sve navedeno, osnovni cilj ovog istrazivanja bio je da se ispita
uloga ovog molekula VCM u regulaciji plastiénih procesa praéenjem parametara
strukturne plasticnosti u malom mozgu miSeva sa nedostatkom TnC, kao 1 detaljnim
ispitivanjem ponasajnog fenotipa ovih zivotinja nakon njihovog izlaganja uslovima OS.

Stoga, eksperimentalni zadaci ovog istrazivanja su podrazumevali da se ispita:

1. Lokalizacija TnC u VCM malog mozga adultnog misa divljeg soja, odnosno

njegova distribucija u odnosu na PNM.
2. Dali OS menja nivo ekspresije TnC u malom mozgu misa divljeg soja.

3. Kako nedostatak TnC utice na distribuciju i morfologiju PNM, odnosno stepen

njihove degradacije nakon OS.

4. Kako nedostatak TnC uti€e na gustinu i povrSinu inhibitornih i ekscitatornih

presinapti¢kih zavrSetaka u n. dentatus malog mozga.

5. Uloga glavnih proteolitickih enzima prisutnih u malom mozgu, MMP-2 i

MMP-9, u degradaciji PNM i sinaptickom remodelovanju.
6. Kako nedostatak TnC uti¢e na nivo aktivnosti MMP-2 i MMP-9.
7. Vremenski sled promena strukturne plasti¢nosti u malom mozgu.

8. Kako nedostatak TnC interaguje sa sredinskim faktorima u oblikovanju razli¢itih

domena ponasanja.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Eksperimentalni model

U eksperimentima su koris¢ena dva tipa geneticki modifikovanih miseva: mis sa
nedostatkom vancelijskog matriksnog molekula TnC (TnC-/-), prvi put detaljno opisan
u studiji Evers et al. (2002) i mi$ sa nedostatkom MMP-9 enzima (MMP-9-/-), prvi put
opisan u studiji Vu et al. (1998). Oba konstitutivna mutanta su napravljena na
genetickoj osnovi inbrednog misijeg soja C57BL/6. Kolonije geneticki modifikovanih
miSeva su odrzavane ukrStanjem zenke soja C57BL/6 1 muzjaka sa nedostatkom TnC ili
MMP-9 molekula, dok su u eksperimentima koris¢ene homozigotne jedinke dobijene iz
heterozigotnog ukrStanja. Genotip zivotinja je utvrden standardnom metodom
polimerazne lancane reakcije. Svi eksperimenti su izvedeni u skladu sa standardima za
gajenje zZivotinja propisanim od strane Srpskog udruzenja za proucavanje laboratorijskih
zivotinja i odobreni su od strane Etickog komiteta Bioloskog fakulteta Univerziteta u

Beogradu (EK-BF-2016/02).

3.2 Genotipizacija Zivotinja metodom polimerazne lancane
reakcije (PCR)

3.2.1 PCR protokol za detekciju TnC+/+ i TnC-/- miseva

U cilju utvrdivanja genotipa eksperimentalnih Zivotinja uraden je PCR na DNK
izolovanoj iz tkiva. Od svakog misa, starosti oko 2 nedelje, uzet je odsecak repa veliine
0,5 cm i stavljen u 0,3 ml pufera za digestiju (TDB) koji sadrzi: 50 mM Tris pufera
pH 8,0, 50 mM EDTA i 0,5% natrijum dodecil sulfat (SDS). Odsecci su inkubirani u
TDB 15 min na +65°C u cilju inaktivacije enzima koji razgraduju DNK. Zatim je u
svaki uzorak dodato 0,2 ml smeSe proteinaze K i TDB u odnosu 187 ul TDB i 13 pl
proteinaze K koncentracije 20 mg/ml. Ovako pripremljeni uzorci su inkubirani izmedu
16-18 h na +56°C. Razgradeni repovi su centrifugirani pri brzini rotacije 14000 x g u

trajanju od 5 min. Supernatant je razblazen 20 puta u dejonizovanoj i destilovanoj vodi
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(ddH20) i inkubiran 15 min na +95°C kako bi doSlo do razdvajanja lanaca dvolancane
DNK.
Svaku PCR smesu su Cinile slede¢e komponente:
e 14 ul ddH20
e 7 ul PCR Master Mix - 0,4 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP i dTTP), 4 mM
MgCl21 0,05 U/ul Tag DNK polimeraze neophodne za otpocinjanje PCR rekcije
(Fermentas, Nemacka)
e 0,95 ul 20 uM ES delete new prajmera,
(5>-AGC CCC TGC CTACCT TTT CCT AAT G-3)
e 0,95 ul20 uM ES TnC (pos) RV+1 prajmera,
(5’-CCAGCTTTATCG GAT CCATAACTT CG-3)
e 1,1 ul 20 uM ES WT new 59 prajmera,
(5’-CTT CGG GAG TGA GGG CAA ACA AAG-3”)
e 1 uluzorka izolovane DNK.
Pored uzoraka koje je trebalo ispitati, pripremani su i kontrolni uzorci: pozitivne
kontrole - DNK geneticki modifikovanog misa (fragment od 225 baznih parova) i DNK
geneticki nemodifikovanog misa (fragment od 461 baznih parova) i kontrola PCR

reakcije - uzorak ddH»O. Protokol za PCR reakciju je prikazan u Tabeli 1.

Tabela 1. Protokol za PCR reakciju

Naziv faze Temperatura (°C) Trajanje (sec) Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 94 150 1
Denaturacija 94 30
Hibridizacija 65 45 30
Elongacija 72 50
Finalna elongacija 72 300 1
4 Do koris¢enja

Nakon zavrSene PCR reakcije, uzorci su nalivani na 1.7% agarozni gel koji je sadrzao
etidijum bromid, nakon ¢ega su razdvojeni horizontalnom elektroforezom na 100 V u
trajanju od 25 min. Procentni sastav gela odreduje veli¢inu pora - §to je veci, pore su
Mmanje, a mo¢ razdvajanja traka (fragmenata DNK) bliskih velicina je veca. Gel je

osvetljen na transiluminatoru i uslikan kamerom.
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3.2.2 PCR protokol za detekciju MMP-9+/+ | MMP-9-/- miSeva

Proces izolacije DNK je raden po istom protokolu koji je opisan u prethodnom
odeljku.
Svaku PCR smesu su Cinile slede¢e komponente:
e 11,4 plddH20,
e 2 pl PCR pufera, 10x koncentrovan (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI (pH 8.3 na
20°C), Sigma-Aldrich),
e 2ul 15 mM MgCly,
e 0,4l 10 mM dNTP (Fermentas),
e 0,2 ul Tag DNK polimeraze (Kapa, 5 U/ul),
e 1ulstarteral
(5 UM Neo sense prajmer 5’-GAA GGG ACT GGC TGC TAT TG-3’ i 5 uM Neo
antisense prajmer 5’-AAT ATC ACG GGT AGC CAA CG-3”),
e 1 plstartera 2
(15 M MMP-9 sense prajmer 5’-GCA TAC TTG TAC CGC TAT GG-3’ 1 15uM
MMP-9 antisense prajmer 5’-TAA CCG GAG GTC CAA ACT GG-3?),
e 2 ul uzorka izolovane DNK.
PCR reakcija se odvijala po programu prikazanom u Tabeli 2.

Tabela 2. Protokol za PCR reakciju

Naziv faze Temperatura (°C) Trajanje (sec) Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 94 300 1
Denaturacija 94 60
Hibridizacija 60 40 30
Elongacija 72 40
Finalna elongacija 72 600 1
4 Do koris¢enja

Nakon zavrSene PCR reakcije, uzorci su nalivani na 1% agarozni gel koji je sadrzao
etidijum bromid, nakon ¢ega su razdvojeni horizontalnom elektroforezom na 100 V u
trajanju od 20 min. Gel je osvetljen na transiluminatoru i uslikan kamerom. Fragment
DNK geneticki modifikovanog miSa poseduje oko 450 baznih parova, dok fragment

DNK genetic¢ki nemodifikovanog misa oko 300 baznih parova.
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3.3 Gajenje Zivotinja u standardnoj i obogacenoj sredini

Zivotinje su po rodenju gajene u standardnim uslovima zajedno sa roditeljima.
Nakon genotipizacije, jedinke muskog pola i starosti 3 nedelje, su rasporedene u
4 eksperimentalne grupe (2 genotipa x 2 sredine). U svakom kavezu se nalazilo po
6 zivotinja, a period gajenja je trajao 4 ili 8 nedelja (Slika 10). Starost zivotinja je
izabrana na osnovu prethodnih studija koje su pokazale da izlaganje Zivotinja uslovima
obogacene sredine u toku prvog meseca starosti ima brojne pozitivne i dugotrajne
posledice na morfoloskom i ponasajnom nivou (Simpson i Kelly, 2011; Hosseiny et al.,
2015). U studiji su kori$¢eni samo muzjaci kako bi se izbegao efekat estrusnog ciklusa

na ponasanje (ter Horst et al., 2012).

Eksperimentalne grupe kori§¢ene u toku istrazivanja:

1) TnC+/+ ili MMP-9+/+ miSevi, standardna sredina (SS)
2) TnC+/+ ili MMP-9+/+ miSevi, obogacena sredina (OS)
3) TnC-/- ili MMP-9-/-, SS

4) TnC-/- ili MMP-9-/-, OS

Tokom gajenja zivotinja u OS korisc¢eni su kavezi ve¢ih dimenzija 54 x 39 x 27 cm koji
su bili opremljeni razli¢itim objektima kao Sto su tuneli, skloniSta, merdevine, loptice,
drvca, zvonce, to¢kovi za tréanje koji su se razlikovali po svom sastavu, mirisu, teksturi,
obliku, veli¢ini 1 boji. Kako bi se postigla intenzivnija motoricka, senzorna 1 kognitivna
stimulacija eksperimentalnih zivotinja, raspored objekata unutar kaveza je menjan
jednom dnevno dok je sastav objekata menjan jednom nedeljno. Standardni uslovi
gajenja Zivotinja su podrazumevali upotrebu standardnih laboratorijskih kaveza za
miSeve dimenzija 32 x 20 x 13 cm koji su posedovali piljevinu i posude za hranu i vodu.
Temperatura u prostoriji u kojoj su gajene Zivotinje iznosila je 21 + 1°C, dok je relativna
vlaznost vazduha bila izmedu 40 — 70%, a osvetljenost ~100 Ix sa automatski

podesenim 12-h dan/no¢ ciklusom.
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Gajenjeu SSi0S

8 NEDELJA
TnC+/+ i TnC-/- miSevi
MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSevi
4 NEDELJE

TnC+/ i TnC-/- miSevi
SS h A

Dekapitacija Dekapitacija

\ 4 \ 4
Merenja: Merenja:

* Intenzitet PNM (WFA histohemija) « Intenzitet PNM (WFA histohemija)
* MMP-2 i MMP-9 aktivnost(GZ) ~ « MMP-2 i MMP-9 aktivnost (ISZ)
* TnC ekspresija (WB) * Gustina i veli¢ina presinapti¢kih
terminala (Imunohistohemija)
* TnC ekspresija (WB)

Slika 10. Sematski prikaz eksprimentalnog dizajna i osnovnih parametara merenih u studiji. U
trec¢oj nedelji starosti (postnatalni dan, PND 21), kontrolni (TnC+/+ i MMP-9+/+) i geneticki
modifikovani (TnC-/- i MMP-9-/-) miSevi su rasporedeni u kaveze koji su predstavljali
standardnu sredinu (SS) ili obogac¢enu sredinu (OS) gde su gajeni u trajanju od 4 ili 8 nedelja.
PNM — perineuronalne mreze, GZ — gel zimografija, WB — Western blot, ISZ — in situ
zimografija.

3.4. Gel zimografija

3.4.1 lzolacija dubokih jedara i kore malog mozga

Nakon izlaganja TnC+/+ i TnC-/- miSeva 4 nedelje SS i OS, Zzivotinje su
dekapitovane. Mozak je izolovan, a zatim je mali mozak odvojen od ostatka mozga i
mozdanog stabla. Rostralni deo malog mozga koji je sadrzao duboka jedra, smeStena
izmedu Cetvrte mozdane komore i kore malog mozga, je dalje odvojen od kaudalnog
dela u nivou paraflokulusa. Zatim su pod stereo mikroskopom pazljivo razdvojena
duboka jedra od ostatka kore malog mozga i obe strukture su zamrznute na -80°C do
dalje upotrebe. Ceo postupak izolacije kao i svi naredni koraci su radeni brzo i na ledu u
cilju ofuvanja enzimske aktivnosti. Sva tri duboka jedra (dentatno, interpozitno i
fastigijalno) su izolovana zajedno usled nemogucénosti precizne izolacije dentatnog jedra

(n. dentatus), kao i nedovoljne koli¢ine tkiva za dalju analizu.
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3.4.2 PreciS¢avanje MMP

MMP su izolovane po veé opisanoj proceduri Uz manje izmene (Szklarczyk et
al., 2002). Tkiva obe mozdane strukture su homogenizovana u hladnom puferu koji je
sadrzao 50 mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM CaCly, 0,25% Triton X-100 (Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Nemacka), kao i dodatno razblazene proteazne i fosfatazne inhibitore (po
1 tableta od svakog inhibitora je rastvorena u 30 ml pufera; Roche, Mannheim,
Nemacka). Tezina tkiva je pre homogenizacije izmerena na analitickoj vagi, tako da je
na 10 mg tkiva koris¢eno 10 pl pufera. Zatim je od svakog homogenata uzeto po 200 pl
i centrifugirano pri brzini rotacije 6000 x g na 4°C u trajanju od 30 min. Sav supernatant
je izdvojen i1 oznacen kao rastvorljiva frakcija u Triton X-100, dok je talog cinio
nerastvorljivu frakciju u Triton X-100. U ciju precipitacije rastvorljivih proteina,
supernatant je dalje pomeSan sa apsolutnim etanolom tako da finalna koncentracija
etanola bude 60%, a zatim centrifugiran pri brzini rotacije 15000 x g na 4°C 5 min.
Supernatant je uklonjen dok je talog resuspendovan u 100 ul pufera koji je sadrzao
63 mM Tris-HCI, 10% glicerol, 2% SDS i 0,0025% bromfenol plavo rastvorene u
ddH20, na mesalici koja je podeSena na 1000 rotacija po minuti na 37°C 15 min
(Thermomixer Compact, Eppendorf, Hamburg, Nemacka), a zatim je momentalno
zamrznut u tenom azotu 1 odloZen na -80°C do dalje upotrebe. Da bi smo izolovali
proteine koji se nalaze u vancelijskom matriksu, talog koji je ¢inio nerastvorljivu
frakciju u Triton X-100 je rasuspendovan u 500 pl pufera koji je sadrzao
50 mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM CaCl,, kao i razblaZzene proteazne i fosfatazne
inhibitore (po 1 tableta od svakog inhibitora je rastvorena u 30 ml pufera) i grejan na
60°C 15 min na mesSalici sa 1000 rotacija po minuti. Zatim je centrifugiran pri brzini od
10000 x g na 4°C 30 min. Supernatant je izdvojen i pomeSan sa apsolutnim etanolom
tako da finalna koncentracija etanola bude 60% i dalje centrifugiran pri brzini rotacije
15000 x g na 4°C 5 min. Nakon uklanjanja supernatanta, talog bogat MMP enzimima je
rastvoren u 50 pl pufera koji je sadrzao 63 mM Tris-HCI, 10% glicerol, 2% SDS i
0,0025% bromfenol plavo rastvorene u ddH20O i ostavljen u mesalici na 1000 rotacija po
minuti na 37°C 15 min, a zatim je momentalno zamrznut u te¢nom azotu i odlozen na

-80°C do dalje upotrebe.
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3.4.3 Detekcija MMP-2 i MMP-9 aktivnosti na SDS-poliakrilamidnom
gelu (SDS-PAGE)

SDS-PAGE je metoda za razdvajanje proteina na gelu na osnovu razlika u
njihovoj relativnoj molekulskoj masi. Poliakrilamidni gel nastaje polimerizacijom
30% akrilamidne meSavine koja se sastojala iz 29,2% akrilamida i 0,8%
N,N-metilen-bis-akrilamida, najée$¢e koriS¢enog agensa za umrezavanje. Proces
polimerizacije zapocinje dodavanjem amonijum persulfata (APS) i N, N, N’, N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED). Polimerizacijom akrilamida nastaju dugacki lanci
polimera, dok bis-akrilamid formira poprecne veze. Na taj nadin nastaje neutralna
hidrofilna mreZasta struktura gela koja se odlikuje odredenom veli¢inom pora. Veli¢ina
pora u gelu se reguliSe zastupljeno$¢u akrilamidne meSavine — $to je viSe prisutana, broj
poprecnih veza u gelu ¢e biti veci, a veli¢ina pora ¢e biti manja. U cilju razdvajanja
MMP-2 i MMP-9 i detektovanja njihove aktivnosti u prethodno pripremljenim
uzoracima, najpre je nalivan gel za razdvajanje koji je u sebi sadrzao supstrat, 0,5%
zelatin. Nakon njegove potpune polimerizacije, postavljani su c¢eslji¢i za formiranje
bunari¢a i nalivan je gel za koncentrovanje koji sluzi da se materijal koncentrise kako bi
proces razdvajanja pofeo u isto vreme u svim uzorcima. Komponente gela za

razdvajanje i gela za koncentrovanje su prikazane u Tabeli 3.

Tabela 3. Komponente gela za razdvajanje i koncentrovanje proteina

8% gel za razdvajanje 5% gel za koncentrovanje
10,9 ml +
ddH20 3aml ddH20 6,8 ml
zelatina
30% akrilamidna meSavina 8 mi 30% akrilamidna me$avina 1,7 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 7,5 ml 1 M Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 300 pl 10% SDS 100 pl
10% APS 300 pl 10% APS 100 pl
TEMED 18 pul TEMED 10 pul

Uzorci su neposredno pre nalivanja na gel inkubirani u mesalici na 1000 rotacija

po minuti na 37°C 5 min, a zatim su snazno promeSani i u jednakim koli¢inama
nanoSeni u bunari¢e. Na svaki gel je nanoSen proteinski standard koga ¢ine proteini

poznatih molekulskih masa radi provere molekulske mase ispitivanog proteina
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(Fermentas, Estonija). Elektroforeza se odvijala u vlaznoj atmosferi, odnosno u puferu
za elektroforezu koji je sadrzao 25 mM Tris, 190 mM glicin i 0,1% SDS rastvorene u
ddH20. Proteini su razdvajani elektroforezom pri naponu od 70 V u trajanju od 1 h, a
zatim je voltaza povecana na 130 V i elktroforeza je trajala dodatnih 2,5 h (Criterion
Cell, Bio-Rad, Hercules, CA, SAD). Nakon SDS-PAGE, gel je ispran 2 puta po 30 min
u 2,5% Triton X-100, a zatim je inkubiran u razvijaju¢em puferu koji je sadrzao
50 mM Tris pH 7,5, 10 mM CaCl,, 1 pM ZnClz, 1% Triton X-100 i 0,02% NaN3z na
37°C izmedu 2-5 dana. Gel je dalje ispran u ddH2O i inkubiran 2 h na sobnoj
temperaturi u 0,25% rastvoru boje Coomassie Brilliant Blue R-250 (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, MA, SAD) rastvorenoj u 45% metanolu i 10% siréetnoj kiselini,
nakon Cega je gel postepeno odbojavan inkubiranjem u meSavini 45% metanola i
10% siréetne kiseline rastvorene u ddH2O do pojave belih traka na plavom gelu §to je
bio pokazatelj da je doslo do proteolize, odnosno razlaganja Zelatina od strane aktivnih
formi MMP-2 (72 kDa) i MMP-9 (92 kDa) enzima. Vlazni zimogrami sa uzorcima iz
rastvorljive frakcije u Triton X-100 (vidljiva samo MMP-2 aktivnost) i nerastvorljive
frakcije u Triton X-100 (vidljiva MMP-2 i MMP-9 aktivnost) su skenirani (AGFA,
Mortsel, Belgija) za dalju analizu. Kvantifikacija intenziteta dobijenih traka je uradena u
programu ImageJ (National Institute of Health, SAD) Kkoris¢enjem funkcije
Gel Analysis. Nakon uklanjanja pozadinskog signala sa svake slike gela, odredeni su
intenziteti traka za svaku eksperimentalnu grupu, a zatim je za svaki ispitivani region
uradena normalizacija u odnosu na prose¢nu vrednost intenziteta koja je dobijena za

TnC+/+ eksperimentalnu grupu koja je gajena u standardnoj sredini.
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3.5 lzolacija proteina i Western blot analiza

3.5.1 Izolovanje ukupnih proteina iz tkiva

Proteini su izolovani iz kore malog mozga kao i dubokih jedara malog mozga
kontrolnih i geneticki modifikovanih TnC-/- i MMP-9-/- miSeva koji su gajeni u SS i
OS 4 ili 8 nedelja. Postupak izolacije tkiva je detaljno opisan u odeljku
Gel zimografija - 1zolacija dubokih jedara i kore malog mozga (videti poglavlje 3.4.1).
Nakon izolacije, tkiva odredene mozdane strukture koja su izolovana iz 3 zivotinje koje
pripadaju istoj eksperimentalnoj grupi, su sjedinjena nakon cega je uradena
homogenizacija u hladnom puferu za liziranje koji je bio identi¢nog sastava kao i pufer

prilikom pripreme uzoraka za gel zimografiju (10 pl pufera na 1 mg tkiva).
3.5.2 Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredena spektrofotometrijskom metodom po
Lowry-ju (Lowry et al., 1951). Metoda se zasniva na merenju apsorbance svetlosti
talasne duzine 750 nm od strane dva obojena kompleksa, biuretskog, koji se formira
izmedu jona bakra 1 azota peptidnih veza u baznoj sredini, i redukovanog
fosfomolibdenskog i fosfovolframovog kompleksa.

U cilju odredivanja koncentracije proteina u uzorcima pripremljeni su sledeci rastvori:
Rastvor A: 20 mg K-Na tartarata u 2 ml 0,5% CuSO4 x 5H20

Rastvor B: 10 g Na2COs i 2 g NaOH u 500 ml ddH20

Radni reagens: 1 ml rastvora A i 49 ml rastvora B

Folinov reagens: Folin-Chicalteau reagens (rastvor fosfomolibdenske i fosfovolframove
soli razblazen vodom u odnosu 1:2)

Uzorci prethodno izolovanih proteina su razblazivani 400 puta u ddH20. Od svakog
razblazenog uzorka je uzimano 100 pl i dodavano 100 pl 2% SDS. Ovako dobijena
smesa je snazno promesana, a zatim je u svaki uzorak dodato po 1 ml radnog reagensa.
SmeSa je snazno promeSana 1 inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi. Nakon
dodavanja 100 pl Folinovog reagensa u svaki uzorak i snaznog mesSanja, uzorci su

inkubirani 20 min u mraku. Fenolne grupe aromati¢nih aminokiselina (tirozin, triptofan

39



i cistein) su u interakciji sa Folinovim reagensom dovodile do prelaska rastvora iz
oksidovanog stanja koji je bio Zute boje u redukovano stanje plave boje sa
maksimumom apsorpcije na 750 nm (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, Svedska).
Intenzitet boje je bio proporcionalan koncentraciji proteina u uzorku. Koncentracija
proteina u uzorcima je ocitavana sa standardne krive koja je konstruisana odredivanjem
apsorbance rastvora albumina govecCeta (BSA) poznate koncentracije. Rastvori BSA
poznate koncentacije (standardi) kao i kontrolna proba (ddH20) su prolazili kroz istu
eksperimentalnu proceduru kao i uzorci kojima je odredivana koncentracija proteina.
Nakon odredivanja koncentracije proteina, svi uzorci su razblazeni u ddH.O do

koncentracije 4 mg/ml.

3.5.3 Razdvajanje proteina na SDS-PAGE

Da bi razdvojili proteine iz prethodno pripremljenih uzoraka, najpre je nalivan
10% gel za razdvajanje Cija je koncentracija odredena na osnovu molekulske mase
ispitivanog proteina, a zatim je nalivan 4% gel za koncentrovanje. Komponente gela za

razdvajanje i gela za koncentrovanje su prikazane u Tabeli 4.

Tabela 4. Komponente gela za razdvajanje i koncentrovanje proteina

10% gel za razdvajanje 4% gel za koncentrovanje
ddH20 3,96 ml ddH20 3,05 ml
30% akrilamidna meSavina 3,33 ml 30% akrilamidna meSavina 0,665 ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml
10% SDS 100 pl 10% SDS 50 pl
10% APS 100 pl 10% APS 25 ul
TEMED 8 ul TEMED 5 ul

Neposredno pre nalivanja, uzorci su 2 puta razblazeni Laemmli - SDS puferom koji je
sadrzao 2% SDS, 2.5% p-merkaptoetanol, 63 mM Tris-HCI, 25% glicerol i 0,0025%
bromfenol plavo rastvorene u ddH.O. Tako pripremljeni uzorci su inkubirani 5 min u
kljucaloj vodi u cilju potpune denaturacije proteina, nakon ¢ega su snazno promesani i u
jednakim koli¢inama nanoSeni u bunari¢e. Ukupna koli¢ina proteina po bunaricu bila je
70 pg. Na svaki gel je nanoSen proteinski standard koji se sastojao od proteina poznatih

molekulskih masa radi provere molekulske mase ispitivanog proteina (Fermentas,
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Estonija). Gel sa uzorcima je preliven puferom za elektroforezu koji je sadrzao
25 mM Tris, 190 mM glicin i 0,1% SDS. Proteini su razdvajani elektroforezom pri
naponu od 100 V u trajanju od 30 min, a zatim je voltaza povecana na 120 V i

elktroforeza je trajala dodatnih 90 min (Criterion Cell, Bio-Rad, Hercules, CA, SAD).

3.5.4 Prenos proteina sa poliakrilamidnog gela na membranu

Nakon zavrSene elektroforeze, gel za razdvajanje je pazljivo uklonjen sa
staklene ploce i stavljen u posudu sa puferom za transfer koji je sadrzao 48 mM Tris,
0,037% SDS, 20% metanol i 39 mM glicin rastvorene u ddH;O, u trajanju od 10 minuta
(ekvilibracija gela). Poliviniliden difluorid membrana (PVDF; Amersham,
Buckinghamshire, Engleska) je aktivirana u metanolu u trajanju od 2 min, isprana u
ddH20 i ¢uvana u puferu za transfer na 4°C do upotrebe. Komponente za transfer, filter
papiri 1 sunderi, su takode pripremljeni potapanjem u pufer za transfer. Nakon slaganja
svih komponenti u kasetu za transfer po sledeCem redosledu: sunder, filter papir, gel,
membrane, filter papir i sunder, kaseta je ubacena u uredaj za transfer (Criterion blotter,
Bio-Rad), prelivena puferom za transfer, a zatim izloZena dejstvu elektri¢nog polja. Gel
je postavljan blize katodi, a membrana blize anodi, pri ¢emu su se negativho
naelektrisani proteini kretali ka anodi kada je i dolazilo do zaustavljanja protein i
njihovog vezivanja za membranu. Prenos proteina na membranu se deSavao preko noci

na 4°C, pri konstantnoj jacini struje od 20 mA po gelu.

3.5.5 Imunoloska detekcija proteina (Western blot) — analiza ekspresije
TnC

Nakon transfera proteina, membrane su isprane u rastvoru koji je sadrzao
150 mM NaCl u 50 mM Tris-HCI pH 7.5 i 0.1% Tween-20 (TBST). Da bi se izbeglo
nespecifi¢no vezivanje antitela, membrane su blokirane u 5% BSA rastvorenom u TBST
90 min na sobnoj temperaturi. Membrane su zatim inkubirane u rastvoru sa primarnim
antitelom preko noc¢i na 4°C. Ekspresija TnC je pracena pomocu zecjeg antitela na TnC
(razblazenje 1:1000, AbD Serotec, Duesseldorf, Nemacka). Misje antitelo na B-aktin
(razblazenje 1:15000, Abcam, Cambridge, Engleska) je koriS¢eno kao kontrola
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ujednacenosti prilikom nalivanja uzoraka u bunari¢e. Posle Cetiri ispiranja po 10 min,
membrane su inkubirane u rastvoru sa sekundarnim antitelom koje je konjugovano sa
peroksidazom u trajanju od 1 h na sobnoj temperaturi. Koris¢ena su slede¢a sekundarna
antitela: kozje antitelo na proteine zeca ili govede antitelo na proteine misa (razblazenja
1:4000, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Nemacka). Rastvori primarnih 1
sekundarnih antitela su pravljeni u TBST. Nakon inkubacije sekundarnih antitela,
membrane su isprane Cetiri puta po 10 min, a zatim inkubirane sa rastvorom za
detekciju hemiluminiscencije ECL (Amersham). Detekcija je izvrSena u mracnoj
komori. Membrana je postavljena izmedu dve providne folije 1 smeStena u kasetu za
detekciju (Hypercassette, Amersham). Preko membrane je stavljen rentgenski film i
kaseta je zatvorena. Ekspozicija filma je trajala 1 min, a zatim je film razvijan u
razvijadu i fiksiru (Ilford, Marly, Svajcarska). Razvijeni filmovi su osueni i skenirani
za dalju analizu. Kvantifikacija intenziteta dobijenih traka je uradena u programu
ImageJ (National Institute of Health, SAD) koriS¢enjem funkcije Gel Analysis.
Eksperimenti su uradeni u cetiri ponavljanja za oba ispitivana regiona. Nakon
uklanjanja pozadinskog signala sa svake slike gela, odredeni su intenziteti traka
ispitivanog proteina za svaku eksperimentalnu grupu. Zatim je za svaki ispitivani region
uradena normalizacija u odnosu na odgovaraju¢i intenzitet trake dobijene za TnC+/+ ili

MMP-9+/+ eksperimentalnu grupu koja je gajena u standardnoj sredini.
3.6 In situ zimografija visoke rezolucije

Priprema uzoraka i in situ zimografija visoke rezolucije je uradena po veé

opisanoj proceduri uz manje izmene (Gawlak et al., 2009).
3.6.1 Izolacija i alkoholna fiksacija tkiva

Nakon 8 nedelja izlaganja TnC+/+ i TnC-/- miseva SS i OS, izvrSena je
dekapitacija. Mozak je brzo izolovan, nakon ¢ega je mali mozak odvojen od ostatka
mozdanog tkiva i fiksiran u alkoholnom fiksativu koji je sadrzao 70% etanol i metanol u
odnosu 3:1. Fiksacija tkiva se odvijala na 4°C u trajanju od 24 h, a zatim su uzorci

stavljeni na -20°C do dalje upotrebe.

42



3.6.2 Impregnacija voska u tkivo

U cilju ocuvanja morfologije tkiva i enzimske aktivnosi, uradena je impregnacija
voska u mozdano tkivo po protokolu koji je detaljno opisan u Tabeli 5. Tkivo je prvo
inkubirano u 90% i apsolutnom etanolu, a zatim u nekoliko uzastopnih rastvora koji su
sadrzali poliestarski vosak (Science Services, Munich, Nemacka) u rastu¢im

koncentracijama i apsolutni etanol.

Tabela 5. Protokol za impregnaciju voska u tkivo

Dan Trajanje Temperatura (°C) Rastvor
1 1h 4 90% EtOH
1 1h 4 apsolutni EtOH
2 30 min 37 apsolutni EtOH
2 3h 37 vosak : apsolutni EtOH = 1:3
2 preko no¢i + 8h 37 vosak : apsolutni EtOH = 1:1
2 preko noci 37 vosak : apsolutni EtOH = 9:1
3 8 h + no¢ 42 100% vosak

3.6.3 Kalupljenje tkiva u vosak i priprema parafinskin blokova za
seCenje

Nakon impregnacije voska u tkivo malog mozga, tkivo je dalje ukalupljeno u
100% vosak. Kalupi su prethodno pripremljeni od aluminijumske folije. Pre nalivanja u
kalup, vosak je istopljen na 42°C, a tkivo je pozicionirano tako da se pri secenju uvek
polazi od anteriornog dela malog mozga. Ukalupljeno tkivo je ostavljeno preko noc¢i na
4°C, zatim je aluminijumska folija odvojena od voStanih blokova koji su dalje kalupljeni
u parafinske blokove koji su sluzili kao platforma prilikom postavljanja tkiva u drzac
mikrotoma. Parafinski blokovi koji su sadrzali vostane blokove sa tkivom drzani Su na
-20°C do upotrebe. Tkivo je sefeno na koronalne preseke debljine 6 pm pomocu
rotacionog mikrotoma sa vodenim mlazom (RMC, Boeckeler, Nemacka). Temperatura
vode je iznosila 37°C u toku secenja tkiva. Koronolani preseci su lepljeni na staklene
plo¢ice (Superfrost Plus, Menzel Glaser, Nemacka), zatim su suSeni na sobnoj

temperaturi izmedu 1-3 h, nakon ¢ega su drzani na 4°C do dalje upotrebe.
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3.6.4 Zimografija

Protokol za zimografiju in situ (ISZ) je detaljno opisan u Tabeli 6 i podrazumeva
sledec¢e korake: uklanjanje voska sa tkivnih preseka, rehidrataciju tkiva, preinkubaciju,
reakciju ISZ i ispiranje nerazlozenog substrata. Tkivni preseci su zatim ili osuSeni i
prekriveni pokrovnim staklima ili izlozeni imunohistohemijskom protokolu u cilju
pracenja kolokalizacije MMP aktivnosti sa markerima perineuronalnih mreza i

sinaptickih terminala.

Tabela 6. Protokol za zimografiju

Postupak Trajanje Temperatura Rastvor
Uklanjanje voska | 2 x5 min+ 10 min | 37°C (inkubator) Apsolutni EtOH
Rehidratacija 3 X3 min 37°C (inkubator) ddH20
Preinkubacija 100 min 37°C (inkubator) ddH20
1SZ 45 min 37°C (inkubator) R(f/?ggt'ﬂz"tgisstt‘g;r
Ispiranje 3 X5 min Sobna temperatura | 0,01 M PBS pH 7,4

Stavljanje pokrovnih stakala ili imunohistohemija

U toku ISZ tkivni preseci su inkubirani u rastvoru koji je sadrzao supstrat za MMP-2 i
MMP-9, zelatin sa svojstvom fluorescencije (Invitrogen, Camarillo, CA, SAD),
razblazenja 1:100, 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl. pH 7,6 rastvorene u
ddH>O (reakcioni rastvor). Reakcija se odvijala u vlaznoj atmosferi, u mraku.
Proteoliticko razlaganje supstrata je dovelo do oslobadanja zarobljenih fluorescentnih
obeleZivaca pri ¢emu je intenzitet fluorescentnog signala bio direktno proporcionalan
aktivnosti enzima. Kao kontrola specifi¢nosti reakcije, nekoliko preseka je istovremeno
inkubirano u rastvoru koji je sadrzao inhibitor MMP aktivnosti, 1, 10-O-fenantrolin u
koncentraciji 50 mM (Molecular probes, Eugene, OR, SAD). Osnovni rastvor inhibitora
je pripremljen u apsolutnom etanolu, dok je radni rastvor za preinkubaciju uzoraka

pripremljen u ddH20, odnosno u reakcionom rastvoru za ISZ reakciju.
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3.7 Histohemija i imunohistohemija

3.7.1 Priprema mozZdanog tkiva

Pre izolacije mozdanog tkiva, Zivotinjama je uradena transkardijalna perfuzija.
Perfuzija podrazumeva eliminaciju krvi iz tkiva kako bi se sprecilo nespecificno
vezivanje antitela. Takode, perfuzijom se postize brza fiksacija cele Zivotinje, zaustavlja
proces proteolize i razvoj bakterija i gljivica u tkivu. Zivotinjama je data
intraperitonealna anestezija u vidu meSavine ketamina (50 mg/kg) i ksilazina
(16 mg/kg) u 0,9% rastvoru NaCl. Po ulasku zivotinja u doboku anesteziju, na Sta je
ukazivalo odsustvo kornealnog refleksa i refleksa povlacenja zadnjih ekstremiteta,
zivotinjama je pazljivo otvaran grudni kos kako bi se oslobodio pristup srcu. Perfuzija je
radena sa 0,01 M sonim rastvorom fosfatnog pufera (PBS) koji sadrzi 8,61 g/l NaCl u
dvadeset puta razblazenom 0,2 M fosfatnom puferu (PB) pH 7,4 (6,24 g/l NaH2POg i
22.72 g/l Na;HPO4 rastvorene u ddH20) i sa 4% rastvorom paraformaldehida (PFA) u
dva puta razblazenom 0,2 M PB pH 7,4. Ubadanjem igle u levu komoru i presecanjem
desne pretkomore omoguceno je da najpre 50 ml PBS istisne kompletnu krv iz
cirkulatornog sistema, nakon ¢ega je tkivo fiksirano sa dodatnih 50 ml 4% PFA. Po
fiksirano u 4% PFA 48 h na 4°C. Nakon fiksacije, uradena je dehidratacija tkiva u
30% rastvoru saharoze koji je pripremljen u dva puta razblaZzenom rastvoru 0,2 M PB
pH 7,4 kako bi se sprecilo formiranje kristala leda u tkivu prilikom zamrzavanja mozga.
Nakon spusStanja mozga na dno posude, tkivo je zamrznuto na -80°C do dalje upotrebe.
Mozak je zatim iseCen na koronalne preseke debljine 30 pum upotrebom kriostata
(CM1850, Leica Microsystems, Wetzlar, Nemacka) na temperaturi -25°C. Preseci su
nanoSeni na Superfrost Plus mikroskopske ploc¢ice (Manzel-Glasser, Nemacka) i1 cuvani

na 4°C do dalje upotrebe.
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3.7.2 Fluorescentno obelezavanje moZdanih preseka

Za detekciju 1 lokalizaciju antigena u mozdanim presecima koriS¢ena je metoda
indirektne imunofluorescence $to podrazumeva upotrebu neobeleZenog antitela koje je
specificno za ispitivani antigen (primarno antitelo) za koje se zatim vezuje
anti-imunoglobulinsko antitelo obeleZeno fluorescentnom bojom (sekundarno antitelo).
Kompleks antigen - primarno antitelo - sekundarno antitelo - fluorescentna boja
fluorescira i moze se posmatrati pod mikroskopom nakon ekscitacije fluorescentne boje
svetlos¢u odgovarajuce talasne duzine. Pre fluorescentog obelezavanja, mozdani preseci
su ostavljeni 10 minuta na sobnoj temperaturi da se temperiraju, a zatim su rehidratisani
3 puta po 10 min u 0,01 M PBS. Zatim je radeno blokiranje preseka u rastvoru koji je
sadrzao 5% kozji ili magare¢i serum 1 0,2% Triton X-100 rastvorene u 0,01 M PBS
45 min na sobnoj temperaturi. Vrsta seruma je birana tako da uvek bude iz iste vrste iz
koje su izolovana i sekundarna antitela. Blokiranjem su spreCene nespecifi¢ne
interakcije antitela sa tkivom ¢ime je smanjena moguénost dobijanja lazno pozitivnih
rezultata. Preseci su dodatno inkubirani 15 min u rastvoru streptavidina i 15 min u
rastvoru biotina (streptavidin-biotin blocking kit, Vector Laboratories) kako bi se
blokirali endogeni biotin, proteini koji vezuju biotin, lektini, kao i ostale nespecifi¢ne
supstance u tkivu. Izmedu dva perioda inkubacije, preseci su isprani u 0,01 M PBS.
Zatim je na preseke nanoSen rastvor koji sadrzi odgovaraju¢e primarno antitelo,
1% kozji ili magare¢i serum 1 0,02% Triton X-100 u 0,01M PBS. Koris¢ena su slede¢a
primarna antitela:

e ze¢je antitelo na tenascin-C (TnC, 1:100, AbDSerotec, Nemacka)

e zefje antitelo na vezikularni transporter GABA neurotransmitera (VGAT, 1:500,
Invitrogen, SAD); marker inhibitornih presinaptickih zavrSetaka.

e zecje antitelo na vezikularni glutamatni transporter 2 (VGlut-2, 1:1000, Sigma
Aldrich, Nemacka) ili antitelo na VGlut-2 izolovano iz morskog praseta (1:500,
Synaptic Systems, Goettingen, Nemacka); marker ekscitatornih presinapti¢kih
zavrsetaka.

e zeCje antitelo na protein koji vezuje kalcijum, kalbindin D-28K (CaBP, 1:1000,

Sigma Aldrich, Nemacka); kalbindin D-28K se esprimira u celijskim telima,
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jedrima, dendritima i aksonima Purkinje neurona malog mozga i predstavlja

specifican marker ovih ¢elija u malom mozgu.

Za histohemijsko bojenje perineuronalnih mreza koriséen je biotiniziran lektin
izolovan iz biljke Wisteria floribunda (Wisteria floribunda aglutinin, WFA, 1:200,
2 ug/ml, Sigma Aldrich, Nemacka) koji se vezuje za N-acetilgalaktozamiske ostatke na
hondroitin sulfat proteoglikanima, glavnim komponentama perineuronalnih mreza. Za
bojenje neurona koris¢ena je NeuroTrace fluorescentna Nissl boja 640/660 (1:100,
Invitrogen, Molecular Probes), koja se vezuje za Nislovu supstancu koju c¢ine
poliribozomi i granulisani endoplazmati¢ni retikulum, a nalazi se u Celijskim telima i
dendritima neurona.

Preseci su inkubirani u rastvoru primarnih antitela i WFA preko no¢i na 4°C u
vlaznoj atmosferi kako bi se sprecilo isparavanje rastvora i susenje preseka. Preseci su
ispirani tri puta po 10 min da bi se uklonilo primarno antitelo koje se nije vezalo, a
zatim su inkubirani sa odgovaraju¢im fluorescentno obelezenim sekundarnim antitelima
razblazenim u 0,01 M PBS 2,5 h na sobnoj temperaturi u mraku i vlaznoj atmosferi.
Kori$¢ena su sledeca sekundarna antitela (sva: 1:200, Invitrogen, SAD):

e Kozje antitelo na proteine zeca, Alexa Fluor 488
e Kozje antitelo na proteine zeca, Alexa Fluor 555
e Kaozje antitelo na proteine zeca, Alexa Fluor 633
e Magarece antitelo na proteine zeca, Alexa Fluor 488
e Magarece antitelo na proteine zeca, Alexa Fluor 555

e Magarece antitelo na proteine morskog praseta, Alexa Fluor 647

Za vizuelizaciju WFA koris¢en je streptavidin obelezen sa Alexa Fluor 488 (1:200,
Invitrogen, SAD) ili sa Alexa Fluor 555 (1:500, Invitrogen, SAD).

Preseci su zatim ispirani 5 puta po 5 min u 0,01 M PBS kako bi se uklonilo
sekundarno antitelo koje se nije vezalo, nakon ¢ega je nanosen medijum za odrzavanje
fluorescencije i lepljenje pokrovnih stakala, Mowiol (Sigma Aldrich). Za negativnu
kontrolu bojenja primarna antitela su izostavljena. U svakoj seriji imunohistohemijskog

bojenja koriS¢eni su preseci iz svih eksperimentalnih grupa.
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3.8 Konfokalna mikroskopija

Fluorescentno obeleZeni preseci su snimani na LSM 510 Axioskop 2 FS mot
kofokalnom laserskom skeniraju¢em mikroskopu (Carl Zeiss, GmbH, Jena, Nemacka)
uz upotrebu slede¢ih objektiva: A-Plan 10x/0.25, Plan-Neofluar 20x/0.5 i
Plan-Apochromat 63x/1.4 Qil DIC. Za ekscitaciju su koriS¢ene ekscitacione linije
488 nm argonskog lasera, kao i 543 nm i 633 nm helijum-neonskog lasera. Emisiona
svetlost je razdvajana u razli¢ite kanale upotrebom NFT 545 dihroi¢nog ogledala koje
reflektuje svetlost talasne duzine manje od 545 nm u jednu detekcionu jedinicu, a u
drugu propusta svetlost vecih talasnih duzina. Potpuno razdvajanje emisione svetlosti
zelenog dela spektra je postignuto uskopojasnim filterom BP 505-530, crvenog dela
spektra Sirokopropusnim filterom LP 585, a daleko crvenog dela spektra
sirokopropusnim filterom LP 650. Prilikom snimanja koris¢ena je opcija ,,Z-stack”
(Z-stog) radi dobijanja trodimenzionalne slike posmatranog tkiva i detaljnije analize
interakcije signala. PodeSavanja koja uti€u na intenzitet signala kao $to su intenzitet
lasera, debljina opti¢kog preseka i osetljivost detektora su odrzavana konstantnim
tokom snimanja. Snimanje je radeno u jednokanalnoj ili visekanalnoj konfiguraciji sa

rezolucijom 2048 x 2048 piksela.

3.9 Analiza fluorescentnog signala
3.9.1 Kvantifikacija intenziteta 1SZ i WFA signala

Nakon kombinovanja ISZ i histohemijskog bojenja za WFA na presecima u
nivou bo¢nih dubokih jedara (n. dentatus) malog mozga dobijenih iz TnC+/+ i TnC-/-
miseva gajenih u SS i OS 8 nedelja, pracena je aktivnost zelatinaza, MMP-2 i MMP-9,
kao i zastupljenost PNM. Srednji intenzitet piksela oba signala je analiziran na
konfokalnim slikama koje su dobijene pomocu objektiva Plan-Neofluar 20x/0.5.
Pozadinski signal je uklonjen sa svake slike na osnovu srednje vrednosti intenziteta
piksela u beloj masi koja okruzuje duboka jedra malog mozga. Analiza je uradena u

osnovnom softverskom paketu konfokalnog mikroskopa LSM 510 verzija 3.2.
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3.9.2 Kvantifikacija kolokalizacije 1SZ i WFA signala

Analiza kolokalizacije ISZ 1 WFA signala je uradena na 3D snimcima koji su
napravljeni na mozdanim presecima u nivou nh. dentatus TnC+/+ i TnC-/- miseva
gajenih u SS i OS 8 nedelja upotrebom objektiva Plan-Apochromat 63x/1.4 QOil DIC. Iz
serije optickih preseka debljine 0,66 um za analizu je izabran presek sa najvecim
intenziteotm WFA signala, kao i po tri preseka iznad i ispod njega. Na presecima je
pracen koeficijent kolokalizacije izrazen kao procenat piksela WFA signala koji
kolokalizuju sa pikselima ISZ signala. Pozadinski signal je uklonjen sa svake slike na
osnovu srednje vrednosti intenziteta piksela u neobojenim delovima slike. Vrednosti
koje su dobijene sa 7 optickih preseka po snimku su usrednjene i koriS¢ene za dalju
statisticku obradu. Analiza kolokalizacije je uradena u osnovnom softverskom paketu

konfokalnog mikroskopa LSM 510 verzija 3.2.

3.9.3 Kvantifikacija ISZ signala u jedrima i vancelijskom prostoru

U cilju razdvajanja vancelijskog i unutarcelijskog ISZ signala na konfokalnim
snimcima dobijenim u nivou n. dentatus TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS i OS
8 nedelja, uradena je dodatna analiza u ImageJ softveru. Nakon obelezavanja svih jedara
na slici kao regione od interesa (ROI), pracen je intenzitet ISZ signala u jedrima celija.
Medutim, za kvantifikaciju intenziteta vancelijskog ISZ signala bilo je neophodno
napraviti tzv. masku koja je sadrzala sve prethodno obelezene ROI. Kopiranjem maske
na originalnu konfokalnu sliku, unutracelijski signal je bio iskljuCen iz dalje analize a
dobijena vrednost za srednji intenzitet 1SZ signala je predstavljala 1SZ signal iz
vancelijskog prostora. Pozadinski signal je uklonjen sa svake slike na osnovu srednje
vrednosti intenziteta piksela u neobojenim delovima slike. Analiza 1SZ signala u
citoplazmi je pokazala da je fluorescencija u ovom C¢elijskom odeljku bila u nivou
pozadinskog signala, tako da je on isklju¢en iz analize prilikom uklanjanja pozadinskog

signala.
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3.9.4 Kvantifikacija 1SZ signala unutar tela Purkinje neurona

Nivo aktivnosti MMP-2 i MMP-9 unutar Purkinje neurona je prac¢en nakon
kombinovanja 1SZ i imunohistohemijskog bojenja na presecima malog mozga
dobijenim iz TnC+/+ 1 TnC-/- miSeva gajenih u SS 1 OS 8 nedelja. Intenzitet ISZ signala
je analiziran na konfokalnim slikama koje su dobijene pomocu objektiva
Plan-Neofluar 20x/0.5. ISZ signal unutar CaBP-pozitivnih Purkinje neurona iz
ansiformnog reznja kore malog mozga, Ciji se aksoni projektuju direktno na n. dentatus,
je oznacavan kao region od interesa (ROI). Nakon uklanjanja pozadinskog signala koji
je odreden na osnovu srednje vrednosti intenziteta piksela u molekularnom sloju kore
malog mozga, pracena je srednja vrednost intenziteta piksela ISZ signala za svaku sliku.
Analiza signala je uradena u osnovnom softverskom paketu konfokalnog mikroskopa

LSM 510 verzija 3.2.

3.9.5 Kvantifikacija gustine i veli¢ine presinaptickih zavrSetaka

Analiza gustine (broj zavrsetaka/mm?) i veli¢ine (um?) presinaptickih zavrsetaka
obeleZenih sa antitelima na VGlut-2, VGAT 1 CaBP je radena na konfokalnim slikama
dobijenim iz mozdanih preseka u nivou n. dentatus malog mozga TnC+/+ i TnC-/-
miseva, kao i MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSeva gajenih u SS i OS 8 nedelja. Konfokalne
slike su snimljene upotrebom objektiva Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC. Analiza je
uradena u ImagelJ softveru koris$¢enjem funkcije Analyze particles. Nakon uklanjanja
pozadinskog signala i odredivanja optimalnog opsega za veli¢inu 1 cirkularnost
presinapti¢kih zavrietaka, pracena je gustina, odnosno broj tataka po mm? slike. Kako
bi se dobila prosecna vrednost veliCine presinaptickih zavrSetaka najpre je analizirana
prosecna vrednost broja piksela po presinaptickom zavrSetku, nakon ¢ega je ta vrednost
pomnoZena sa povrsinom jednog piksela izrazenom u um? Povriina jednog piksela je
dobijena deljenjem ukupne povrSine slike sa ukupnim brojem piksela koji je bio
odreden rezolucijom slike. Za statisticku analizu kako gustine tako 1 veli¢ine
presinaptickih zavrSetaka koriS¢ene su prosecne vrednosti dobijene na osnovu tri snimka

po jedru.
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3.10 Merenje ponasanja

Ponasanje TnC+/+ i TnC-/- miSeva je praceno nakon gajenja u SS i OS
8 nedelja. Eksperimentalni dizajn i baterija testova su prikazani na Slici 11. Nedelju
dana pre pocetka testiranja sve zivotinje su proSle period habituacije na prisustvo
cksperimentatora. Testiranje je radeno u toku svetle faze (14:00 — 18:00 h), izuzev
spontane no¢ne aktivnosti koja je pracena u periodu od 20:00 — 08:00 h. Baterija testova
je uradena na 60 Zzivotinja (15 Zivotinja/grupi) u dve uzastopne serije. Druga serija
testiranja (8 zivotinja/grupi) je pocela dve nedelje nakon zavrSetka prve serije
(7 zivotinja/grupi). U toku testiranja uvek je uzimana naizmeni¢no po jedna zivotinja iz
svake eksperimentalne grupe. Moguénost meSanja zivotinja iz razlicitih
eksperimentalnih grupa je izbegnuta tetoviranjem odgovarajuéeg broja na rep zZivotinje.
Tetoviranje je uradeno u drugoj postnatalnoj nedelji, pre genotipizacije Zzivotinja.
Telesna masa Zivotinja je pracena jednom nedeljno u toku testiranja. Aparatura je
¢is¢ena nakon testiranja svake Zivotinje (Mer-Clean) kako tragovi defekacije i urina ne

bi uticali na analizirane parametre.

Gajenje TnC+/+ i TnC-/-
misSevi u S8 ili OS

Baterija
testova
ss
i + ) } _ Postnatalna nedelja
0 3 -7 1 16~
rom_.--" g
_-7 A% VI VII VIII o
=———t } } t 1 Dani
1234 6 10 15 24 31
I Neuroloski testovi \'% Rota-rod test
I Test odrZzavanja na Zici VI Test otvorenog polja
I Test silaZenja sa platforme VII | Spontana noéna aktivnost
v Test hodanja po gredi VIII | Morisov vodeni lavirint

Slika 11. Sematski prikaz eksprimentalnog dizajna merenja ponasanja. Na gornjoj skali se moze
videti da su TnC+/+ i TnC-/- miSevi gajeni u SS i OS u periodu izmedu 3. i 16. nedelje starosti,
dok je baterija testova uradena u priodu izmedu 11. i 16. postnatalne nedelje. Na donjoj skali je
prikazan redosled izvodenja testova po danima. Pojedinacni testovi su oznaCeni rimskim
brojevima.
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3.10.1 Neuroloski testovi

U cilju ispitivanja da li zivotinje poseduju izvesne neuroloske poremecaje koji bi
mogli negativno da uti¢u na odgovor u ostalim testovima ponaSanja, uradena je grupa

neuroloskih testova na pocetku i na kraju baterije testova (Slika 11).

Refleks spajanja zadnjih ekstremiteta: Zivotinja je podignuta na ~10 cm od podloge
tako Sto je drzana za srediSnji deo repa. Skala od 0-3 je koriS¢ena da se proceni odgovor
zivotinje: 0 oznacava normalan odgovor i maksimalno raSirene zadnje ekstremitete, 1 da
su zadnji ekstremiteti priblizeni jedan drugom, 2 da se ekstremiteti dodiruju, dok se
ocena 3 dodeljuje zivotinjama sa teskim neuroloskim poremecajima, kod kojih su zadnji

ekstremiteti preklopljeni.

Vizuelni refleks: Zivotinja se uhvati za sredisnji deo repa i postepeno priblizava tamnoj
povrsini (ivica stola) tako da joj ona bude u nivou njuske i oc¢iju, ali da je ne dodiruje.
Ukoliko zivotinja pruza prednje ekstremitete ka tamnoj povSini i tezi da se osloni na
nju, takav odgovor je smatran kao normalan, dok u suprotnom, zivotinja ima oSte¢enje

¢ula vida.

Geotaksija: Zivotinja se stavlja na stiropornu plo¢u dimenzija 20 x 40 cm, pri ¢emu se
ona izdize od podloge i1 postavlja pod uglom od 45°. Glava Zivotinje treba da bude
okrenuta ka podlozi. Normalan odgovor Zivotinje je smatran ako se ona okrene i krece
ka viSem kraju stiropora, odnosno suprotno od sile Zemljine teze (negativna geotaksija).
Ukoliko se Zivotinja kre¢e u pravcu sile Zemljine teZe (pozitivna geotaksija), moZe se
smatrati da ima odredenih neuroloskih oSteenja. Maksimalno vreme testitanja po

Zivotinji iznosilo je 3 min.

Refleks uspravljanja: Zivotinja se stavlja na Zi¢anu mrezu, nakon ¢ega se mreza okrece
tako da Zivotinja ledima bude okrenuta ka podlozi. Normalan odgovor Zivotinje je da se
u kratkom vremeskom periodu otkaci od Zice 1 stane sa sva Cetiri ekstremiteta na cvrstu
povrsinu stola. U slu¢aju da ima narusene neuroloske funkcije 1 poremeca; rada

vestibularnog sistema, zivotinja ¢e imati poteSkoce da izvede ovaj refleks.
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3.10.2 Test odrZzavanja na Zici

Izdrzljivost 1 miSi¢na snaga prednjih ekstremiteta kod Zivotinja je testirana tako
Sto je zivotinja stavljana na zi¢anu mrezu prikacenu za kutiju od providnog pleksiglasa
dimenzija 20 x 20 cm (Paylor et al., 1998; Mocholi et al., 2011). Nakon obrtanja kutije
tako da zivotinja visi zakaCena za mrezu, pracena je latencija do pada sa zice U toku
3 min. Sve zivotinje su imale ukupno po tri pokusaja, pri ¢emu oni nisu bili uzastopni,
ve¢ je naredni pokuSaj zapocet tek nakon testiranja svih Zivotinja iz sve Cetiri

eksperimentalne grupe.

3.10.3 Test silazenja sa platforme

Kako bi bio ispitan stepen akrofobije kod Zivotinja, odnosno strah od visine,
Zivotinja je u osvetljenoj prostoriji stavljana na sredi$nji deo platforme dimenzija
10 x 8 cm koja je bila izdignuta ~6 cm od podloge (Sakic et al., 1994). Merena je
latencija, odnosno vreme koje protekne do momenta kada zivotinja side sa platforme i
spusti sva Cetiri ekstremiteta na tamnu povrsinu stola na kojem se nalazila platforma.

Maksimalno vreme testitanja po zivotinji iznosilo je 5 min.

3.10.4 Test hodanja po gredi

Senzomotorna koordinacija zivotinja je procenjena pomocu testa hodanja po
gredi (Dean et al., 1981). Test je podrazumevao da se svaka Zivotinja prvog dana
testiranja nauci da hoda po horizontalnoj gredi, dok je drugog dana radeno testiranje.
Aparatura, koja je bila postavljena na nosace tako da bude na visini ~70 cm od podloge,
se sastojala od: 1) polazne platforme dimenzija 6 x 4 cm pored koje je bila postavljena
svetlosna lampa, 2) grede od providnog pleksiglasa (duzina 72,5 x Sirina 0,8 x visina 1,2
cm) 1 3) skloniSta. Prvog dana Zivotinja je imala 3 pokuSaja da ude u skloniste ali sa
razli¢itih pogetnih pozicija na aparaturi. Zivotinja je prvo stavljana na sam kraj grede
tako da ima vrlo brz pristup sklonistu, zatim na sredinu grede, dok je pri poslednjem
pokusaju Zivotinja stavljana na polaznu platformu koja se nalazila na suprotnom kraju

grede od skloniSta. S obzirom na to da je polazna platforma anksiogena sredina za
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zivotinju zbog prisustva jakog osvetljenja, oCekivano je da ona relativno brzo prede
gredu kako bi stigla do sklonista. Drugog dana testiranja, zivotinja je odmah stavljana
na polaznu platformu pri ¢emu je pracena latencija do pocetka prelaska grede (vreme
koje zivotinja provede na platformi dok ne krene da prelazi gredu), vreme prelaska
grede, kao i broj proklizavanja prednjih i zadnjih ektremiteta tokom prelaska grede.
Svaka Zivotinja je u toku testiranja snimana video kamerom (Panasonic, SDR-H288)

tako da su svi navedeni parametri mereni na usporenom video snimku.

3.10.5 ”Rota-rod” test (rotirajudi cilindar)

Kako bi kod Zivotinja bila procenjena sposobnost senzomotornog uc¢enja (Jones i
Roberts, 1968), uraden je “Rota-rod” test (Ugo Basile S.R.L., Comerio VA, Italija) u
trajanju od 4 dana, pri ¢emu je svaka zivotinja imala tri pokuSaja u jednom danu.
Trajanje jednog pokusSaja je bilo ograni¢eno na 5 min. Rotirajuéi cilindar (R=3 cm,
postavljen na visini od 16 cm) se okretao konstantnom brzinom od 16 rotacija po
minuti. Istovremeno je testirano 4 Zivotinje (po jedna zivotinja iz svake eksperimentalne
grupe). Merena je latencija do pada, odnosno vreme koje je Zivotinja provela na

rotiraju¢em cilindru pre pada.

3.10.6 Test otvorenog polja

Kako bi kod Zivotinja bio ispitan nivo agorafobije (strah od otvorenog prostora),
uraden je test otvorenog polja (Denenberg, 1969; Walsh i Cummins, 1976). Bez
prethodne habituacije na eksperimentalne uslove, zivotinja je stavljena u arenu (drvena
kutija sa podlogom od sivog pleksiglasa, povrsine 1 m? i visinine 0,5 m), nakon &ega je
pracena njena lokomotorna aktivnost u periodu od 20 min. U toku testiranja,
eksperimentalna prostorija je bila osvetljena neonskim svetlom. PonaSanje Zivotinja je
snimano kamerom (Microsoft DV Camera and VCR), dok su u ANY-maze softveru
(ANY-maze Video Tracking System software, Stoelting CO., Wood Dale, IL, SAD)
praceni sledec¢i parametri: ukupna predena distanca, broj propinjanja zivotinje na zid

arene, vreme provedeno u tigmotaksi¢noj zoni (15 cm od zida arene), vreme provedeno
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u mirovanju, latencija ulaska zivotinje u centralnu zonu (70 x 70 c¢cm), broj ulazaka u

centralnu zonu, ukupno vreme provedeno u toj zoni i predena distanca.

3.10.7 Spontana noéna aktivnost

Bez prethodne habituacije, pracena je spontana noéna aktivnost zivotinja u
otvorenom kavezu od belog pleksiglasa (duzina 40 x Sirina 25 x visina 60 cm) u periodu
od 20:00-8:00 h. Na dno kaveza je posut tanak sloj piljevine, dok je u jedan ugao
stavljen briket hrane, a u drugi posuda sa vodom. Istovremeno je merena spontana
lokomotorna aktivnost 4 zivotinje u 4 razli¢ita kaveza. U svakom kavezu je bila po
jedna Zivotinja iz razlicite eksperimentalne grupe, a raspored Zivotinja po kavezima je
nasumi¢no odreden pre pocCetka merenja. Eksperimentalna prostorija je bila osvetljena
tamno-crvenim svetlom (~20 Ix) kako bi bilo omoguceno prac¢enje ponasanje zivotinja i
pravljenje video zapisa pomocu kamere (Microsoft DV Camera and VCR). Ukupna

predena distanca je analizirana u ANY-maze softveru (Stoelting CO., SAD).

3.10.8 Morisov vodeni lavirint

Morisov vodeni lavirint je test koji se radi kako bi se procenila sposobnost
prostornog ucenja i paméenja kod laboratorijskih zivotinja (Kapadia et al., 2016).
Protokol se sastojao iz 5 faza koje su bile rasporedene u toku 8 dana (Marchese et al.,
2014). Svaka zivotinja je imala 4 pokuSaja po danu, pri ¢emu je svaki pokusaj bio
ograni¢en na 2 min. U toku testiranja je kori§¢ena platforma od providnog pleksiglasa
(R=15 cm), dok je kruzni bazen (bele boje, R= 170 cm 1 dubine 50 cm) punjen Cistom
vodom (~23°C) do visine od 30 cm svaki dan. Eksperimentalna prostorija je posedovala
razli¢ite orjentire ¢ija pozicija nije menjana u toku testiranja. Kako bi refleksija vode
bila §to manja i kako bi ponaSanje zivotinje bilo adekvatno snimljeno, prostorija je u
toku testiranja bila osvetljena belim difuznim svetlom. Zivotinja je lagano spustana uz
unutrasnji zid bazena pri ¢emu su pocetne pozicije za 4 pokusaja odredene na osnovu 4
strane sveta. Redosled pocetnih pozicija za svaki dan je bio nasumi¢no odreden pre

pocetka testiranja. Nakon pronalazenja platforme, Zivotinja je ostavljana 60s na
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platformi kako bi formirala prostorne mape. Eksperimentator je navodio rukom

zivotinju do platforme ukoliko ona sama nije mogla da je pronade u toku 2 min.

Protokol za testiranje Zivotinja u Morisovom vodenom lavirintu se sastojao iz slede¢ih

faza:
1)

2)

3)

4)

5)

Prvog dana testiranja platforma se nalazila iznad nivoa vode. Na platformu je
bio postavljen objekat tamne boje kako bi bila $to uoéljivija. Na taj nacin
zvotinji je omogucéeno da nauci da se na odredenom mestu u bazenu nalazi
platforma na koju moze da se popne, pri ¢emu je smanjena mogucénost da
zivotinja provodi vreme plutaju¢i u tigmotaksi¢noj zoni $to bi moglo negativno
da utiCe na rezultate testiranja. U toku prvog dana testa je analizirana
senzomotorna sposobnost zivotinje, odnosno ostrina vida i sposobnost plivanja.
Naredna Cetiri dana platforma je bila na istom mestu, ali 0,5 cm ispod nivoa
vode pri ¢emu je pracena sposobnost prostornog u¢enja i pamcenja.

Petog dana testiranja platforma je bila uklonjena iz bazena. U toku prvog
pokusaja je prac¢eno koliko zivotinja provodi vremena u kvadrantu u kome se
prethodnih dana nalazila platforma, kao i koju strategiju Kkoristi za njeno
pronalaZzenje. Ukoliko je zivotinja formirala prostornu mapu na osnovu razlicitih
orjentira u prostoru, koristi¢e prostornu strategiju. Medutim, postoje jos
najmanje dve strategije koje Zivotinja moze da upotrebi: praxis strategija - kada
zivotinja uéi taéno odredenu putanju na osnovu koje dolazi do platforme i taxis
strategija - kada se oslanja na specifiéni vizuelni stimulus (platforma) koji se
nalazi u njenoj neposrednoj blizini. Ako Zivotinja koristi prvu strategiju, ocekuje
se da provede veci deo vremena u kvadrantu gde je nekad bila platforma, $to nije
slucaj sa druge dve strategije. U toku preostala tri pokuSaja, praceno je
postepeno slabljenje odgovora.

Kako bi se ispitala ,.kognitivna fleksibilnost”, odnosno sposobnost Zivotinje da
potisne stare 1 formira nove prostorne mape, sedmog dana testiranaja radena su 4
reverzna pokusaja u kojima je platforma bila vidljiva, ali postavljena u suprotni
kvadrant bazena.

Osmog dana testiranja platforma je takode bila u suprotnom kvadrantu bazena,

ali 0,5 cm ispod nivoa vode kako bi se pratili efekti proaktivne inhibicije,
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odnosno da li prethodno nauceni odgovor otezava ucenje novog odgovora i

formiranje novih prostornih mapa.

Ponasanje Zivotinja je sve vreme testiranja snimano kamerom (Axis 212 PTZ Network
Camera), dok su u ANY-maze softveru (Stoelting CO., SAD) analizirani slede¢i
parametri: latencija nalaZzenja platforme, odnosno vreme koje protekne dok zivotinja ne
pronade platformu, predena distanca, brzina plivanja i vreme provedeno u
tigmotaksicnoj zoni. U toku 6. dana testiranja je praceno vreme koje je zivotinja provela

u ciljnom kvatrantnu.

3.11 Statisticka obrada podataka

Podaci su analizirani u SigmaPlot 11 (Systat Software, Bangalore, Indija) ili
SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, SAD) softveru. Pre obrade analizom varijanse, podaci
su testirani na homogenost i norminu raspodelu. Analiza varijanse (ANOVA) je
koriS¢ena za ispitivanje efekata dva nezavisna faktora, genotipa i sredine, dok su
prilikom analize odredenih testova ponaSanja vremenski interval, pokuSaj i dan
predstavljali zavisne faktore varijabilnosti unutar grupe. Razlike izmedu
eksperimentalnih grupa su ispitane Holm-Sidak post hoc testom. Za poredenje dve
grupe u slucajevima kada podaci nisu prolazili normalnu raspodelu koris¢en je
neparametrijski Mann-Whitney test. Pirsonovom 1 Spirmanovom Kkorelacijom je
ispitivan odnos izmedu dva parametra. Kako bi se ispitalo da li telesna masa Zivotinja
uti¢e na latenciju do pada u testu odrzavanja na zici i brzinu plivanja u Morisovom
vodenom lavirintu, uradena je analiza kovarijanse (ANCOVA) sa telesnom masom kao
kovarijablom. Za analizu razlika izmedu grupa u proporciji miSeva koji pokazuju
odredeni tip ponasSanja prilikom ispitivanja refleksa spajanja zadnjih ekstremiteta
koris¢en je A2 test. Podaci koji su imali vrednost p < 0,05 su smatrani statisticki
znacajno  razliCitim.  Rezultati su  predstavljeni  graficki kao  srednja
vrednost + standardna greska. Graficki prikaz rezultata je uraden pomocéu programa

SigmaPlot 11 ili GraphPad Prism 6.01.
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4. REZULTATI

4.1 Genotipizacija eksperimentalnih Zivotinja

Pre zapocinjanja eksperimenata, genotip zivotinja dobijenih iz heterozigotnog
ukrstanja je odreden PCR metodom. Ukoliko je u genomskoj DNK prisutan mutiran gen
za TnC, na gelu se detektuje traka od 225 bp, dok genomska DNK divljeg soja pokazuje
traku od 461 bp. S obzirom da genomska DNK heterozigotnih jedinki poseduje oba
alela, na gelu se detektuju obe trake (Slika 12). Heterozigotne jedinke nisu koriS¢ene u

eksperimentima.
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Slika 12. Genotipizacija TnC+/+ i TnC-/- Zivotinja primenom PCR metode. Primer detektovanih
traka na agaroznom gelu. Fragmenti DNK od 225 baznih parova (bp) odgovaraju homozigotnim
jedinkama koje poseduju oba mutirana alela (-/-), dok fragmenti DNK od 461 bp odgovaraju
homozigotnim jedinkama divljeg soja (+/+). Heterozigotna jedinka (+/-) poseduje obe trake na
gelu. K (-/-) i K (+/+) - pozitivne kontrole reakcije; H.O — kontrola PCR reakcije.

bp A4 A - - - -y s -y - 4+ K{H) HO

15007

1000 ‘

ggg: ‘e GED GEP ee- gGED e - e =

200—
100—

Slika 13. Genotipizacija MMP-9+/+ i MMP-9-/- zivotinja primenom PCR metode. Primer
detektovanih traka na agaroznom gelu. Fragmenti DNK od 450 baznih parova (bp) odgovaraju
homozigotnim jedinkama koje poseduju oba mutirana alela (-/-), dok fragmenti DNK od 300 bp
odgovaraju homozigotnim jedinkama divljeg soja (+/+). Heterozigotne jedinke (+/-) poseduju
obe trake na gelu. K (+/-) - pozitivna kontrola reakcije; H.O — kontrola PCR reakcije.
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Ukoliko je u genomskoj DNK prisutan mutiran gen za MMP-9, na gelu se detektuje
traka od 450 bp, dok genomska DNK divljeg soja pokazuje traku od 300 bp (Slika 13).
Pojavljivanje obe trake na gelu ukazuje da se radi o heterozigotnoj jedinci i takve

jedinke nisu koris¢ene u eksperimentima.
4.2 Distribucija tenascina-C u n. dentatus

Kako bismo ispitali lokalizaciju TnC u n. dentatus, kao i njegovu distribuciju u
odnosu na PNM, uradeno je dvostuko bojenje TnC, antitelom na TnC, i PNM, lektinom
WFA. Kori§¢eni su mozdani preseci miSeva divljeg soja (TnC+/+) 1 miSeva sa
nedostatkom TnC (TnC-/-) kao negativna kontrola bojenja TnC. Zivotinje su odgajane u
standardnim uslovima, a u trenutku dekapitacije bile su stare 3 meseca. Na Slici 14 se
moze uotiti da TnC ima uglavnom difuznu distribuciju u VCM. Medutim, belim
strelicama su naznacena mesta bliskog kontakta TnC 1 PNM koja su takode uocena.
TnC imunoreaktivnost nije uocena kod TnC-/- miseva, ¢ime je i potvrdena specifi¢nost

kori$¢enog antitela.

TnC +/+ TnC -/-

Slika 14. Lokalizacija TnC u n.dentatus. Konfokalne slike dobijene nakon fluorescentnog
obelezavanja mozdanih preseka 3 mesesa starih TnC+/+ (levo) i TnC-/- (desno) miSeva
antitelom na TnC (zeleno) i lektinom WFA (crveno), markerom PNM. Belim strelicama su
naznacena mesta bliskog kontakta TnC i PNM. Kalibraciona oznaka iznosi 100 pm.
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4.3 Distribucija tenascina-C u kori malog mozga

Pored distribucije TnC u n. dentatus, ispitana je i njegova lokalizacija u kori
malog mozga. Nakon trostrukog bojenja sa antitelom na TnC, lektinom WFA i
NeuroTrace bojom koja predstavlja neuronalni marker i samim tim omogucéava
vizuelizaciju topografije kore malog mozga, ustanovljeno je da se TnC najve¢im delom
nalazi u molekularnom sloju TnC+/+ misSeva, dok su hondroitin sulfat proteoglikani,
molekuli VCM obojeni lektinom WFA, uglavnom difuzno rasporedeni u granularnom i
molekularnom sloju 1 ne formiraju kondenzovane strukture PNM (Slika 15).
Imunoreaktivnost na TnC nije uo¢ena kod TnC-/- miseva ¢ime je potvrdena specifi¢nost
koris¢enog antitela. MiSevi oba genotipa su bili starosti 3 meseca i odgajani su u

standardnim laboratorijskim uslovima.

TnC +/+ TnC -/-

TnC
GS
MS
PN

Slika 15. Lokalizacija TnC u kori malog mozga. Konfokalne slike dobijene nakon
fluorescentnog obelezavanja mozdanih preseka 3 mesesa starih TnC+/+ (desno) i TnC-/- (levo)
miseva antitelom na TnC (zeleno), lektinom WFA (crveno) i NeuroTrace bojom (plavo). Na
snimcma u gornjem redu je prikazana kora malog mozga (deo ansiformnog reznja) na kojoj se
mogu videti granularni sloj (GS), sloj Purkinje neurona (PN) i molekularni sloj (MS), dok je na
snimcima u donjem redu prikazan samo molekularni sloj snimljen na vecem uveli¢anju.
Kalibracione oznake iznose 50 pum (gore) i 20 um (dole).
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4.4 Izmenjena strukturna plasti¢nost u n. dentatus kod TnC-/-
miSeva nakon izlaganja obogacenoj sredini 8 nedelja

Kako bismo ispitali ulogu TnC u strukturnoj plasti¢nosti, TnC+/+ i TnC-/-
miSevi su izlagani obogacenoj sredini (OS) 8 nedelja, poCevsi od 3. nedelje starosti
(Slika 10). Kao kontrola uslova gajenja, oba genotipa su paralelno gajena i u
standardnoj sredini (SS). Nakon histohemijskog bojenja sa WFA, markerom PNM, i in
situ zimografije (ISZ) sa supstratom za MMP enzime iz podfamilije Zelatinaza, MMP-2
i MMP-9, uradena je kvantifikacija srednje vrednosti intenziteta oba signala.
Dvofaktorskom analizom varijanse je ustanovljeno da na razvijenost PNM, kao i na
aktivnost MMP-2 i MMP-9 enzima, uti¢u oba nezavisna faktora, genotip i sredina u
kojoj su zivotinje odgajane, kao i njihova interakcija (Tabela 7). Prisustvo interakcije
dva faktora ukazuje da efekat genotipa na intenzitet WFA ili I1SZ signala zavisi od

efekta sredine, i obrnuto.

Tabela 7. Statisticki parametri nakon dvofaktorske analize varijanse za relativni
intenzitet WFA i ISZ signala

WEFA ISZ
F1,102 p Fi3s p
Genotip 22,514 < 0,001 43,558 < 0,001
Sredina 74,507 < 0,001 12,616 0,001
Interakcija 185,526 < 0,001 4,989 0,031

Post hoc analizom je pokazano da TnC-/- misevi, odgajani u SS, imaju slabiji relativni
intenzitet WFA signala u odnosu na TnC+/+ miSeve koji su odgajani u istim uslovima
(Slika 16al,cl, f; p < 0,001). S druge strane, pokazano je da OS dovodi do znacajnog
smanjenja intenziteta WFA signala kod TnC+/+ miseva (Slika 16bl, f; p < 0,001), dok
je, pak, kod TnC-/- miseva uo¢eno povecanje ovog signala (Slika 16d1, f; p < 0,001).
Ovi rezultati ukazuju da TnC ima vaznu ulogu u remodelovanju PNM koje se javlja

usled povecane plasti¢nosti mozga nakon izlaganja zivotinja OS.
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Slika 16. PNM i MMP aktivnost u n. dentatus nakon izlaganja TnC+/+ i TnC-/- miSeva SS i OS
8 nedelja. a-d>) Konfokalne slike dobijene nakon fluorescentnog obelezavanja PNM lektinom
WFA (crveno) i in situ zimografije (ISZ, zeleno) u kojoj je koris¢en Zelatin sa svojstvom
fluorescencije kao supstrat kako bi se pratila aktivnost MMP-2 i MMP-9 enzima preko
oslobadanja fluorescencije supstrata. e) Konfokalna slika WFA — pozitivnin PNM i ISZ u
prisustvu proteaznog inhibitora fenantrolina. f, g) Grafici predstavljaju relativni intenzitet
piksela WFA signala (n = 6 zivotinja/grupi, 4 preseka/zivotinji) i ISZ signala (n = 4
zivotinje/grupi, 2-3 preseka/zivotinji). Vrednosti su normalizovane u odnosu na srednji
intenzitet TnC+/+ miSeva gajenih u SS za odgovarajuce bojenje. Dvofaktorska ANOVA i
Holm-Sidak post hoc test za utvrdivanje razlika izmedu grupa; **p < 0,01, ***p < 0,001.
Kalibracionim oznakama odgovaraju sledece duzine a,a; i a2 - 50 pum i e - 20 pm.

Na Slici 16 se moze videti da je nakon ISZ aktivnost Zelatinaza prisutna kako u
VCM, tako i unutar samih Celija. Specifiénost ISZ reakcije je pokazana koris¢enjem
MMP inhibitora 1, 10 — fenantrolina koji je u potpunosti inhibirao aktivnost ispitivanih
enzima (Slika 16e) Ukupna aktivnost Zelatinaza (unutarcelijska i vancelijska) u
n. dentatus, izrazena kroz intenzitet fluorescentnog signala nakon ISZ, najjaca je kod
TnC+/+ miSeva koji su gajeni u SS, dok je u presotale tri eksperimentalne grupe ona
znatno slabija. Post hoc analiza je pokazala da OS uzrokuje znaCajno smanjenje
aktivnosti zelatinaza kod TnC+/+ miSeva (p < 0,001), ali isto tako i da TnC-/- misevi
imaju smanjenu aktivnost u odnosu na TnC+/+ miseve, kako u SS (p < 0,001) tako i u

OS (p = 0,003). Takode, treba zapaziti da detaljnija analiza I1SZ signala u kojoj je
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razdvojen unutarcelijski (jedarni) od vancelijskog signala nije dovela do bitne promene
u odnosima intenziteta medu grupama u poredenju sa analizom sveukupnog signala u
n. dentatus, s tim §to je primeceno da OS uzrokuje pad aktivnosti u jedrima kod oba
genotipa, a ne samo kod TnC+/+ miSeva, kao i da se gubi razlika u enzimskoj aktivnosti
u VCM izmedu TnC+/+ i TnC-/- mi$eva nakon izlaganja OS (Slika 17). Slaba enzimska
aktivnost kod TnC-/- miSeva bez obzira na uslove u kojima su gajeni i na nacin analize
signala, ukazuje na zavisnost MMP-2 i/ili MMP-9 aktivnosti od prisustva TnC. Takode,
odsustvo promena u intenzitetu vancelijskog ISZ signala kod TnC-/- miSeva nakon OS
ukazuje da bi TnC mogao biti ukljuen u regulaciju strukturne plasti¢nosti preko

modulacije aktivnosti Zelatinaza.

ISZ signal
u celisjkim jedrima

ISZ signal u
vanéelijskom prostoru

‘ m—— TNC +/+ SS v TnC +/+ 0S TnC -/-SS TnC -/-0S ‘

Slika 17. Analiza intenziteta ISZ signala u jedrima neurona koja se nalaze u n. dentatus,
odnosno u njihovom vancelijskom prostoru. a, b) Grafici predstavljaju relativni intenzitet
piksela ISZ signala u ¢elijskim jedrima i vancelijskom prostoru. Vrednosti su normalizovane za
odgovarajuée odeljke u odnosu na srednji intenzitet TnC+/+ miSeva gajenih u SS. Dvofaktorska
ANOVA; *p< 0,05, ***p< 0,001; n = 4 misa/grupi, 2-3 preseka/zivotinji.
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4.5 Uloga tenascina-C u strukturnoj sinapti¢koj plasti¢nosti

S obzirom na potencijalnu ulogu PNM u regulaciji sinapticke plasti¢nosti, kao i
na uoCene promene U intenzitetu WFA signala kod TnC+/+ i TnC-/- miSeva nakon
izlaganja OS 8 nedelja, ispitana je gustina i povrsSina ekscitatornih i inhibitornih
presinaptickih zavrSetaka.

Nakon imunofluorescentnog bojenja ekscitatornih zavrSetaka u n. dentatus koji
vode poreklo od mahovinastim vlakana i olivocerebelarnih aksona kori$¢enjem antitela
na vezikularni glutamatni transporter 2, VGlut-2, uradena je kvantifikacija njihove
gustine i povrSine. Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da pored znacajnog
efekta sredine, postoji i znacajna interakcija genotipa i sredine na oba ispitivana
parametra (Tabela 8). Daljom analizom je ustanovljeno da OS dovodi do povecanja
gustine (Slika 18b; p <0,001) i povrsine (Slika 18c; p = 0,003) sinaptickih zavrSetaka
kod TnC+/+ miSeva, dok takav efekat nije primefen kod TnC-/- miSeva. Naime,
ekscitatorni zavrSeci TnC-/- miSeva izlaganih OS su pokazali zna¢ajno manju gustinu
(Slika 18b, p = 0,013) i povrsinu (Slika 18c, p = 0,037) u odnosu na iste zavrsetke kod
TnC+/+ miSeve koji su izlagani istim uslovima. Ovakav rezultat ukazuje da bi TnC
mogao da bude jedan od vaznih molekula u sinaptogenezi ekscitatornih sinapsi koja se
desava kao posledica izlaganja zivotinja OS.

Gustina i povrsina inhibitornih presinaptickih zavrsetaka u n. dentatus koji vode
poreklo od GABAergickih aksona Purkinje neurona kao i od aksona lokalnih
interneurona su takode analizirani nakon imunofluorescentnog bojenja mozdanih
preseka TnC+/+ i TnC-/-miseva sa antitelom na vezikularni GABA transporter, VGAT
(Slika 18a). Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala da genotip ima znacajan efekat
na gustinu VGAT - pozitivnih zavrSetaka (Tabela 8). Naime, ustanovljeno je da TnC-/-
miSevi imaju veci broj inhibitornih zavrSetaka u odnosu na TnC+/+ miSeve bez obzira
na sredinu u kojoj su zivotinje gajene (Slika 18d). Izlaganje TnC+/+ i TnC-/- miseva OS
nije dovelo do promene u gustini ovih zavrSetaka. Dvofaktorska analiza varijanse je
pokazala da postoji znacajna interakcija genotipa i sredine kada se analizira povrSina
inhibitornih VGAT - pozitivnih zavrSetaka. Post hoc analizom je ustanovljeno da
izlaganje OS dovodi do znacajnog smanjena povrSine ovih zavrSetaka kod TnC+/+

miseva (Slika 18e; p = 0,045), dok kod TnC-/- miseva dovodi do poveéanja njihove
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povrsine (Slika 18e; p = 0,014). Takode je pokazano da TnC-/- miSevi imaju znatno
veée inhibitorne zavrSetke od TnC+/+ miSeva nakon izlaganja oba genotipa OS
(Slika 18e; p = 0,001).

Zatim su inhibitorni zavrSeci imunofluorescentno obelezeni i sa antitelom na
CaBP koje je specificno za Purkinje neurone ali i za njihove GABAergicke zavrsetke
koji predstavljaju glavne inhibitorne aferente u n. dentatus. Kao i sa VGAT bojenjem,
pokazan je efekat genotipa na gustinu CaBP — pozitivnih zavrSetaka, dok su efekti
interakcije i genotipa pokazani kada je analizirana povrsina ovih zavrSetaka (Tabela 8).
S obzirom na podudarnost rezultata dobijenih sa dva razli¢ita markera inhibitornih
presinaptickih zavrSetaka, VGAT 1 CaBP (Slika 18d, e, f, g), sa sigurno$¢u se moze
ista¢i vaznost TnC u regulaciji promena gustine i povrsSine inhibitornih zavrsetaka koje
nastaju kao rezultat izlaganja Zivotinja OS, kao i da sam tretman ne uti¢e na promene u

gustini ovih zavrSetaka.

Tabela 8. Statisticki parametri za gustinu i povrSinu ekscitatornih (VGlut-2) i
inhibitornih (VGAT i CaBP) presinapti¢kih zavrSetaka nakon dvofaktorske analize
varijanse

VGlut-2
Gustina Povrsina
F161 p F161 p
Genotip 1,868 n.z. 0,861 n.z.
Sredina 7,074 0,010 4,486 0,038
Interakcija 5,431 0,023 4,677 0,035
VGAT
Gustina Povrsina
F1.44 p F1.44 p
Genotip 6,645 0,022 2,024 n.z.
Sredina 0,00004 n.z. 0,101 n.z.
Interakcija 0,268 n.z. 10,676 0,002
CaBP
Gustina Povrsina
F1,32 p F1,32 p
Genotip 8,607 0,006 14,519 < 0,001
Sredina 0,323 n.z. 0,407 n.z.
Interakcija 0,592 n.z. 13,272 < 0,001

Nn.z. — nije statisticki znacajno
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Slika 18. Promene u gustini i povr$ini presinaptickih zavrsetaka u n. dentatus nakon izlaganja
TnC+/+ i TnC-/- miseva SS i OS 8 nedelja. a) Konfokalne slike dobijene nakon
imunohistohemijskog bojenja ekscitatornih sinapsi sa antitelom na VGIlut-2 (zeleno) i
inhibitornih sinapsi sa antitelima na VGAT (crveno) i CaBP (zuto). Grafici predstavljaju gustinu
(broj zavrSetaka/mm? x 10%) i povrSinu (um?): b, ¢) VGlut-2 - pozitivnih zavrietaka
(n = 4 zivotinje/grupi, 3 preseka/zivotinji, 2-3 slike/jedru), d, e) VGAT - pozitivnih zavrSetaka
(n = 4 zivotinje/grupi, 4 preseka/zivotinji, 2-3 slike/jedru), i f, g) CaPB - pozitivnih zavrSetaka
(n = 3 Zivotinje/grupi, 3 preseka/zivotinji, 2 slike/jedru). Dvofaktorska ANOVA i Holm-Sidak
post hoc test za utvrdivanje razlika izmedu grupa; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
Kalibracione oznake iznose 20 pm.
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4.6 Uloga Zelatinaza u degradaciji perineuronalnih mreza i
sinaptickoj plasti¢nosti

Nakon ISZ i histohemije sa WFA na mozdanim presecima malog mozga
TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS i OS 8 nedelja, pracena je kolokalizacija izmedu
aktivnosti zelatinaza i PNM u n. dentatus. Na Slici 19a dat je primer 3D orto-projekcije
na kojoj se jasno vidi uloga ovih proteolitickih enzima u degradaciji mreza (Zuti signal).
Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala znaCajan efekat genotipa, kao i interakciju
genotipa i sredine na procenat piksela WFA signala koji kolokalizuju sa 1SZ signalom
(Tabela 9).

Tabela 9. Statisticki parametri nakon dvofaktorske analize varijanse za kolokalizaciju
WFA i ISZ signala

Fi134 p
Genotip 11,471 0,002
Sredina 3,947 n.z.
Interakcija 10,482 0,003

Nn.z. — nije statisticki znacajno

Najveci procenat kolokalizuju¢ih WFA piksela je pronaden kod TnC+/+ miSeva
gajenih u SS (~30%), kod kojih je i zabelezen najjaci intenzitet PNM kao i1 aktivnost
zelatinaza, dok je zastupljenost kolokalizujucih piksela opala 2-3 puta kod preostale tri
eksperimentalne grupe (Slika 19b). Post hoc analizom je ustanovljeno znacajno
smanjenje kod TnC-/- miSeva u odnosu na TnC+/+ miSeve koji su gajeni u SS
(p <0,001), kao i kod TnC+/+ miSeva nakon izlaganja OS (p < 0,001).

Na istim presecima je uradena ISZ zajedno sa WFA bojenjem i
imunohistohemijom za presinaptiCke markere, VGlut-2 ili CaBP, a zatim je na 3D
snimcima analizirana distribucija Zelatinozne aktivnosti u odnosu na presinapticke
markere. Na Slici 19c i 19d dat je primer orto-projekcija na kojima se moze uoditi
aktivnost Zelatinaza u blizini sinaptickih zavrSetaka Sto jasno ukazuje na njihovu ulogu

u sinapti€koj plasti€nosti na nivou presinapse.
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Slika 19. Distribucija aktivnosti Zelatinaza u odnosu na PNM i presinapticke zavrSetke u
n. dentatus TnC+/+ miseva koji su gajeni 8 nedelja u SS. a) Konfokalni snimak sa lateralnim
prikazom PNM obojenih sa WFA (crveno) i MMP aktivnosti (zeleno) nakon 1SZ
(orto-projekcija; vertikalna i horizontalna linija oznacavaju koordinate nivoa prikazanog
preseka). Belim stelicama su nazna¢ena mesta kolokalizacije (Zuto). b) Graficki prikaz broja
piksela WFA signala koji kolokalizuju sa pikselima ISZ signala izrazen u procentima.
Dvofaktorska ANOVA i Holm-Sidak post hoc test za utvrdivanje razlika izmedu grupa;
***p < 0,001; n =4 zivotinje/grupi, 2-3 preseka/zivotinji. ¢, d) Konfokalni snimci sa lateralnim
prikazom (orto-projekcije) PNM (WFA, tamno plavo pod c, odnosno svetlo plavo pod d), MMP
aktivnosti (ISZ, zeleno, c¢ i d) i ekscitatornih presinaptickih zavrSetaka (VGlut-2, crveno, c),
odnosno inhibitornih presinaptickih zavrSetaka (CaBP, crveno, d). Belim strelicama su
naznaCena mesta bliskog kontatkta MMP aktivnosti i presinaptickih markera.
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4.7 Aktivnost Zelatinaza unutar Purkinje neurona

Aksoni Purkinje neurona koji se projektuju na neurone dubokih jedara malog
mozga predstavljaju glavni izvor inhibitornih signala. Na Slici 20a koja je dobijena na
malom uveli¢anju jasno se moze videti prostorni raspored CaBP — pozitivnih Purkinje
neurona (plavo) iz ansiformnog reznja kore malog mozga u odnosu na neurone u
n. dentatus koji su okruzeni PNM obojenih WFA lektinom (crveno). Takode, na
Slici 20a se moze uociti i zeleni signal koji predstavlja aktivnost MMP-2 i MMP-9
enzima nakon I1SZ. Na Slici 20b se vidi da je aktivnost ovih enzima znacajno smanjena
nakon upotrebe MMP inhibitora 1, 10 - fenantrolina, ¢ime je potvrdena specifi¢nost

reakcije.

ISZ + fenantrolin

n. dentatus

Slika 20. Prostorni raspored Purkinje neurona iz ansiformnog reznja u odnosu na n. dentatus.
ISZ (zeleno) je uradena na mozdanim presecima TnC+/+ miseva gajenih u SS bez (levo) i sa
(desno) inhibitorom fenantrolinom kako bi se ispitala specifi¢nost reakcije. PNM su obojene
lektinom WFA (crveno) dok su tela Purkinje neurona kao i njihova dendritska stabla i aksonski
zavrseci obojeni antitelom na CaBP (plavo). MS - molekularni sloj, PN — sloj Purkinje neurona,
GS — granularni sloj. Kalibraciona oznaka iznosi 50 pum.

S obzirom da je pokazano da Purkinje neuroni u izvesnoj meri mogu biti
uklju€eni u regulaciju sinteze komponenti PNM u dubokim jedrima malog mozga,
analizirana je aktivnost MMP-2 i/ili MMP-9 enzima unutar Purkinje neurona TnC+/+ i

TnC-/- miseva koji su izlagani SS i OS 8 nedelja. Nakon kvantifikacije srednje

vrednosti intenziteta piksela ISZ signala unutar Purkinje neurona, dobijen je identi¢an
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obrazac vrednosti intenziteta kao u n. dentatus (uporediti Slike 169 i 21d). Medutim,
dvofaktorskom analizom varijanse nije pokazano postojanje interakcije genotipa i
sredine, ali su pokazani znacajni efekti pojedinacnih faktora (Tabela 10). Post hoc
analizom je ustanovljeno da TnC-/- misevi imaju smanjenu MMP-2 i/ili MMP-9
aktivnost u odnosu na TnC+/+ miSeve kako u SS (p < 0,001) tako i u OS (p = 0,034).
Takode je ustanovljeno znacajno smanjenje enzimske aktivnosti kod TnC+/+ miSeva

nakon izlaganja OS (p = 0,004).

Tabela 10. Statisticki parametri nakon dvofaktorske analize varijanse za MMP aktivnost
unutar Purkinje neurona

F1123 p
Genotip 24,335 0,001
Sredina 6,790 0,010
Interakcija 2,670 n.z.

Nn.z. —nije statisticki znacajno
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Slika 21. Aktivnost MMP-2 i/ili MMP-9 u telima Purkinje neurona (PN) kod TnC+/+ i TnC-/-
miSeva nakon izlaganja SS i OS 8 nedelja. a) Konfokalni snimak dela ansiformnog reznja;
MMP aktivnost nakon 1SZ (zeleno), dok su PN obojeni antitelom na CaBP (plavo). b, ¢) Primer
analize ISZ signala unutar PN nakon obeleZavanja regiona od interesa (ROI). Slika na kojoj su
ru¢no oiviceni ROI (svetlo plavo) nakon uklanjanja pozadinskog signala (Zuto) (b); Slika na
kojoj se jasno vidi da ROI (svetlo plavo) predstavljaju ISZ signal (zeleno) unutar PN (plavo) (c).
d) Graficki prikaz relativnog intenziteta ISZ signala u PN. Vrednosti su normalizovane u odnosu
na srednji intenzitet TnC+/+ miSeva gajenih u SS. Dvofaktorska ANOVA i Holm-Sidak post
hoc test za utvrdivanje razlika izmedu grupa; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Kalibraciona
oznaka iznosi 50 pum.
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4.8 Perineuronalne mreze i aktivnost Zelatinaza nakon
izlaganja TnC+/+ i TnC-/- miSeva standardnoj i obogaéenoj
sredini 4 nedelje

S obzirom na izrazito smanjenje intenziteta WFA signala, kao i relativno slabu
MMP aktivnost u n. dentatus TnC+/+ miseva nakon izlaganja OS 8 nedelja (Slika 16),
slede¢i eksperimentalni cilj je bio da se ispita vremenski sled strukturnih promena.
Naime, testirana je hipoteza da se ushodna regulacija MMP-2 i/ili MMP-9 aktivnosti
deSava pre nego Sto se zavrSi period gajenja od 8 nedelja nakon Cega dolazi do
proteolitic¢ke razgradnje PNM i pada enzimske aktivnosti. Stoga, ispitana je distribucija
PNM, odnosno intenzitet WFA signala na mozdanim presecima u nivou n. dentatus, kao
i MMP-2 i MMP-9 aktivnost nakon izlaganja TnC+/+ i TnC-/- miSeva SS i OS
4 nedelje.

Nakon histohemisjkog bojenja i analize srednje vrednosti intenziteta piksela
WEFA signala nakon gajenja zivotinja u SS i OS 4 nedelje (Slika 22), ustanovljeno je da
se intenzitet PNM ne razlikuje izmedu dva genotipa koji su izlagani istim uslovima, kao
ni izmedu jednog genotipa koji je izlagan razli¢itim uslovima, $to je 1 potvrdeno
dvofaktorskom analizom varijanse. Nijedan od faktora nije imao znacajan efekat na
WFA intenzitet (Tabela 11). Takode, nije pokazana ni interakcija dva faktora. Dobijeni
rezultat ukazuje da se promene na nivou strukture PNM deSavaju u periodu izmedu 4. i
8. nedelje izlaganja OS.

Zatim je nakon 4 nedelje izlaganja TnC+/+ i TnC-/- miseva SS ili OS pomocu
gel zimografije analizirana aktivnost MMP-2 i MMP-9 enzima. Za razliku od 1SZ koja
daje informacije o lokalizaciji aktivnosti ovih enzima u tkivu, gel zimografija
omogucava identifikaciju ovih proteaza na osnovu njihove molekulske mase nakon gel
elektroforeze. Na zimogramima se moze uociti da nakon 4 nedelje, OS uzrokuje
povecanje aktivnosti MMP-9 enzima kod oba genotipa kako u dubokim jedrima malog
mozga tako i u kori malog mozga (Slika 23), §to je i potvrdeno dvofaktorskom analizom
varijanse. U oba ispitivana regiona je pokazan znacajan efekat sredine na
MMP-9 aktivnost (Tabela 12 i 13). S druge strane, aktivhost MMP-2 enzima se ne
menja nakon OS u oba ispitivana regiona (Slika 23, Tabela 12 i 13). Dobijeni rezltat
ukazuje da bi TnC mogao biti neophodan molekul u regulaciji proteoliticke degradacije

PNM od strane MMP-9 enzima, s obzirom na to da je kod oba genotipa nakon 4 nedelje
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izlaganja OS pokazana poveéana MMP-9 aktivnost, dok je samo kod TnC+/+ miSeva
pronadeno intenzivno smanjenje WFA signala nakon izlaganja ovih zivotinja 8 nedelja

OS sto ukazuje na degradaciju PNM.

Tabela 11. Statisticki parametri nakon dvofaktorske analize varijanse za WFA signal
nakon izlaganja TnC+/+ i TnC-/- miSeva SS i OS 4 nedelje

F178 p
Genotip 2,087 n.z.
Sredina 1,391 n.z.
Interakcija 0,897 n.z.

Nn.z. —nije statisticki znacajno
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Slika 22. PNM u n. dentatus nakon izlaganja TnC+/+ i TnC-/- miSeva SS i OS 4 nedelje.
a) Konfokalne slike dobijene nakon histohimijskog bojenja PNM sa WFA. b) Graficki prikaz
relativnog intenziteta WFA signala. Vrednosti su normalizovane u odnosu na srednji intenzitet
TnC+/+ miSeva gajenih u SS. Dvofaktorska ANOVA, n = 4 Zivotinje/grupi, 5 preseka/Zivotinji.
Kalibraciona oznaka iznosi 50 pm.
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Tabela 12. Statisticki parametri nakon dvofaktorske analize varijanse za aktivnost
MMP-2 i MMP-9 enzima u dubokim jedrima malog mozga

MMP-2 MMP-9
Fi1s p Fi1s p
Genotip 0,007 n.z. 1,740 n.z.
Sredina 0,376 n.z. 4,816 0,042
Interakcija 0,376 n.z. 0,197 n.z.

Tabela 13. Statisticki parametri nakon dvofaktorske analize varijanse za aktivnost
MMP-2 i MMP-9 enzima u kori malog mozga

MMP-2 MMP-9
Fi,1s p Fi,1s p
Genotip 0,01 n.z. 0,119 n.z.
Sredina 0,226 n.z. 5,349 0,033
Interakcija 1,256 n.z. 1,439 n.z.

Nn.z. — nije statisticki znacajno
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Slika 23. Gel zimografija aktivnosti MMP-2 i MMP-9 enzima nakon izlaganja TnC+/+ i TnC-/-
miseva SS i OS 4 nedelje. a, b) Zimogrami i grafici koji predstavljaju aktivnost MMP-9
(~85 kDa, levo) i MMP-2 (~65 kDa, desno) enzima u dubokim jedrima malog mozga (a) i kori
malog mozga (b). Vrednosti su normalizovane u odnosu na vrednosti kod TnC+/+ miSeva
gajenih u SS u odgovaraju¢em regionu. Dvofaktorska ANOVA i Holm-Sidak post hoc test za
utvrdivanje razlika izmedu grupa; *p < 0,05; n = 6 zivotinja/grupi/regionu izuzev kod TnC-/-
miSeva izlaganih OS gde je n = 4 Zivotinja/grupi/regionu.
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4.9 Perineuronalne mreze kod MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSeva
nakon izlaganja standardnoj i obogaéenoj sredini 8 nedelja

Kako bi dalje bila ispitana uloga MMP-9 enzima u degradaciji PNM,
MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSevi su izlagani SS i OS 8 nedelja, nakon ¢ega su PNM u
n. dentatus obojene lektinom WFA (Slika 24). Dvofaktorska analiza varijanse je
pokazala da genotip kao i interakcija genotipa i sredine imaju snazan efekat na srednji
intenzitet piksela WFA signala (Tabela 14). Daljom analizom je ustanovljeno da u SS
ne postoji razlika izmedu MMP-9+/+ i MMP-9-/- miseva (p = 0,560). Medutim,
izlaganje OS dovelo je do smanjenja intenziteta WFA signala kod MMP-9+/+ miSeva
(p = 0,026), dok je kod MMP-9-/- ustanovljeno povecanje (p = 0,012). Znacajna razlika
je takode pokazana i izmedu MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSeva nakon izlaganja OS
(p < 0,001).

Interesantno je zapaziti da je izlaganje OS kako TnC-/- miseva, tako i MMP-9-/-
miSeva u trajanju od 8 nedelja dovelo do slicnog efekta, odnosno do povecéanja
intenziteta WFA signala u n. dentatus, sto ukazuje na vaznost oba molekula u procesu
razgradnje PNM koji se javlja kao posledica poveéane plasticnosti mozga usled
izlaganja Zivotinja uslovima OS. Medutim, takode treba zapaziti da je intenzitet WFA
signala kod MMP-9-/- miSeva nakon OS jaci i od intenziteta WFA signala kod
MMP-9+/+ miSeva koji su gajeni u SS, dok takav efekat nije primeéen kod TnC-/-
miseva (uporediti sliku 16a i sliku 24a).

Tabela 14. Statisti¢ki parametri nakon dvofaktorske analize varijanse za WFA signal
nakon izlaganja MMP-9+/+ i MMP-9-/- miseva SS i OS 8 nedelja

Fiss p
Genotip 18,236 < 0,001
Sredina 0,0013 n.z.
Interakcija 11,834 0,001

Nn.z. — nije statisticki znacajno
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Slika 24. PNM u n. dentatus nakon izlaganja MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSeva SS i OS 8 nedelja.
a) Konfokalne slike dobijene nakon histohemijskog bojenja PNM sa WFA. b) Graficki prikaz
analize srednje vrednosti intenziteta piskela WFA signala. Vrednosti su normalizovane u odnosu
na srednji intenzitet MMP-9+/+ miSeva gajenih u SS. Dvofaktorska ANOVA i Holm-Sidak
posthoc test za wutvrdivanje razlika izmedu grupa; *p < 0,05 ***p < 0,001,
n = 3 zivotinje/grupi, 5 preseka/zivotinji. Kalibraciona oznaka iznosi 50 pm.

4.10 Sinapti¢ka plasti¢énost kod MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSeva
nakon izlaganja standardnoj i obogacenoj sredini 8 nedelja

Nakon izlaganja MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSeva SS i OS 8 nedelja, ispitana je i
uloga MMP-9 enzima u sinapti¢koj plasti¢nosti tako $to su mozdani preseci u nivou
n. dentatus imunohistohemijski obojeni sa antitelima na VGlut-2 i VGAT nakon ¢ega je
analizirana gustina 1 povrSina ekscitatornih 1 inhibitornih sinaptickih zavrSetaka
(Slika 25).

Dvofaktorska analiza varijanse je pokazala znacajan efekat sredine na oba
ispitivana parametra kada su analizirani ekscitatorni VGlut-2 - pozitivni zavrSeci
(Tabela 15). Naime, izlaganje OS dovelo je do povecanja njihove gustine i povrSine
kako kod MMP-9+/+ miSeva (gustina: p= 0,025; povrSina: p = 0,016) tako i kod
MMP-9-/- miseva (gustina i povrSina: p < 0,001). Medutim, MMP-9-/- miSevi su imali
znacajno vecu gustinu od MMP-9+/+ misSeva (p = 0,042), ali ne i povrSinu (p = 0,095)
nakon izlaganja OS.
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Zatim je ispitano da li nedostatak MMP-9 ezima uti¢e na promene u gustini i
povrsini inhibitornih VGAT - pozitivnih zavrSetaka. Dvofaktorskom analizom varijanse
je pokazano da genotip ima znacajan efekat na gustinu ovih zavrsetaka (Tabela 15), tako
da je daljom post hoc analizom utvrdeno znacajno smanjenje kod MMP-9-/- miSeva u
odnosu na MMP-9 +/+ miSeve kako posle SS (p = 0,002) tako i posle OS (p = 0,048).
Medutim, znaCajna interakcija genotipa i1 sredine je pokazana kada je analizirana
povrsina ovih zavrsetaka (Tabela 15). Ustanovljeno je da je kod MMP-9-/- miseva u SS
povrsina VGAT - pozitivnih zavr$etaka smanjena u odnosu na MMP-9+/+ miSeve koji
su gajeni u istim uslovima (p = 0,025), dok je izlaganje OS dovelo do njenog smanjenja
kod MMP-9+/+ miSeva (p = 0,011), ali ne i kod MMP-9-/- miseva (p = 0,546). Dobijeni
rezultati ukazuju na vaznu ulogu MMP-9 enzima u sinaptickoj plasti¢nosti u n.dentatus,
kao 1 da OS dovodi do razli¢itih odgovora dva genotipa kada se analizira gustina
ekcitatornih 1 inhibitornih sinaptickih zavrSetaka, ali ne 1 kada se analizira njihova

povrsina.

Tabela 15. Statisticki parametri za gustinu i povrSinu ekscitatornih (VGlut-2) i
inhibitornih (VGAT) presinapti¢kih zavrSetaka kod MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSeva
nakon dvofaktorske analize varijanse

VGlut-2
Gustina Povr$ina
F1.44 p Fie p
Genotip 1,752 n.z. 1,854 n.z.
Sredina 24,182 < 0,001 21,111 < 0,001
Interakcija 2,676 n.z. 1,099 n.z.
VGAT
Gustina Povrsina
F144 p F144 p
Genotip 14,112 < 0,001 1,454 n.z.
Sredina 0,082 n.z. 2,825 n.z.
Interakcija 0,776 n.z. 4,267 0,045

n.z. — nije statisticki znacajno
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Slika 25. Promene u gustini i povrSini sinaptickih zavrSetaka u n. dentatus nakon izlaganja
MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSeva SS i OS 8 nedelja. a) Konfokalne slike dobijene nakon
imunohistohemijskog bojenja ekscitatornin sinapsi sa antitelom na VGIlut-2 (plavo) i
inhibitornih sinapsi sa antitelima na VGAT (crveno). b, c¢) Graficki prikaz gustine
(broj zavrsetaka/mm? x 10%) i povrSine (um?) VGIut-2 - pozitivnih zavrSetaka, odnosno
d, e) VGAT - pozitivnih zavrSetaka. Dvofaktorska ANOVA i Holm-Sidak post hoc test za
utvrdivanje razlika izmedu grupa; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; n = 3 zivotinje/grupi,
4 preseka/zivotinji, 2 slike/jedru. Kalibracione oznake iznose 20 um.
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4.11 Ekspresija tenascina-C nakon izlaganja TnC+/+ i TnC-/-
miSeva standardnoj i obogacenoj sredini 4 i 8 nedelja

Ekspresija TnC opada sa starenjem organizama i ograni¢ena je samo na
mozdane regione koji su podlozni strukturnoj i funkcionalnoj plasti¢nosti. Kako bismo
potvrdili prisustvo TnC u malom mozgu adultnih TnC+/+ miSeva, odnosno njegovo
odsustvo kod TnC-/- miseva, ali i proverili da li izlaganje OS 4 i 8 nedelja menja nivo
njegove ckspresije, uradena je Western blot analiza sa antitelom na TnC na

homogenatima tkiva koja su izolovana iz kore i dubokih jedara malog mozga (Slika 26).

a 4 NEDELJE c . il bJ
- i
KORA MALOG DUBOKA JEDRA 3
MOZGA (KMM) MALOG MOZGA (DJ) NO &0
2 =038
TRC s a— I d— = S 0.6
(241 kDa) T o
2 L4
B - aktin 5 % E =02
(43 kDa) éo o@ é” og :0 *0 0? o@ &
X ¥ ¥ X & ¥ ¥ 00
o v & & & o &8 w TNC +/+ SS  wmmem TNC +/+ OS
& L& & & K& & K K
b d
8 NEDELJA — .
KORA MALOG DUBOKA JEDRA - 2 -
MOZGA (KMM) MALOG MOZGA (DJ) -‘ﬁ o 10
g = 0.8
TNC e — — e : '
(241 kDa) = N 0.6
cC o 0.4
B-aktin — N ——— — i — E § i
(43 kDa) o 9 © '
S & & & 7 Q0 L& e
N S T T S e X oo
[ R S SR S I <
& & &L L &K s TNC +/+ SS  mwmam TNC ++ OS

Slika 26. Ekspresija TnC u kori i dubokim jedrima malog mozga. a, b) Western blot analiza
ekspresije TnC nakon izlaganja TnC+/+ i TnC-/- miseva SS i OS 4 i 8 nedelja. Kod TnC+/+
miSeva je uoCena traka molekulske mase 241 kDa koja odgovara monomernoj formi ovog
molekula, dok se ona ne uocava kod TnC-/- miSeva. -aktin (43 kDa) je koris¢en kao kontrola
nanos$enja uzoraka. c,d) Graficki prikazi relativnog intenziteta traka za TnC kod TnC+/+
miseva nakon izlaganja SS i OS 4 i 8 nedelja dobijenih denzitometrijskom analizom. Vrednosti
Su normalizovane u odnosu na srednji intenzitet trake TnC+/+ miSeva gajenih u SS za
odgovaraju¢i region. Mann-Whitney U test; *p< 0,05; n = 3 Zivotinje/grupi/regionu.
Objedinjeni uzorci su analizirani u najmanje 4 nezavisna ponavljanja.
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Nisu primec¢ene promene u ekspresiji TnC u oba ispitivana regiona izolovana iz TnC+/+
miseva nakon izlaganja OS 4 nedelje (Slika 26a, ¢; Mann-Whitney test, p > 0,05).
Medutim, izlaganje OS u trajanju od 8 nedelja dovelo je do povecane ekspresije TnC u
dubokim jedrima (Slika 26b, d; Mann-Whitney test, p = 0,029), ali ne i u kori malog
mozga (p = 0,343).

4.12 Ekspresija tenascina-C nakon izlaganja MMP-9+/+ i
MMP-9-/- miSeva standardnoj i obogacenoj sredini 8 nedelja

Kako bi se ispitalo da li nedostatak MMP-9 enzima menja nivo ekspresije TnC,
uradena je Western blot analiza na uzorcima dobijenim iz MMP-9+/+ i MMP-9-/-
miseva koji su izlagani SS i OS 8 nedelja. Za razliku od kore malog mozga MMP-9+/+ i
MMP-9-/-miSeva gde dvofaktorskom analizom varijanse nije pokazan znacajan efekat
nijednog od ispitivanih faktora, u dubokim jedrima je pokazan znacajan efekat sredine u
kojoj su zivotinje gajene (Tabela 16). Daljom post hoc analizom je ustanovljeno da je
izlaganje OS dovelo do znacajnog povecanja ekspresije TnC kako kod MMP-9+/+
miseva (Slika 27c¢; p = 0,009) tako i kod MMP-9-/- miseva (Slika 27c; p = 0,02), ali
nisu pokazane razlike izmedu dva genotipa (Slika 27c; p = 0,694).

Tabela 16. Statisticki parametri nakon dvofaktorske analize varijanse za ekspresiju TnC
u kori i dubokim jedrima malog mozga MMP-9+/+ i MMP-9-/- miSeva nakon izlaganja
SS i OS 8 nedelja

Kora malog mozga Duboka jedra malog mozga
F1,12 p F1,16 p
Genotip 0,975 n.z. 0,0761 n.z.
Sredina 0,141 n.z. 15,542 0,001
Interakcija 2,033 n.z. 0,0852 n.z.

Nn.z. — nije statisticki znacajno
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Slika 27. Ekspresija TnC u kori i dubokim jedrima malog mozga nakon izlaganja MMP-9+/+ i
MMP-9-/- miSeva SS i OS 8 nedelja. A) Western blot analiza ekspresije TnC. Traka molekulske
mase 241 kDa odgovara monomernoj formi TnC. B-aktin (43 kDa) je koris¢en kao kontrola
nanoSenja uzoraka. b) Graficki prikaz relativnog intenziteta traka za TnC u kori malog mozga
nakon denzitometrijske analize. C) Graficki prikaz relativnog intenziteta traka za TnC u
dubokim jedrima malog mozga nakon denzitometrijske analize. Vrednosti su normalizovane u
odnosu na srednji intenzitet trake MMP-9+/+ miSeva gajenih u SS za odgovarajuéi region.
Dvofaktorska ANOVA i Holm-Sidak post hoc test za utvrdivanje razlika izmedu grupa;
*p<0,05 **p<0,01; n = 3 Zivotinje/grupi/regionu. Objedinjeni uzorci su analizirani u
4 nezavisna ponavljanja.

4.13 Merenje ponasanja TnC+/+ i TnC-/- miSeva nakon
izlaganja standardnoj i obogaéenoj sredini 8 nedelja

S obzirom na dobijene rezultate na histoloSkom nivou i uofenu smanjenu
strukturnu plasti¢nost kod TnC-/- miSeva nakon gajenja u OS, sledeci eksperimentalni
cilj je bio da se ispitaju funkcionalne posledice tih promena. Naime, kako bi se ispitala
uloga TnC u regulisanju razli¢itth domena ponaSanja, odnosno kako nedostatak TnC
interaguje sa sredinskim faktorima prilikom oblikovanja odredenog ponasajnog
fenotipa, uporedeni su ponasajni profili TnC+/+ i TnC-/- miSeva nakon gajenja oba
genotipa u SS ili OS 8 nedelja (Slika 11). U studiji je koriS¢ena baterija testova kako bi

se ispitale neuroloske funkcije svih Zivotinja, senzomotorna koordinacija, eksploracija,
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lokomotorna aktivnost, emocionalna reaktivnost i ucenje/pamcéenje. U tabeli 17 su
prikazani rezultati statistiCke analize efekata glavnih faktora na pradene parametre

ponasanja merene pomoc¢u odgovarajuéih testova.

Tabela 17. Rezultati statistiCke analize efekata glavnih faktora na parametare ponaSanja
zivotinja u razli¢itim testovima

Test/Parametar Interakcija Genotip Sredina
Fi1s6 p Fi56 p Fi56 p

Telesna masa* 1,361 n.z. 0,109 n.z. 4,422 0,040

Test odrzavanja na Zici

Latencija do pada sa zice 0,613 n.z. 1,718 n.z. 7,648 0,008

Test silaZzenja sa platforme*

Latencija do silaska sa platforme 3,009 n.z. 1,666 n.z. 58,692  <0,001

Test hodanja po gredi?

Latencija do prelaska grede 0,653 n.z. 0,817 n.z. 13,223 0,001

Vreme prelaska grede 1,647 n.z. 2,963 n.z. 4,980 0,030

Broj proklizavanja prednjih 2196  nz 3904 0053 7,381 0,009

ekstremiteta

Broj proklizavanja zadnjih 1577  nz 11618 0001 1577  nz

ekstremiteta

Rota-rod test* .

Latencija do pada sa cilindra 1,293 n.z. 0,122 n.z. 7,103 0,010

Test otvorenog poljat

Ukupna predena distanca 1,595 n.z. 0,266 n.z. 7,056 0,010

Broj propinjanja na zid arene 0,592 n.z. 0,651 n.z. 22,873  <0,001

Vreme provedeno u TZ 0,439 n.z. 0,636 n.z. 6,015 0,017

Vreme u mirovanju u TZ 1,737 n.z. 0,008 n.z. 19,637  <0,001

Latencija do ulaska u CZ 0,341 n.z. 0,189 n.z. 5,778 0,020

Vreme provedeno u CZ 0,441 n.z. 0,632 n.z. 6,011 0,017

Broj ulazaka u CZ 2,104 n.z 0,084 n.z. 8,757 0,005

Predena distanca u CZ 2,054 n.z. 0,037 n.z. 3,830 0,055

Spontana no¢na aktivnost*

Predena distanca 9,049 0,004 8,833 0,004 19,342 < 0,001

*Podaci su testirani analizom varijanse sa ponovljenim merenjima.

# Podaci su testirani analizom kovarijanse sa ponovljenim merenjima u kojoj je telesna masa
koris¢ena kao kovarijabla.

1 Podaci su testirani analizom varijanse.

TZ - tigmotaksi¢na zona; CZ - centralna zona; n.z. — nije statisticki znacajno.
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4.13.1 Telesna masa

Misevi oba genotipa, bez obzira na uslove gajenja, su postepeno uvecavali svoju
telesnu masu u toku 5 nedelja koliko je trajalo testiranje (Slika 28;
Nedelja: Fs204 = 104,213, p<0,001). Medutim, analiza varijanse sa ponovljenim
merenjima je pokazala da pored faktora nedelje i faktor sredina ima znacajan efekat na
tezinu zivotinja (Tabela 17), odnosno da su zivotinje gajene u OS bile lakse od Zivotinja
gajenih u SS. Dodatno, post hoc analizom je utvrdeno da je telesna masa TnC-/- miSeva
izlaganih OS bila znacajno niza od telesne mase TnC-/- miSeva gajenih u SS u toku
poslednje dve nedelje testiranja (p < 0,01), kao i od telesne mase TnC+/+ miSeva

izlaganih OS u petoj nedelji testiranja (p = 0,045).

Telesna masa (g)

1 2 3 4 5
Nedelja u toku testiranja

Slika 28. Telesna masa TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS ili OS u toku 5 nedelja koliko je
trajalo izvodenje baterije testova. **p < 0,01: TnC-/- SS vs. TnC-/- OS; Lp < 0,05: TnC+/+ OS
vs. TnC-/- OS, n = 15 Zivotinja/grupi.
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4.13.2 Neuroloski testovi

Zivotinje iz sve &etiri eksperimentalne grupe su pokazale standardne odgovore
prilikom testiranja vizuelnog refleksa, geotaksije i refleksa uspravljanja. Prilikom
izvodenja refleksa spajanja zadnjih ekstremiteta primeceno je da odreden broj miseva iz
sve Cetiri grupe drzi priblizene zadnje ekstremitete (Tabela 18), §to je odgovaralo
oceni 1 na skali od 0-3, medutim, nijedna zivotinja nije pokazala ozbiljan poremacaj
refleksa zadnjih ekstremiteta (Sto bi odgovaralo oceni 2 ili 3). Statisti¢ki znacajne
razlike izmedu grupa nisu pronadene ni na poetku (A* = 0,231, n.z.) ni na kraju

testiranja (A = 1,8, n.z.).

Tabela 18. Procenat miseva koji je imao priblizene zadnje ekstremitete prilikom
izvodenja refleksa spajanja zadnjih ekstremiteta (ocena 1 na skali od 0-3) na pocetku i
na kraju baterije testova

Grupa +/+ SS +/+ OS -/- SS -/- OS

Poletak baterije testova 26,67 % (4/15)  33,33% (5/15) 33,33 % (5/15) 33,33 % (5/15)

Zavrietak baterije testova 26,67 % (4/15) 26,67 % (4/15) 33,33 % (5/15) 46,67 % (7/15)
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4.13.3 Test odrzavanja na Zici

S obzirom da je pronadena znacajna negativna korelacija izmedu telesne mase i
latencije u testu odrzavanja na Zzici, odnosno vremena koje Zivotinja provede dok ne
padne sa Zice (I, = -0,447, p < 0,001), telesna masa je uvedena u analizu kovarijanse kao
dodatna nezavisna varijabla. Pokazano je da na latenciju uti¢e ne samo telesna masa,
ve¢ 1 uslovi gajenja, odnosno faktor sredina (Tabela 17), kao i da je gajenje u OS

doprinelo povecanju latencije kod oba genotipa (Slika 29).
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Slika 29. Performanse TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS ili OS u testu odrzavanja na Zici.
MiSevi gajeni u OS su imali viSe latencije od miSeva gajenih u SS, $to ukazuje na to da OS, bez
obzira na genotip, znacajno pojacava izdrzljivost prednjih ekstremiteta. **p < 0,01: SS vs. OS,
n = 15 zivotinja/grupi.
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4.13.4 Test silaZenja sa platforme

MiSevi oba genotipa koji su gajeni u OS su pokazali nizu latenciju u testu
silazenja sa platforme, $to znaci da im je trebalo manje vremena da se osmele i sidu sa
izdignute platforme u osvetljenoj prostoriji (Tabela 17; Slika 30). lako je interakcija
genotipa i sredine pokazala samo statisticki trend (F1,56 = 3,009, p = 0,088), poredenjem
pojedina¢nih grupa je dobijeno da TnC-/- miSevima iz OS treba viSe vremena da sidu sa
platforme nego TnC+/+ miSevima koji su izlagani istim uslovima (Slika 30; p = 0,037).
Ovakav rezultat ukazuje da nedostatak TnC moze da oslabi ,,anksioliti¢ki” efekat OS u

ovom testu.
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Slika 30. Performanse TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS ili OS u testu silaZenja sa
platforme. MiSevi gajeni u OS su pokazali nize latencije od miSeva gajenih u SS. Medutim,
primecen je slabiji uticaj OS na smanjenje straha od visine kod TnC-/- miSeva u odnosu na
TnC+/+ miseva. *p < 0,05; ***p < 0,001, n = 15 Zivotinja/grupi.
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4.13.5 Test hodanja po gredi

Kao i u prethodnom testu, prime¢eno je da miSevi koji su izlagani OS
ispoljavaju manje anksiozan odgovor u testu hodanja po gredi, odnosno da zapocinju
znatno brze da prelaze izdignutu gredu u odnosu na miseve koji su gajeni u SS
(Tabela 17; Slika 31a). Kada je analizirano vreme koje je potrebno misevima da predu
gredu, analiza varijanse je pokazala da faktor sredina ima uticaj i na ovaj parametar
(Tabela 17). Post hoc analizom je ustanovljeno da su TnC-/- miSevi izlagani OS imali
znatno duze vreme prelaska grede ne samo od TnC-/- miSeva izlaganih SS
(Slika 31b; p= 0,018), ve¢ i od TnC+/+ miseva izlaganih OS (Slika 31b; p = 0,043).
Dodatno, ovim testom je pokazano da TnC-/- miSevi iz SS imaju lo$iju koordinaciju
pokreta (Tabela 17; Slika 31c, d), §to je bilo podrzano veéim brojem proklizavanja
prednjih i zadnjih ekstremiteta kod ovih miSeva u odnosu na TnC+/+ miSeve gajene u
istim uslovima (za prednje ekstremitete: p = 0,018; za zadnje ekstremitete p = 0,002).
Iako je zabelezen znacajan uticaj sredine na broj proklizavanja prednjih ekstremiteta
(Tabela 17), dva genotipa nisu bila pogodena na isti nacin. Naime, izlaganje TnC-/-
miseva OS je smanjilo broj proklizavanja prednjih ekstremiteta (p = 0,004), dok s druge
strane, OS nije imala efekat kod TnC+/+ miseva (Slika 31c). Nasuprot tome, znacajan
efekat sredine na broj proklizavanja zadnjih ekstremiteta nije zabelezen
(Tabela 17, Slika 31d). Dobijeni rezultati ukazuju da OS ublaZzava uo¢ene poremecaje u
odrzavanju balansa kod TnC-/- miSeva tako $to produzavaju¢i vreme potrebno za
prelazenje grede, ona smanjuje broj proklizavanja prednjih ekstremiteta. Medutim,
koordinacija zadnjih ekstremiteta kod TnC-/- miseva i dalje ostaje oslabljena. S druge
strane, kako TnC+/+ miSevi is SS ne prave veliki broj proklizavanja dok prelaze gredu,

pozitivan efekat OS na taj parametar nije primecen.
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Slika 31. Performanse TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS ili OS u testu hodanja po gredi.
a) Misevi gajeni u OS, bez obzira na genotip, su brze zapo€injali da prelaze gredu od miseva
gajenih u SS. Primeceni deficiti u odrZzavanju balansa i koordinaciji pokreta kod TnC-/- miseva
su umanjeni u odredenom stepenu gajenjem tih miseva u OS tako sto je OS poduzavajuéi vreme
neophodno za prelazenje grede (b), dovela do smanjenja broja proklizavanja prednjih
ekstremiteta kod tih zivotinja (c). d) Medutim, koordinacija zadnjih ekstremiteta je i dalje ostala
oslabljena. *p < 0,05; **p < 0,01, n = 15 Zivotinja/grupi.
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4.13.6 ,,Rota-rod” test (rotirajudi cilindar)

Iako su misSevi iz sve Cetiri eksperimentalne grupe pokazivali napredak iz dana u
dan (Dan: Fz33 = 47,492, p < 0,001), analiza varijanse sa ponovljenim merenjima je
pokazala da i faktor sredina ima znaCajan efekat na latenciju u ,,rota-rod” testu
(Tabela 17, Slika 32). Naime, TnC+/+ miSevi koji su bili izlagani OS su znac¢jano vise
vremena provodili na rotirajuéem cilindru u odnosu na TnC+/+ miseve gajene u SS u
toku 2, 3.1 4. dana (p < 0,05). Medutim, znacajan efekat OS na povecanje latencije nije
uoden kod TnC-/- miSeva (Slika 32). Sta viSe, razlike izmedu dva genotipa nakon
izlaganja OS su pokazivale statisticki trend 3. i 4. eksperimentalnog dana (p = 0,071,
odnosno p = 0,086). Vazno je napomenuti da nije pronadena znacajna korelacija izmedu
telesne mase i latencije u ,rota-rod” testu (rhoeo = -0,062, p = 0,639), ¢ime je
ustanovljeno da performanse Zivotinja u ovom testu nisu zavisile od njihove telesne
mase. Dobijeni rezultati ukazuju da TnC-/- misevi imaju sporiju dinamiku ucenja
senzomotornih radnji od TnC+/+ miseva, Sto se uocava tek nakon gajenja Zivotinja u
OS.
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Slika 32. Performanse TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS ili OS u ,,rota-rod” testu. Gajenje
TnC+/+ miSeva u OS je znacajno poboljsalo njihovo senzomotorno ucenje. S druge strane,
ovakav efekat OS nije uofen kod TnC-/- miSeva. Vrednosti na grafiku predstavljaju srednju
vrednost 3 merenja za svakog misa po danu (n = 15 zivotinja/grupi). *p < 0,05: TnC+/+ SS vs.
TnC+/+ OS.
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4.13.7 Test otvorenog polja

Dvofaktorskom analizom varijanse je dobijeno da faktor sredina ima bitan uticaj
na sve analizirane parametre u testu otvorenog polja (Tabela 17). Naime, misevi koji su
izlagani OS, bez obzira na genotip, su pokazali smanjen eksploratorni nagon, sto je bilo
pra¢eno malim predenim distancama, smanjenim brojem propinjanja, kao i poveéanom
koli¢inom vremena koje su provodili u mirovanju uglavnom na periferiji arene u
tigmotaksi¢noj zoni (TZ) (Slika 33a-d). MiSevi gajeni u OS, iako su imali niZu latenciju
ulaska u centralnu zonu (CZ) od miSeva gajenih u SS, pokazivali su krace zadrzavanje i
smanjen broj ulazakau u CZ, kao i prelazak kra¢ih distanci u toj zoni (Slika 33e-h).
Poredenje izmedu grupa je pokazalo prisustvo znacajnih razlika uglavhom izmedu
TnC -/- miSeva koji su bili izlagani razli¢itim sredinama, $to je ukazalo na jaci efekat

OS na taj genotip.
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Slika 33. Performanse TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS ili OS u testu otvorenog polja. a)
Ukupna predena distanca, b) broj propinjanja na zid arene, ¢) vreme provedeno u tigmotaksicnoj
zoni (TZ), d) vreme provedeno u mirovanju u TZ, e) latencija ulaska u CZ, f) vreme provedeno
u CZ, g) broj ulazaka u CZ i h) predena distanca u CZ. Faktor sredina je imao znacajan efekat
na sve ispitivane parametre. *p < 0,05; **p < 0,01, ***p < 0,001, n = 15 zivotinja/grupi.
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4.13.8 Spontana no¢na aktivnost

Spontana no¢na aktivnost Zivotinja je pra¢ena na osnovu predene distance u toku
12 sati, sa poc¢etkom u 20:00 h. Kao §to se moze videti na Slici 34, kod Zivotinja oba
genotipa, bez obzira na uslove gajenja, ritam nocne aktivnosti je imao isti obrazac:
najveca lokomotorna aktivnost zabelezena je 1 h nakon pocetka testa, zatim 1 h nakon

pono¢i, kao 1 u 5:00 h ujutru.
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Slika 34. Spontana no¢na aktivnost TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS ili OS, prikazana na
osnovu parametra predene distance. Svaka tacka na grafiku predstavlja spontanu aktivnost u
toku 1 sata u periodu od 20:00 — 8:00 h. TnC-/- miSevi gajeni u SS su pokazali povecanu
lokomotornu aktivnost u toku testiranja. Medutim, gajenje TnC-/- miSeva u OS je smanjilo
hiperlokomociju do nivoa lokomocije TnC+/+ zivotinja. Razlika u nivou aktivnosti nije
zabeleZena izmedu TnC+/+ miSeva gajenih u dve sredine, osim u prvom satu testiranja kada je
primeéeno da Zivotinje iz OS prelaze krace distance. ¥ #p < 0.05; #p < 0.01; ***##p < 0.001;
*: TnC+/+ SS vs. TnC+/+ OS, +: TnC-/- SS vs. TnC-/- OS, #: TnC+/+ SS vs. TnC-/- SS, i
L: TnC+/+ OS vs. TnC-/- OS.

Amplituda noé¢ne aktivnosti TnC-/- miSeva gajenih u SS je bila izrazito visa od
amplituda preostale tri grupe, ukazuju¢i na povecan ekploratorni nagon kod ovih
zivotinja (Slika 34). Medutim, gajenje u OS dovelo je do smanjenja lokomotorne
aktivnosti kod TnC-/- miSeva do nivoa koji je zabeleZen kod TnC+/+ miSeva bez obzira

na uslove gajenja. Analiza varijanse sa ponovljenim merenjima pokazala je da pored
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znacajnog uticaja genotipa i sredine na predenu distancu, postoji i znacajna interakcija
dva faktora (Tabela 17). Takode, primeceno je da miSevi gajeni u OS pokazuju brzu
habituaciju u prvih sat vremena testiranja od miSeva gajenih u SS, §to se ogledalo u
prelazenju kraéih distanci (Sredina: F156 = 7,770, p = 0,007; Slika 34) i provodenju vise

vremena u mirovanju (Sredina: F1s6 = 6,208, p < 0,001, podaci nisu prikazani).

4.13.9 Morisov vodeni lavirint

Bez obzira na genotip, misevi gajeni u OS su prvog dana testitanja u Morisovom
vodenom lavirintu pokazali znacajno bolje opazanje i vizuo-motorno navodenje ka
vidljivoj platformi od miSeva gajenih u SS, na $ta je ukazala smanjena latencija
nalazenja platforme. Takode, miSevi iz OS su plivali sporije, zatim su prelazili krace
distance i provodili manje vremena u tigmotaksi¢noj zoni (TZ) (Slika 35a, c, f). Analiza
varijanse sa ponovljenim merenjima je pokazala znaCajan efekat sredine na sve
ispitivane parametre (Tabela 19).

Prostorno ucenje i paméenje TnC+/+ i TnC-/- miSeva nakon gajenja u SS ili OS
je praceno u toku naredna Cetiri dana akvizicije kada je platforma bila postavljena na
istom mestu kao 1 prvog dana testiranja, ali ispod nivoa vode. Prvog dana akvizicije,
TnC-/- miSevima, bez obzira na uslove gajenja, trebalo je znatno viSe vremena da
pronadu nevidljivu platformu u odnosu na TnC+/+ misSeve (Genotip: Fi156 = 6,350,
p=0,015; Slika 35a). Takode, TnC-/- miSevi su prelazili duze distance (Genotip:
F156 = 6,226, p = 0,016; Slika 35c) i zadrzavali se duze u TZ (Genotip: F156 = 8.075,
p = 0,006; Slika 35f). Tako su se latencije nalaZenja platforme smanjivale kod sve Cetiri
grupe u toku 4 dana akvizicije (Dan: Fzies = 54.808, p < 0,001; Slika 35a), ipak je
zabelezena sporija stopa prostornog ucenja kod TnC-/- miSeva (Dan x Genotip:
Fz168=3,540, p = 0,016; Slika 35a). Osim toga, iako je pronaden znaclajan ekekat
sredine na latenciju nalazenja platforme (Tabela 19), gajenje u OS je znacajno doprinelo
njenom smanjenju samo kod TnC+/+ miSeva, dok je sli¢an efekat izostao kod TnC-/-
miSeva (Slika 35a). Sta vise, znadajne razlike izmedu dva genotipa koji su gajeni u OS
su pronadene 4. i 5. dana testiranja, odnosno 3. i 4. dana akvizicije (Slika 35a; p < 0,05).
S obzirom na to da su TnC-/- misevi plivali sporije od TnC+/+ miSeva (Slika 35e),

analizom kovarijanse sa ponovljenim merenjima, gde je brzina plivanja koriS¢ena kao
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kovarijabla, ispitano je da li se duze latencije nalaZzenja platforme kod TnC-/- miSeva
javljaju usled njihove smanjene brzine plivanja tokom dana akvizicije. Dodatna analiza
je pokazala da efekat brzine plivanja na latenciju nije znacajan (p > 0,05). Dodatno, kod
TnC-/- miSeva je u toku faze akvizicije pronaden i povecan tigmotaksis, kao 1 vece
predene distance, $to je potvrdeno znacajnim efektom genotipa na analizirane parametre
(Tabela 19; Slika 35c, f).

Sestog dana testiranja u Morisovom vodenom lavirintu, platforma je uklonjena
iz bazena kako bi se ispitalo da li dva genotipa koriste razliCite strategije ucenja.
Analizom vremena provedenog u kvadrantu bazena gde je prethodnih dana bila
pozicionirana platforma, dobijeno je da miSevi iz sve Cetiri grupe provode vecinu
vremena u toku prvog pokusaja upravo u tom kvadrantu, Sto je ukazalo da svi poseduju
prostornu strategiju u¢enja. Sta vise, u toku naredna tri pokusaja, istog dana, vreme
provedeno u tom kvadrantu se smanjivalo istom stopom kod sve Cetiri grupe i razlike
izmedu grupa nisu zabelezene (Tabela 19; Slika 35b). Medutim, kao i u toku prethodnih
dana testiranja, TnC-/- miSevi su plivali sporije i prelazili kraée distance od
TnC+/+ miSeva (Tabela 19; Slika 35d, e). Gajenje u OS je dovelo do daljeg pada tih
parametara, ali i do smanjenja vremena koje su te zivotinje provodile u TZ
(Tabela 19; Slika 35d-f).

Sedmog dana testiranja, vidljiva platforma je bila postavljena u suprotni
kvadrant bazena. U takvim eksperimentalnim uslovima, kod TnC-/- miSeva gajenih u
OS je zabeleZena najviSa latencija nalaZenja platforme, $to se najverovatnije javlja kao
posledica male brzine plivanja ovih Zivotinja s obzirom na to da nisu dobijene grupne
razlike u predenim distancama (Tabela 19; Slika 35a, e).

Poslednjeg dana testiranja, kada je platforma bila postavljena u suprotni
kvadrant bazena, ali ispod nivoa vode, TnC-/- misevima je, kao i drugog dana testiranja,
bilo potrebno vise vremena da pronadu platformu (Tabela 19; Slika 35a), $to se moze
dovesti u vezu sa produZenim zadrzavanjem u kvadrantu gde je platforma bila
pozicionirana u toku prvih pet dana testiranja (Genotip: Fis6 = 6.323, p = 0,015;
Slika 35b).

Rezultati dobijeni ovim testom ukazuju na pojacan emocionalni odgovor TnC-/-
miSeva kada je platforma ispod nivoa vode, kao i1 na sporiju stopu ucenja i smanjenu

kognitivnu fleksibilnost. Naime, kako je gajenje u OS znacajno poboljsalo prostorno
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ucenje i paméenje kod TnC+/+ miSeva, dok slican efekat nije zabelezen kod TnC-/-

miSeva, dobijeni rezultati ukazuju da nedostatak TnC zaista pogada funkcionisanje u

prostoru i menja ponasajni odgovor. Osim toga, ovim testom je uocCen i oslabljen

senzomotorni kapacitet kod TnC-/- miseva koji se ogleda u smanajenoj brzini plivanja.

Tabela 19. Rezultati statisticke analize za razliite parametre ponasanja Zivotinja U

Morisovom vodenom lavirintu

Parametar Dan 1 Dan 2-5 Dan 6 Dan 7 Dan 8
F156 p F156 p F1s6 p F1.56 p F1.56 p
Latencija nalaZenja platforme
Genotip 1,844 n.z. 9,359 0,003 - - 1,060 n.z. 7,508 0,008
Sredina 14,641 <0,001 4,680 0,035 - - 5,324 0,026 0,285 n.z.
Interakcija 0,031 n.z. 1,057 n.z. - - 1,258 n.z. 0,255 n.z.
Vreme provedeno u ciljnom kvadrantu
Genotip - - - - 0,063 n.z. 0,810 n.z. 6,323 0,015
Sredina - - - - 1,470 n.z. 0,644 n.z. 0,454 n.z.
Interakcija - - - - 2,131 n.z. 0,031 n.z. 0,355 n.z.
Predena distanca
Genotip 0,858 n.z. 5746 0,020 5,450 0,023 0,023 n.z. 5,628 0,021
Sredina 15,810 <0,001 19,226 <0,001 26,838 <0,001 0,076 n.z. 1,884 n.z.
Interakcija 0,282 n.z. 0,956 n.z. 0,004 n.z. 0,565 n.z. 0,122 n.z.
Brzina plivanja*
Genotip 0,040 n.z. 4,861 0,032 4,818 0,032 10,887 0,002 7,719 0,007
Sredina 7,180 0,010 25,888 <0,001 18,974 <0,001 27,469 <0,001 49,334 <0,001
Interakcija 0,553 n.z. 1,177 n.z. 0,140 n.z. 0,026 n.z. 0,084 n.z.
Vreme provedeno u tigmotaksi¢noj zoni
Genotip 0,686 n.z. 9,128 0,004 2,066 n.z. 3,043 n.z. 3,373 n.z.
Sredina 18,283 <0,001 5580 0,022 8,513 0,006 0,033 n.z. 1,811 n.z.
Interakcija 0,135 n.z. 0,493 n.z. 0,679 n.z. 3,478 n.z. 0,008 n.z.

* Uradena je analiza kovarijanse pri ¢emu je telesna masa uzimana kao kovarijabla. Efekat
telesne mase na brzinu plivanja nije bio znacajan tokom 8 dana testiranja (p > 0,05). '-'-analiza

nije radena, n.z.- nije znacajno.
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Slika 35. Performanse TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS ili OS u Morisovom vodenom
lavirintu. a) Latencija nalazenja platforme, b) vreme provedeno u ciljnom kvadrantu 6. dana
testiranja, ¢) predena distanca, d) predena distanca 6. dana testiranja, e) brzina plivanja i f)
vreme provedeno u tigmotaksi¢noj zoni (TZ). Vrednosti na grafiku predstavljaju srednju
vrednost 4 merenja za svakog miSa po danu (n = 15 zivotinja/grupi), izuzev pod b) gde su
prikazana 4 pojedina¢na pokuSaja 6. dana testiranja. ~ 7 ¥ Tp < 0.05; 7 " #p < 0.01;
T < 0.001; *: TnC+/+ SS vs. TnC+/+ OS, +: TnC-/- SS vs. TnC-/- OS, #: TnC+/+ SS vs.
TnC-/- SS, i L:TnC+/+ OS vs. TnC-/- OS.
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5. DISKUSIJA

Rezultati ove studije pokazuju da TnC, glikoprotein VCM, ima vaznu ulogu u
regulaciji strukturne plasti¢nosti malog mozga tako Sto moduliSe razgradnju PNM od
strane MMP-9 enzima i utie na strukturne promene na nivou presinapse. Takode, ova
studija proSiruje prethodna saznanja o ponasajnom fenotipu TnC-/- miseva, pruzajuéi
uvid u njihovu osetljivost na sredinske faktore kao i Siroku sliku o ulozi TnC u
regulaciji odredenih domena ponasanja, kao §to su spontana lokomotorna aktivnost,

senzomotorna koordinacija, emocionalna reaktivnost, ucenje i pamcenje.
5.1 Uloga TnC u strukturnoj plasti¢nosti malog mozga

5.1.1 Uloga TnC u sazrevanju i odrZavanju perineuronalnih mreza

Iako jo$ uvek nije jasno utvrdeno da li TnC predstavlja strukturnu komponentu
PNM, rezultati ove studije ukazuju da on ima vaznu modulatornu ulogu u odrzavanju
njihovog integriteta. Dvostrukim bojenjem mozdanih preseka koriS¢enjem antitela na
TnC i lektina WFA, pokazana je difuzna distribucija TnC u VCM, ali uoéena su i mesta
bliskog kontakta sa PNM u n. dentaus adultnih TnC+/+ miseva. S obzirom na to da su i
prethode studije identifikovale TnC kao ligand za odredene ¢lanove lektikanske familije
koji ulaze u sastav PNM (Milev et al., 1997; Rauch et al., 1997; Day et al., 2004), moze
se pretpostaviti da TnC ostvaruje svoje funkcije preko modulacije drugih komponenti
PNM.

Prethodna istrazivanja PNM kod TnC-/- miSeva nisu pokazala izmenjenu
morfologiju ovih struktura u hipokampusu TnC-/- miSeva, starosti izmedu 4 i 6 nedelja
(Evers et al., 2002). Sli¢no tim nalazima, ova studija pokazuje da se PNM u n. dentaus
malog mozga TnC-/- miseva, starosti 7 nedelja, takode ne razlikuju od PNM TnC+/+
miseva iste starosti. Medutim, pronaden je znacajan pad u intenzitetu WFA signala kod
adultnih TnC-/- miseva, starosti 11 meseci koji su gajeni u standardnim uslovima, §to
ukazuje da TnC ipak tokom starenja zivotinja u€estvuje u sazrevanju PNM, kao i u
odrzavanju njihovog strukturnog integriteta u malom mozgu. Poznato je da se PNM

formiraju u vecini mozdanih regiona u periodu izmedu 2-3. postnatalne nedelje, nakon
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¢ega se njihova morfologija menja zajedno sa sazrevanjem sinapsi i dostize finalnu
formu u ranom adulnom dobu (Pizzorusso et al., 2002; Carulli et al., 2006; Carulli et al.,
2007; Galtrey et al., 2008; Yamada i Jinno, 2013; Ye i Miao, 2013; Horii-Hayashi et al.,
2015). Prema tome, uoc¢eno smanjenje intenziteta PNM u n. dentatus adultnih TnC-/-
miseva moze se objasniti izmenjenim razvojem i stabilizacijom PNM usled nedostatka
TnC. S obzirom na to da je pokazano da farmakoloska supresija neuronalne aktivnosti
pomocu inhibitora voltazno zavisnih Na* kanala (Reimers et al., 2007) ili voltazno
zavisnih Ca?* kanala L tipa (Dityatev et al., 2007) snazno smanjuje vanéelijsku
akumulaciju komponenti PNM, kao i da TnC moze da moduliSe aktivnost tih kanala
direktno ili indirektno kroz interakciju sa integrinima (Srinivasan et al., 1998; Evers et
al., 2002; Gall et al., 2003), moze se pretpostaviti da je aktivacija ovih kanala pomoc¢u

TnC odgovorna za sazrevanje i odrzavanje PNM u fiziolo§kim uslovima.

5.1.2 Smanjena strukturna plasti¢nost kod TnC-/- i MMP-9-/- miSeva
nakon dugotrajnog izlaganja obogacenoj sredini

Gajenje laboratorijskih zivotinja u OS je Siroko prihvaéena paradigma za koju je
pokazano da pozitivno utice na razvoj mozga i kod mladih i kod odraslih jedinki, tako
Sto indukuje promene na molekularnom, ¢éelijskom i ponasajnom nivou (Baroncelli et
al., 2010). Studija Foscarin et al. (2011) je pokazala da izlaganje adultnih miseva divljeg
soja OS u trajanju od 4 nedelje dovodi do povecane strukturne plasticnosti koja se
ogleda u smanjenju broja PNM u dubokim jedrima malog mozga. S druge strane,
rezultati ove studije pokazuju da izlaganje zivotinja OS u toku ranog razvica, u periodu
od juvenilnog do adultnog stadijuma u trajanju od 8 nedelja, indukuje sli¢ne plasti¢ne
promene u malom mozgu kontrolnih Zivotinja.

Medutim, analiza distribucije PNM kod TnC-/- i MMP-9-/- miSeva nakon
gajenja u OS je ukazala na vaznu ulogu TnC i MMP-9 u reorganizaciji ovih struktura.
Naime, kod oba mutanta je primecen porast intenziteta WFA signala u uslovima
povecane stimulacije, Sto ukazuje da njihov nedostatak uti¢e na regulaciju odrZzavanja
ravnoteze izmedu sinteze i razgradnje u korist sinteze komponenti mreza u uslovima
OS. Medutim, ne moZze se u potpunosti iskljuciti moguénost da je oslabljena razgradnja

PNM i smanjena strukturna plasti€nost posledica smanjene proteoliticke aktivnosti
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MMP-9 enzima kod TnC-/- miSeva, odnosno njen potpuni izostanak kod MMP-9-/-
miSeva.

Poznato je da izlaganje OS menja ekspresiju mnogih gena koji su uglavnom
ukljuceni u regulaciju plasti¢nosti nervnog sistema (Rampon et al., 2000; Keyvani et al.,
2004; Carulli et al., 2011). Ova studija pokazuje da izlaganja TnC+/+ miSeva OS
8 nedelja dovodi do povecane ekspresije TnC u dubokim jedrima malog mozga, dok
sli¢ne promene nisu zabelezene u kori malog mozga. Takode, bitno je napomenuti da je
OS indukovala povecanje u ekpresiji TnC ne samo kod divljeg soja, ve¢ i kod
MMP-9-/- miseva, §to ukazuje da MMP-9 nije uklju¢en u regulaciju ekspresije TnC, veé
da je obrnut scenario koji podrazumeva regulaciju ekspresije/aktivnosti MMP-9 od
strane TnC viSe verovatan. U prilog tome ide i podatak da je, bez obzira na uslove
gajenja, kod TnC-/- miseva dobijena smanjena MMP-2 i/ili MMP-9 aktivnost nakon
in situ zimografije, kao i nizak stepen kolokalizacije izmedu PNM i MMP aktivnosti.
Osim toga, prethodne studije takode navode da bi TnC mogao da bude jedan od
molekula ukljuéenih u regulaciju MMP-9 ekspresije/aktivnosti. Naime, pokazano je da
u toku ishemije jetre i reperfuzione povrede koja nastaje nakon uspostavljanja krvotoka,
nedostatak TnC dovodi do nishodne regulacije MMP-9 sinteze/aktivnosti, $to kao
krajnji rezultat ima bolju regeneraciju jetre (Kuriyama et al., 2011). Zavisnost MMP-9
ekspresije od prisustva TnC je takode opisana u studiji Kalembeyi et al. (2003), ¢iji
autori pokazuju da izlaganje ¢elija raka dojke izolovanih iz TnC-/- miSeva rastu¢im
koncentracijama TnC dovodi do snazne i dozno zavisne indukcije MMP-9 ekspresije,
ukazujuéi tako na direktnu ulogu TnC u signalnom putu MMP-9 sinteze. Takode,
postoje podaci koji ukazuju da je povecana ekspresija TnC pra¢ena ushodnom
regulacijom MMP-9 ekspresije/aktivnosti u razli¢itim patoloskim stanjima (Dang et al.,
2004; Franz et al., 2013; Xu et al., 2015). Medutim, dodatna istraZivanja su neophodna
kako bi se ustanovio tac¢an signalni put koji leZi u osnovi funkcionalnog odnosa ova dva
molekula vancelijskog matriksa §to bi dalje doprinelo razumevanju mehanizama u
razli¢itim patologijama gde je primecena njihova koekspresija i kolokalizacija, kao i

pojasnjenju njihove uloge tokom razvica i plasticnosti CNS u adultnom mozgu.
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5.1.3 Uloga MMP-2 i MMP-9 u razgradnji perineuronalnih mreza

Ushodna regulacija i aktivacija zelatinaza, MMP-2 i MMP-9, nakon pojacane
neuronalne aktivnosti ukazuje da bi upravo ovi enzimi mogli da imaju vaznu ulogu u
strukturnom remodelovanju koje se javlja kao posledica pojacane aktivnosti neurona
(Szklarczyk et al., 2002; Reeves et al., 2003; Michaluk et al., 2007). S tim u vezi,
pokazano je da izlaganje OS moze da dovede do aktivacije zelatinaza u malom mozgu
adultnih miSeva (Foscarin et al., 2011). Takode, opisana je ushodna regulacija MMP-9
ekspresije u hipokampusu nakon dugotrajnog izlaganja pacova uslovima OS u toku
ranog razvica (Cao et al., 2014). S obzirom na te nalaze, smanjena aktivnost zelatinaza u
n.dentatus kontrolnih miSeva nakon izlaganja OS u trajanju od 8 nedelja predstavljala je
suprotan rezultat od ocekivanog. Posto je pretpostavljeno da je do aktivacije ovih
proteolitickih enzima moglo da dode u ranijem vremenskom periodu, odnosno pre
zavrSetka 8. nedelje gajenja, uradeni su dodatni eksperimenti kako bi se testirala ova
hipoteza. Zaista, pokazano je da izlaganje TnC+/+ i TnC-/- miseva OS 4 nedelje dovodi
do ushodne regulacije aktivnosti MMP-9 enzima, ali ne i MMP-2, kod oba genotipa,
dok promene u morfologiji PNM nisu bile uocene. Stoga, razgradene PNM kod
kontrolnih Zivotinja nakon 8 nedelja izlaganja OS i nishodna regulacija aktivnosti
Zelatinaza jasno ukazuju na vremenski okvir strukturnih promena u malom mozgu ovih
zivotinja. Medutim, vazno je ista¢i da uprkos povecanoj aktivnosti MMP-9 enzima
nakon izlaganja TnC-/- miSeva OS u trajanju od 4 nedelje, kod ovih miSeva nije uocena
razgradnja PNM u n. dentatus ni posle 4, ali ni posle 8 nedelja izlaganja OS. Ovakav
rezultat ukazuje da je TnC neophodan za regulaciju proteoliticke degradacije PNM od
strane MMP-9. Rezultati ove studije koji se odnose na prisustvo kolokalizacije PNM i
aktivnosti zelatinaza, kao i na odsustvo razgradnje PNM kod MMP-9-/- miSeva nakon
njihovog izlaganja OS podrzavaju mogucnost da bi MMP-9 enzim mogao da bude
ukljucen u proteoliti¢ku razgradnju PNM u malom mozgu. Takode, nekoliko prethodnih
studija je dovelo u vezu degradaciju PNM sa povecanom aktivnosti MMP-9 (Gray et al.,
2008; Pollock et al., 2014). Pored toga, ustanovljeno je da nekoliko komponenti PNM,
uglavnom hondroitin sulfat proteoglikana, mogu predstavljati supstrate za zelatinaze

(Nakamura et al., 2000; Turk et al., 2001; Lu et al., 2011), dok je za TnC ustanovljeno
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da ne podleze seCenju od strane MMP-9 enzima (Imai et al., 1994; Siri et al., 1995;
Stegemann et al., 2013).

Poznato je da se aktivirane forme enzima iz familije MMP mogu naéi u
razli¢itim unutarcelijskim odeljcima gde mogu seci odredene ceijske proteine, ili ¢ak
ispoljiti i neproteoliticke funkcije (Cauwe i Opdenakker, 2010). Na primer, predlozeno
je da u Ccelijskim jedrima ovi enzimi mogu doprinositi procesima kao $to su
transkripcija, iskrajanje RNK ili replikacija DNK. Nekoliko MMP enzima, ukljucujuéi
MMP-2 i MMP-9, su detektovani u jedru ¢elija, pri ¢emu su ustanovljeni i mehanizmi
za njihovu jedarnu translokaciju (Monferran et al., 2004; Zink et al., 2004; Yang et al.,
2010). Iako je ova studija imala za cilj da ispita ulogu Zelatinaza u reorganizaciji PNM,
a samim tim i u sinapti¢koj plasti¢nosti malog mozga, vazno je ista¢i da je kod TnC-/-
misSeva pronadena znatno slabija enzimska aktivnost nego kod kontrolnih miseva bez
obzira na to da li je analizirana sveukupna aktivnost ili po odeljcima (vancelijski prostor
1 jedra Celija). Takode, ustanovljeno je da je kod oba genotipa aktivnost Zelatinaza u
jedrima bila smanjena nakon produzenog izlaganja OS, s tim $to je kod TnC-/- miSeva
ona bila generalno slaba bez obzira na uslove gajenja. Ovakav nalaz ukazuje da bi
aktivnost zelatinaza mogla da utice na regulaciju transkripcije gena uklju¢enih u
formiranje 1 odrzavanje PNM, §to je i podrzano time da su PNM bile dosta izrazene kod
TnC-/- i MMP-9-/- miSeva nakon OS. Medutim, dalje istrazivanje je neophodno kako bi
se okarakterisale tacne unutarcelijske funkcije ovih MMP enzima, odnosno kako bi se

identifikovali njihovi unutaréelijski supstrati.

5.1.4 Uloga TnC u sinaptic¢koj plasti¢nosti

S obzirom da hemijska ablacija glavnih inhibitornih presinaptic¢kih zavrSetaka
koji vode poreklo od Purkinje neurona dovodi do znafajnog smanjena broja PNM u
dubokim jedrima malog mozga, pretpostavlja se da ovi presinapticki ulazi imaju vaznu
ulogu u odrzavanju strukture PNM (Foscarin et al., 2011; Carulli et al., 2013). Sta vise,
pokazano je da Purkinje neuroni mogu da kontroliSu molekulski sastav ovih struktura
tako S§to vrSe sintezu i oslobadanje odredenih komponenti PNM (Carulli et al., 2013).
Pretpostavka da nivo plasti¢nih promena zavisi od odnosa izmedu ekscitacije i inhibicije

je podrzana nalazima koji pokazuju da smanjena GABAergicka transmisija pokrece
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tzv. plasti¢nost zavisnu od iskustva, takode dovodec¢i do razgradnje PNM u vizuelnom
delu kore velikog mozga Zivotinja kod kojih je uradena unilateralna deprivacija oka
(Harauzov et al., 2010). Takode, pokazano je da izlaganje adultnih pacova OS, kod
kojih je prethodno izvrSena unilateralna deprivacija oka, moze da dovede do reaktivacije
plasti¢nosti u vizuelnom delu kore velikog mozga koja je karakteristicna za juvenilni
period dovode¢i do smanjenja nivoa inhibicije (Sale et al., 2007; Baroncelli et al.,
2010). Novije studije sve vise ukazuju na to da je smanjena inhibicija kritina za
regulaciju plasticnih promena ne samo u vizuelnom delu kore velikog mozga, ve¢ i u
njenom auditornom delu, kao i u hipokampusu i ki¢menoj mozdini (Begenisic et al.,
2011; Zhou et al., 2011; Scali et al., 2013; Begenisic et al., 2014). U saglasnosti sa
prethodnim navedenim nalazima, smanjena plasticnost kod TnC-/- miSeva nakon
izlaganja OS, koja se ogleda kroz prisustvo vrlo razvijenih PNM, moze se objasniti
povecanom inhibicijom neurona u n. dentatus. Naime, kod TnC-/- miSeva pronaden je
povecan broj inhibitornih sinaptickih zavrSetaka, pri ¢emu je ustanovljeno da se njihova
povrSina dodatno uvecava nakon izlaganja ovih zivotinja OS. S druge strane, kod
kontrolnih miSeva, pronadeno je da OS dovodi do smanjenja inhibitornog uticaja na
neurone u n. dentatus tako S§to uzrokuje povecanje u gustini i povrSini ekscitatornih
sinaptiCkih zavrSetaka, dok se povrSina inhibitornih zavrSetaka smanjuje, a povrSina
ostaje nepromenjena. Medutim, vazno je spomenuti da je studija Foscarin et al. (2011)
pokazala povecanje u povrsini inhibitornih zavrSetaka nakon izlaganja misSeva divljeg
soja OS. Neslaganje u rezultatu moze biti posledica toga $to su u dve studije analizirana
razli¢ita duboka jedra malog mozga, odnosno to $to su koriS¢eni miSevi razli¢itog soja,
starosti 1 pola, ali 1 to $to je primenjen razli€it protokol za OS paradigmu.

Vazno je napomenuti da nisu samo neuroni u dubokim jedrima malog mozga
izvor Zelatinaza, ve¢ i da Purkinje neuroni mogu sintetisati ove enzime, pri ¢emu se
moze pretpostaviti da i ove ¢éelije preko svojih aksona aktivno doprinose reorganizaciji
VCM u dubokim jedrima koja inervisu (Ayoub et al., 2005; Foscarin et al., 2011).
Medutim, s obzirom na to da ti enzimi deluju uglavnom lokalno 1 uticu na morfologiju
dendritskih trnova (Michaluk et al., 2009; Michaluk et al., 2011; Dziembowska et al.,
2012), moguce je da primecene promene u aktivnosti zelatinaza unutar Purkinje neurona

dovode do lokalih promena u aktivnosti samih Purkinje neurona menjajuéi na taj nacin
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sinapticka kola u kori malog mozga, Sto kao krajnji efekat moze imati izmenjena
unutras$nja svojstva nishodnih neurona dubokih jedara i reorganizaciju PNM oko njih.
Uloga TnC u funkcionalnoj plasti¢nosti opisana je u elektrofizioloskoj studiji
koja je pokazala oslabljenu dugotrajnu potencijaciju u Saferovim kolaretalama i
odsustvo dugotrajne depresije u CA1 regionu hipokampusa TnC-/- miseva (Evers et al.,
2002). Takode, kod ovih Zivotinja prime¢ene su i izvesne promene u oslobadanju
glutamata na Purkinje neurone (Andjus et al., 2005). Rezultati ove studije pokazuju da
je TnC ukljucen u strukturnu reorganizaciju PNM i sinapti¢kih ulaza u malom mozgu,
odnosno da nakon izlaganja zivotinja uslovima OS TnC podsti¢e povecanje gustine i
povrsine ekscitatornih (glutamatnih) sinaptickih zavrsetaka, dok s druge strane smanjuje
gustinu i povrsinu inhibitornih (GABAergickih) sinaptickih zavrSetaka. Ovakav rezultat
ukazuje da TnC ima znacajnu regulatornu ulogu u finom podesavanju ravnoteze izmedu
ekscitacije i inhibicije u korist ekscitacije neurona u dubokim jedrima malog mozga u

uslovima OS.

5.1.5 Uloga MMP-9 u sinaptickoj plasti¢nosti

Na 3D rekonstrukcijama konfokalnih slika uoceno je da se aktivnost zelatinaza
nalazi u neposrednoj blizini ekscitatornth i inhibitornih sinaptickih markera u
n. dentatus, Sto ukazuje na ulogu ovih enzima u sinaptickom remodelovanju. Vazno je
napomenuti da proteoliza u vancelijskom prostoru ne mora da doprinosi samo
reorganizaciji okolocelijskog prostora, ve¢ 1 oslobadanju pojedinih signalnih molekula
kao $to su na primer, faktori rasta (Tsilibary et al., 2014). Poslednjih godina sve je vise
studija koje se bave ispitivanjem uloge MMP-9 u remodelovanju dendritske arhitekture
u uslovima pojacane neuronalne aktivnosti (Wang et al., 2008; Wilczynski et al., 2008;
Gawlak et al., 2009; Michaluk et al., 2011; Stawarski et al., 2014). Medutim, efekat OS
na gustinu i povrSinu ekscitatornih i inhibitornih presinaptickih zavrsetaka kod
MMP-9-/- miseva je prvi put ispitan u ovoj studiji.

Interesantno je da se u standardnim uslovima gajenja, gustina i povrsina
glutamatnih zavrSetaka kod MMP-9+/+ i MMP-9-/- miseva ne razlikuje. Medutim,
nakon izlaganja MMP-9-/- miseva OS doslo je do znacajnog povecanja broja ovih

zavrSetaka, S§to je ukazalo da nedostatak MMP-9 ne spreCava sinaptogenezu u
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n. dentatus koja je indukovana gajenjem u OS, ve¢ naprotiv, doprinosi pojacanoj
ekscitaciji. S obzirom na to da je u ovoj studiji prethodno pokazano da je TnC
neophodan kako bi doslo do pojacane ekscitacije nakon izlaganja Zivotinja OS, kao i da
je ekspresija TnC kod MMP-9-/- miSevi pojatana nakon OS, TnC bi mogao da
predstavlja jedan od klju¢nih molekula u signalnim putevima koji vode ka strukturnoj
plasti¢nosti ekscitatornih sinapsi kod MMP-9-/- miseva. Medutim, moguée je
pretpostaviti da se korisni efekti OS javljaju delom i usled povecanja nivoa
neurotrofickog faktora BDNF i ushodne regulacije nivoa serin proteaze tPA, za koje je
pokazano da mogu da imaju znacajnu ulogu u regulaciji sinapti¢ke plasti¢nosti (Mataga
et al., 2004; Pang et al., 2004; Baroncelli et al., 2010). Naime, pored MMP-9
(Mizoguchi et al., 2011; Cao et al., 2014), tPA takode moze vrsiti konverziju proBDNF
u BDNF (Pang et al., 2004) i na taj nacin imati kompenzatornu ulogu kod MMP-9-/-
miSeva. S druge strane, unutarcelijska signalizacija ovog neurotrofickog faktora moze
da pokrene razli¢ite programe transkripcije, Sto za krajnji efekat ima aktivaciju drugih
gena koji pokrecu plasticne promene u mozgu (Baroncelli et al., 2010). Vazno je
napomenuti da je pokazano da nakon ranog izlaganja zivotinja uslovima OS dolazi do
pojacane sinteze BDNF u malom mozgu (Angelucci et al., 2009). Isto tako, pronadena
je 1 ushodna regulacija tPA nakon pojacane fizicke aktivnosti ili izlaganja zivotinja OS
(Obiang et al., 2011; Sartori et al., 2011). S obzirom na to da reorganizacija ekcitatornih
sinapsi kod MMP-9-/- mi$eva nakon OS nije pra¢ena opstom dezorganizacijom VCM i
razgradnjom PNM, mozZe se pretpostaviti da kod ovih Zivotinja dolazi do razgradnje
specifi¢nih proteina VCM. Ovakvo stanovite je podrzano ¢injenicom da su ekscitatorne
sinapse lokalizovane na dendritima neurona u dubokim jedrima malog mozga (Pugh i
Raman, 2008), dok se PNM formiraju uglavnom oko tela neurona, proksimalnih delova
dendrita i inicijalnog dela aksona.

S druge strane, ova studija otkriva smanjenu gustinu i veli¢inu GABAergickih
presinapti¢kih zavrSetaka u n. dentatus MMP-9-/- miSeva, bez obzira na uslove u kojima
su oni gajeni. lako mehanizam koji opisuje ove promene na strukturnom nivou ostaje
nejasan, bitno je napomenuti da postoje podaci koji jasno ukazuju da MMP-9 ima
sustinsku ulogu u toku postnatalnog razvi¢a malog mozga, odnosno da nedostatak ovog
enzima ili njegova inhibicija uti¢u na apoptozu granularnih ¢elija i smanjuju izrastanje

paralelnih vlakana koji se projektuju na Purkinje neurone (Vaillant et al., 1999; Vaillant
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et al., 2003; Ayoub et al., 2005; Luo, 2005). Takode, ova studija pokazuje da izlaganje
OS ne menja gustinu i veli¢inu inhibitornih zavrsetaka kod MMP-9-/- miSeva. Odsustvo
plasti¢nosti inhibitornih sinapsi koje su lokalizovane na telima neurona u dubokim
jedarima malog mozga (Pugh i Raman, 2008) moze se dovesti u vezu sa odsustvom

razgradnje PNM kod ovih miSeva, najverovatnije usled nedostatka MMP-9 enzima.

*k*k

Opsti zakljucak prvog dela studije koji se odnosi na ulogu TnC u stukturnoj
plasti¢nosti je da TnC ima vaznu modulatornu ulogu u strukturnim promenama malog
mozga koje nastaju kao posledica dugotrajnog izlaganja zivotinja uslovima OS. Osim
toga, rezultati ukazuju na vaznost funkcionalne interakcije TnC i MMP-9 molekula,
odnosno da TnC predstavlja molekul koji je uklju¢en u regulaciju MMP-9 aktivnosti.
Modulisuéi aktivaciju MMP-9, TnC posreduje u razgradnji PNM kao i u sinapti¢kom
remodelovanju. Prema tome, ova studija otvara jednu novu temu za istrazivanje koja se
odnosi na rasvetljavanje signalnog puta u kome TnC posreduje u sintezi i/ili aktivaciji
MMP-9.

104



5.2 Uloga TnC u oblikovanju ponasanja

Drugi deo rezultata ove doktorske disertacije se odnosi na ispitivanje uloge TnC
u oblikovanju razli¢itih domena ponasanja, koji su u manjoj ili vecoj meri regulisani
funkcijom malog mozga, pri ¢emu bitno doprinose povezivanju promena uoc¢enih na
strukturnom nivou sa funkcionalnim posledicama vidljivim na fenotipskom nivou. lako
je nekoliko prethodnih studija ispitalo ponaSajni profil adultnih TnC-/- miSeva, ova
studija je prva koja uzima u obzir ne samo geneticki, ve¢ 1 sredinski faktor. Stoga, ona
pruza §iri uvid u ponasajni fenotip TnC-/- miseva koji nastaje kao rezultat pojacane

multisenzorne stimulacije u toku postnatalnog razvica.

5.2.1 Motorni deficiti koji se odnose na koordinaciju i sposobnost
plivanja kod TnC-/- miSeva ostaju prisutni i nakon gajenja u
obogacenoj sredini

Motorna funkcija kod TnC+/+ i TnC-/- miSeva gajenih u SS i OS je ispitana
koriS¢enjem razli¢itih testova ponasanja koji su koncipirani tako da ispitaju nivo
spontane lokomotorne aktivnosti, senzomotornu koordinaciju i sposobnost plivanja. U
saglasnosti sa prethodnim studijama (Fukamauchi et al., 1996; Fukamauchi et al.,
1997a; Kiernan et al., 1999), dobijeno je da nedostatak TnC ne dovodi do izrazenih
motornih deficita, ve¢ da uzrokuje suptilne, ali znacajne promene, kao §to su povecana
spontana lokomotorna aktivnost, oslabljena koordinacija i sporo plivanje. Medutim, ova
studija pokazuje da fizi¢ka aktivnost 1 fina motorna stimulacija u toku razvi¢a gajenjem
zivotinja u OS u izvesnoj meri popravlja pojedine deficite u ponaSanju. Uoceno
poboljsanje u izdrZljivosti prednjih ekstremiteta u testu izdrZaja na zici, kao 1 u motornoj
koordinaciji u testu hodanja na gredi nakon gajenja u OS je u skladu sa prethodnim
nalazima koji pokazuju da OS poboljSava ne samo motoricke sposobnosti, menjajuci
strukturna i funkcionalna svojstva miSi¢no-skeletnog sistema (Serradj et al., 2013), ve¢
menjajuci i fizioloski razvoj mozga tako Sto stimuliSe kognitivne funkcije i neurogenezu
(van Praag et al., 2000).

Medutim, slaba koordinacija zadnjih ekstremiteta TnC-/- miSeva u testu hodanja

na gredi, kao i sporo plivanje u Morisovom vodenom lavirintu ostaju prisutni i nakon
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pojacane motorne stimulacije u toku postnatalnog razvica gajenjem u OS. Nekoliko
studija je pokazalo pojacanu ekspresiju TnC u skeletno-miSi¢énim tkivima u toku
embriogeneze i organogeneze, ukazujucu na vaznu ulogu ovog molekula u razvi¢u
skeletno-misi¢nog sistema (Chiquet i Fambrough, 1984; Riou et al., 1992; Kardon,
1998). Takode, predlozeno je da bi TnC mogao da ima funkcionalnu ulogu nalik
vezivnom tkivu u toku razvica i morfogeneze misic¢a (Deries et al., 2010; Deries et al.,
2012). S druge strane, ustanovljeno je da sa sazrevanjem organizma ekspresija TnC
znacajno opada u ovim tkivima. Medutim ona ostaje prisutna na mestima koja su
izloZena jakim mehanickim silama 1 mestima koja imaju izrazita elasti¢na svojstva, kao
Sto su mesta spajanja misic¢a ili kostiju sa tetivama i povrSinski slojevi hrskavice
zglobova (Kannus et al., 1998). Uzimajuc¢i u obzir da TnC poseduje izvesna elasti¢na
svojstva (Oberhauser et al., 1998), kao i da razli¢iti intenziteti mehani¢kog naprezanja
kojima se izlaZze skeletno-miSi¢no tkivo mogu da reguliSu nivo ekspresije TnC na
dozno-zavisan nacin (Jarvinen et al., 1999; Jarvinen et al., 2003), u literaturi se predlaze
da TnC ima vaznu ulogu u pruzanju elasti¢nosti skeletno-misi¢no tkivu. Stoga,
smanjena motorna koordinacija i brzina plivanja kod TnC-/- miSeva koja ostaje prisutna
i nakon gajenja u OS mogla bi se objasniti, bar delimi¢no, niskim elastiénim svojstvima

njihovih skeletno-misi¢nih tkiva.

S druge strane, dve grupe istraziva¢a su nezavisno ispitivale nervno-misi¢ne
sinapse kod TnC-/- miSeva, kao i ulogu TnC u procesu reinervacije skeletnog misica.
Moscoso i kolege (Moscoso et al., 1998) su pronaSle da se miSi¢no-skeletna tkiva
razvijaju i funkcioni$u normalno kod TnC-/- miSeva, ukazujuci da TnC nije molekul od
suStinske vaznosti za razvoj nervno-misi¢ne sinapse i regeneraciju. S druge strane, treba
spomenuti i morfolosku studiju Cifuentes-Diaz et al. (1998), ¢iji su autori pronasli
naruSenu organizaciju presinaptickih terminala i prekomerni rast aksona kod TnC-/-
miSeva, ukazujuci da je TnC ukljucen ne samo u proces mijelinizacije i rast aksona, ve¢
i u formiranje i stabilizaciju nervnih terminala na nervno-misi¢noj sinapsi. Pored toga,
ista grupa autora je pokazala da se kod TnC-/- miSeva javlja i oslabljen proces
reinervacije u skeletnom misi¢u nakon ubrizgavanja botulinum toksina tipa A, §to je
dodatno ukazalo na vaznu ulogu TnC i u procesima plasti¢nosti nervno-misicnog
sistema (Cifuentes-Diaz et al., 2002). Postoji dosta razloga usled kojih su mogli biti

izvedeni suprotni zakljucci u dve studije (sumirano u Mackie i Tucker, 1999). Primena
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razli¢itih metodoloskih pristupa kao i to da su u prvoj studiji ispitivani preseci misica, a
ne celi misi¢i se ¢ine najvaznijim. Da TnC ima vaznu ulogu u procesu reinervacije
potvrduju i nalazi u studijama Langenfeld-Oster et al. (1994) i Mege et al. (1992) koji
su pokazali da primena antitela protiv TnC in vivo dovodi do odloZene reinervacije Sto
je bilo u saglasnosti sa in vitro studijom koja je pokazala da TnC pospeSuje izrastanje
neurita kada se ravnomerno oblozi kao supstrat (Faissner, 1997). Osim toga,
Guntinas-Lichius i kolege su otkrile da je funkcionalni oporavak kod TnC-/- miseva
nakon povrede facijalnog nerva znatno smanjen (Guntinas-Lichius et al., 2005). Na
osnovu svih navedenih nalaza koji ukazuju na vaznost TnC u procesima formiranja,
sazrevanja i stabilizacije nervno-misi¢ne sinapse, odnosno u procesima plasti¢nosti
nervno-misi¢nog sistema, moze se pretpostaviti da se deficiti u ponasanju kao §to su
slaba motorna koordinacija i sporo plivanje kod TnC-/- miSeva, javljaju kao posledica

poremecaja na nivou NErvno-misi¢ne sinapse.

Treba napomenuti da prethodna studija koja je ispitivala ponasajni fenotip
TnC-/- miSeva napravljenih od strane Evers et al. (2002) nije uspela da otkrije
nepravilnost u motornoj koordinaciji u testu hodanja po gredi (Morellini i Schachner,
2006). Do neslaganja u rezultatima u dve studije je najverovatnije doslo usled razlicitog
metodoloskog pristupa. Naime, u ovoj studiji je koriS¢ena greda debljine 0,8 cm
napravljena od providnog pleksiglasa, dok je u studiji Morellini i Schachner koris¢ena
drvena greda debljine 2,5 ili 1 cm. Osim toga, u ovoj studiji su miSevi obucavani da
predu gredu menjanjem tri pocetne pozicije na gredi, dok su u studiji Morellini 1
Schachner miSevi obucavani da prvo prelaze gredu debljine 5 cm sve dok ne po¢nu brzo
da je prelaze, nakon Cega su testirani na tanjim gredama. Takode, njihovi rezultati su
dobijeni na miSevima sa C57BL/6J - 129Sv] genetickom osnovom koji su dodatno

.....

Sto je na njima uradena studija ponasanja, dok su u ovoj studiji TnC-/- miSevi imali
“Cistiju” C57BL/6 geneticku osnovu s obzirom na to da su podvrgnuti dodatnim
ukrStanjima. Da geneticka osnova bitno utice na motornu koordinaciju pokazano je u
studiji Kiernan et al. (1999), ¢iji su autori utvrdili da se poremecaji u koordinaciji kod
TnC-/- miseva potpuno gube ukoliko se eksperimenti rade na 129SvJ genetickoj osnovi,

ali ne i ukoliko se rade na C57BL/6 osnhovi.
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5.2.2 Hiperlokomocija TnC-/- miSeva moZe biti ukinuta nakon gajenja
u obogacenoj sredini — brza habituacija na novu sredinu

Rezultati ove studije ponaSanja jasno pokazuju da TnC-/- miSevi ispoljavaju
povecanu spontanu lokomotornu aktivnost tokom 12 h tamne faze dnevnog ciklusa, kao
i da gajenje u OS moze potpuno ukinuti njihovu lokomotornu hiperaktivnost i vratiti je
na vrednosti dobijene kod kontrolnih miSeva. S obzirom na to da je pokazano da
spontana lokomotorna aktivnost kod kontrolnih miSeva ne zavisi od uslova gajenja,
bitno je istaci prisustvo interakcije gena i sredine kada je u pitanju ovaj tip ponaSanja.
Iako u studiji Morellini i Schachner (2006) nisu uocene promene u opstoj lokomotornoj
aktivnosti kod TnC-/- miSeva, ustanovljeno je da se kod ovih miSeva u viSe razli¢itih
eksperimentalnih uslova javlja pojacana aktivnost nakon stavljanja u novu sredinu,
ukazuju¢i da je kod njih obazrivost prema novom okruzenju skoro odsutna. Ipak,
izraZzena dugotrajna hiperaktivnost i pojacan istrazivacki nagon je primec¢en kod TnC-/-
miseva u studijima Fukamauchi et al. (1996; 1997) i Kiernan et al. (1999). Ove studije
navode da se takvo ponasanje, bar delimic¢no, javlja usled poremeéenog emocionalnog
odgovora koji se javlja usled promena u dopaminskom sistemu. Naime, pokazano je da
TnC-/- misevi imaju nizak stepen transmisije dopamina u strijatumu i hipokampusu
(Fukamauchi et al., 1996), kao i smanjenu ekspresiju enzima tirozin hidroksilaze koji je
ukljuéen u biosintezu kateholamina (Fukamauchi et al., 1997b). Takode, vazno je
napomenuti da je upotreba razli¢itih agonista dopaminskog receptora u potpunosti
spre¢ila pojavu hiperaktivnosti kod TnC-/- miseva (Fukamauchi et al., 1996;
Fukamauchi et al., 1997a). Medutim, rezultati ove studije su u skladu sa prethodnim
istrazivanjama koja pokazuju da OS, takode, ima sposobnost da smanji urodenu
hiperaktivnost (Green et al., 2003; Oddi et al., 2015; Botanas et al., 2016). Uocen efekat
se dovodi u vezu sa povecanom koncentracijom monoamina u odredenim regionima
mozga zivotinja koje su gajene u obogacenim uslovima (Naka et al., 2002; Brenes et al.,
2008; Brenes et al., 2009; Segovia et al., 2010; Darna et al., 2015). Istovremeno,
rezultati ove studije ukazuju da su kod TnC-/- miSeva o¢uvani molekularni mehanizmi
odgovorni za smanjenje hiperaktivnosti, kao i da se ti mehanizmi mogu pokrenuti
gajenjem Zzivotinja u uslovima pojacane senzomotorne i kognitivne stimulacije u toku

ranog razvoja.
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Pored toga, u saglasnosti sa prethodnim nalazima (Varty et al., 2000;
Zimmermann et al., 2001; Schrijver et al., 2002; Pietropaolo et al., 2004; Elliott i
Grunberg, 2005; Del Arco et al., 2007; Amaral et al., 2008), rezultati ove studije
pokazuju da bez obzira na genotip, OS poboljSava sposobnost Zivotinja da obraduju
informacije iz neposrednog okruzenja, dovode¢i do njihovog brZzeg privikavanja na
novu sredinu. Naime, brza habituacija zivotinja iz OS, koja se ogledala u smanjenoj
lokomotornoj aktivnosti tih zivotinja, bila je uo¢ena u toku prvog sata pracenja spontane
noc¢ne aktivnost, kao i u testu otvorenog polja. Interesantno je da su misevi gajeni u OS i
pored smanjene latencije ulaska u centralnu zonu arene u testu otvorenog polja, brzo
napustali tu zonu i ve¢i deo vremena provodili na periferiji u stanju mirovanja. Takode,
brza habituacija zivotinja iz OS je uocena i u Morisovom vodenom lavirintu u toku
prvog dana testiranja kada je zabelezen smanjen tigmotaksis kod ovih Zivotinja. Smatra
se da je povecan nivo monoamina, pre svega serotonina, odgovoran za takav odgovor
zivotinja iz OS, s obzirom na to da postoji sve vise podataka koji ukazuju da je upravo
serotonin okida¢ za nastajanje plasti¢nih promena u mozgu (Brenes et al., 2008; Brenes
et al., 2009). Uzimajuéi u obzir da su Fukamauchi i saradnici pokazali da pored
dopamina, TnC-/- miSevi imaju i smanjenu transmisiju serotonina (Fukamauchi et al.,
1996), izgleda da OS deluje kod ovih miSeva tako S§to povecava nivo ovog

neurotransmitera dovode¢i ga na fizioloski znacajne vrednosti.

5.2.3 Smanjen anksioliticki efekat obogaéene sredine kod TnC-/-

miSeva

Emocionalna reaktivnost TnC-/- miseva je joS jedan domen ponasanja koji je
pracen u ovoj studiji. lako je OS imala anksioliticki efekat na oba genotipa u testu
silaska sa platforme, uo€eno je da ona ima slabiji efekat na smanjivanje straha od visine
i osvetljenog prostora kod TnC-/- miseva. Kako je pokazano da OS moze izazvati
promene u limbickom sistemu (Ashokan et al., 2016; Mahati et al., 2016), moguce je da
se smanjena sposobost ovog sistema za plasti¢nost usled nedostatka TnC nalazi u osnovi
ponasajnog fenotipa koji je uofen kod TnC-/- miseva. Ovo stanoviste je podrzano
prethodnim studijama koje su otkrile smanjenu neuronalnu plasti¢nost u razli¢itim

regionima mozga ovih miseva (Evers et al., 2002; Cybulska-Klosowicz et al., 2004).
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Takode, imaju¢i u vidu da OS moZze imati anksioliticki efekat menjaju¢i nivoe
kortikosterona (Fox et al., 2006), moze se pretpostaviti da funkcionalne promene u osi
hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlezda kod TnC-/- miSeva mogu biti odgovorni za

ovakvo ponaSanje.

5.2.4 Gajenje u obogacenoj sredini otkriva oslabljenu sposobnost
ucenja i paméenja, kao i smanjenu ,kognitivnu fleksibilnost” kod
TnC-/- miSeva

Pored svih ispitivanih aspekata ponasanja, posebna paznja je posvecena
ispitivanju uticaja OS na senzomotorno i prostorno ucenje i pamcenje kod TnC-/-
miseva. U skladu sa prethodnim nalazima (van Praag et al., 2000; Leggio et al., 2005;
Nithianantharajah i Hannan, 2006; Leger et al., 2012), pokazano je da OS ima pozitivan
efekat na ucenje i pamdenje, Sto se dovodi u vezu sa ¢injenicom da pojacana
multisenzorna stimulacija koja se postize gajenjem u OS izaziva znacajne plasticne
promene na molekularnom, anatomskom i funkcionalnom nivou koje zatim uti¢u na
morfologiju, hemiju i fiziologiju mozga (van Praag et al., 2000). Medutim, vazno je
napomenuti da je u rota-rod testu, kao i u Morisovom vodenom lavirintu uo¢en umereni
kognitivni deficit kod TnC-/- miSeva gajenih u OS, koji se ogledao u sporijoj stopi
ucenja u odnosu na kontrolne miSeve gajene u istim uslovima. Osim toga, kod TnC-/-
miSeva je uocena 1 pojacana emocionalna reaktivnost (povecan tigmotaksis) u situaciji
kada je u Morisovom vodenom lavirintu platforma postavljena ispod nivoa vode, kao i
smanjena ,,kognitivna fleksibilnost” kada je platforma bila pozicionirana u suprotnom
kvadrantu bazena. Ispitujuci samo uticaj genotipa na sposobnost ué¢enja senzomotornih i
prostornih zadataka, prethodne studije nisu pronasle njegove znacajne efekte (Evers et
al., 2002; Morellini i Schachner, 2006). Stoga, ova studija je po prvi put pokazala da su
razlike u ucenju 1 pam¢enju izmedu dva genotipa zaista prisutne i da se ispoljavaju tek
nakon gajenja Zivotinja u OS. Prema tome, ona isti¢e koriS¢enje OS kao vaZan
eksperimentalni pristup za prouCavanje efekata stimulusa iz spoljasnje sredine na

neuronalnu 1 ponaSajnu plasti¢nost.

Pojacana fizicka aktivnost usled koriS¢enja tocka za tranje je prepoznata kao
jedna od komponenti OS koja se ¢vrsto dovodi u vezu sa poboljSanjem kognitivne

funkcije 1 performansi Zivotinja prilikom ucenja 1 pamcenja razliCitih zadataka
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(Anderson et al., 2000; Lambert et al., 2005; Harburger et al., 2007). Prethodne studije
su pokazale da je adultna neurogeneza u subgranularnoj zoni dentatnog girusa
hipokampusa kritican mehanizam koji se nalazi u osnovi pozitivnih efekata pojacane
fizicke aktivnosti na ucenje i pamcenje (van Praag et al., 1999; Olson et al., 2006; Fabel
i Kempermann, 2008; Klaus i Amrein, 2012). S obzirom na to da je poznato da TnC ima
vaznu ulogu u razli¢itim procesima tokom razvica, kao Sto su celijska proliferacija,
migracija i izrastanje neurita i da se kod adulta zadrzava u oblastima aktivne
neurogeneze (Garcion et al., 2001; Garcion et al., 2004), moze se pretpostaviti da je
izmenjena neurogeneza kod TnC-/- miSeva nakon OS bar u izvesnoj meri odgovorna za

oslabljene kognitivne performanse ovih miSeva.

Takode, vazno je napomenuti da Morisov vodeni lavirint predstavlja
kompleksan test koji podrazumeva da zivotinja istrazi otvoren prostor pri ¢emu moze
koristiti razli¢ite putanje i strategije da bi resila zadatak. Ovo zahteva aktivaciju brojnih
mozdanih struktura, ukljuéuju¢i neokortikalne regione (Colby i Duhamel, 1996; Porter
et al., 2000; Pinto-Hamuy et al., 2004; Save et al., 2005), hipokampalna neuronalna kola
(Rosenbaum et al., 2000; Chiba et al., 2002; Martin et al., 2005), bazalne ganglije
(Packard i Knowlton, 2002; Dang et al., 2004; Yeshenko et al., 2004) i mali mozak
(Petrosini et al., 1996; Rondi-Reig et al., 2002; Colombel et al., 2004; Gaytan-Tocaven i
Olvera-Cortes, 2004) pri ¢emu je za neke od tih regiona veé¢ pokazano da imaju
smanjenu plasti¢nost kod TnC-/- miseva (Evers et al., 2002; Stamenkovic et al., 2017).
Zato smanjena sposobnost u¢enja i pamcenja, kao i smanjena ,.kognitivna fleksibilnost”
koja je uoCena kod TnC-/- miSeva u ovom testu moze da bude odraz smanjenog

kapaciteta za plasti¢ne promene kod ovih Zivotinja.

Poznato je da cerebralna plasti¢nost koja se dovodi u vezu sa ucenjem motornih
veStina podrazumeva promene u aktivnosti kortiko-strijatalnih i kortiko-cerebelarnih
nervih kola (Doyon et al., 2003). S obzirom na to da su TnC-/- misevi koji su gajeni u
OS pokazali sporiju brzinu uéenja u rota-rod testu u toku 4 dana koliko je trajalo
testiranje, ovakav nalaz moZe se objasniti, makar delom, smanjenom plasti¢nos¢u malog
mozga ovih miSeva koja je pokazana u ovoj studiji. Pored toga, prethodna istrazivanja
su ustanovila i izmenjenu funkcionalnu kratkotrajnu plasticnost u kori malog mozga
ovih miseva (Andjus et al., 2005). Medutim, ne treba zanemariti da je kod TnC-/-

miSeva pored oslabljene sposobnosti senzomotornog ucenja, uocena i narusena motorna
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koordinacija u testu hodanja po gredi, koja se ne menja ni nakon gajenja u OS, §to

takode moze doprinositi njihovom sporijem uc¢enju u rota-rod testu.

*k*k

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da nedostatak TnC dovodi do spontane
hiperaktivnosti i naru$ene senzomotorne koordinacije kod TnC-/- miSeva. Medutim, dok
s jedne strane, gajenje TnC-/- miSeva u OS popravlja izvesne poremecaje koji se odnose
na motoricke funkcije, s druge strane, koris¢enje OS paradigme pomaze u otkrivanju
poremecaja kao Sto su pojacana emocionalna reaktivnost, oslabljena sposobnost
ucenja/pamcenja i smanjena ,,kognitivna fleksibilnost” koji nisu uoceni nakon gajenja u
SS. Prema tome, rezultati ove studije pokazuju da pozitivni efekti OS na odredene
domene ponasanja mogu biti znacajno oslabljeni §to se javlja kao posledica nedostatka

TnC, pri ¢emu ukazuju na smanjenu plasti¢nost mozga TnC-/- miSeva.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj studiji mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1. Kod adultnih miseva divljeg soja ekspresija TnC se zadrzava u molekularnom sloju
kore malog mozga i u dubokim jedrima (n. dentatus). lako je distribucija TnC uglavnom
difuzna u VCM, njegovo prisustvo se takode uotava unutar PNM ili u njihovoj

neposrednoj blizini.

2. Izlaganje miSeva divljeg soja OS u trajanju od 8 nedelja povecava ekspresiju TnC u
dubokim jedrima, $to ukazuje da je ovaj molekul ukljucen u regulaciju plasti¢nih

procesa u malom mozgu.

3. Smanjeni intenzitet PNM u n. dentatus adultnih TnC-/- miSeva gajenih u standardnim

uslovima ukazuje na vaznost TnC za sazrevanje i odrzavanje integriteta ovih struktura.

4. S obzirom na to da izlaganje OS u trajanju od 4 ili 8 nedelja ne indukuje razgradnju
PNM u n. dentatus TnC-/- miSeva, $to je s druge strane uoc¢eno kod kontrolnih Zivotinja
nakon 8 nedelja, moze se zakljuciti da je prisustvo TnC neophodno kako bi doslo do

remodelovanja ovih struktura koje se javlja kao posledica povecane plasti¢nosti nakon

OsS.

5. Ushodna regulacija aktivnosti MMP-9 kod kontrolnih miSeva nakon izlaganja OS u
trajanju od 4 nedelje koja je pracena razgradnjom PNM nakon 8 nedelja, kao i odsustvo
razgradnje PNM kod MMP-9-/- miseva nakon OS ukazuju na vaznu ulogu MMP-9 u

proteolitickoj degradaciji PNM u malom mozgu.

6. Slaba aktivnost zelatinaza kao i odsustvo degradacije PNM kod TnC-/- miSeva nakon
izlaganja OS 8 nedelja uprkos povecanoj aktivnosti MMP-9 kod ovih miSeva nakon 4
nedelje, ukazuje da je TnC ukljuen u regulaciju strukturne plasti¢nosti preko

modulacije aktivnosti MMP-9.

7. Obrazac promena u organizaciji PNM 1 aktivnosti MMP-9 ukazuju da se stukturne

promene u malom mozgu desavaju u periodu izmedu 4. i 8. nedelje izlaganja OS.

8. Analiza sinaptickih markera je pokazala da je TnC ukljucen u regulaciju ravnoteze

izmedu ekscitacije 1 inhibicije pri ¢emu njegov nedostatak pomera ovu ravnotezu u

113



pravcu povecane inhibicije, Sto predstavlja jo$ jedan uzrok smanjene plasti¢nosti u

malom mozgu TnC-/- miSeva.

9. Prisustvo aktivnosti Zelatinaza u blizini sinaptickih zavrSetaka, kao 1 uocene promene
u gustini i povrsini presinaptickih markera kod MMP-9-/- miSeva jasno ukazuju na

ulogu MMP-9 u sinaptickoj plasti¢nosti.

10. Ispitivanje ponasajnog profila TnC-/- miSeva je pokazalo da TnC ima vaznu ulogu u
regulaciji  lokomotorne aktivnosti, senzomotorne koordinacije, emocionalne

reaktivnosti, kao i sposobnosti u¢enja i pamcenja.

11. Pozitivni efekti OS koji podrazumevaju poboljsanje senzomotorne koordinacije i
kapaciteta za uenje i pamcéenje, kao i smanjenje nivoa akrofobije, znacajno Su
oslabljeni usled nedostatka TnC, §to dodatno istiCe vaznost ovog molekula u regulaciji

plasti¢nosti nervnog sistema.

12. Gajenje laboratorijskih Zivotinja u OS predstavlja pouzdan eksperimentalni pristup
za adekvatno ispitivanje funkcionalne uloge molekula uljuenih u kontrolu procesa

plasti¢nosti nervnog sistema, kao §to je TnC.

**k*

Ova studija pokazuje da TnC ima vaznu ulogu u regulaciji strukturne
plasti¢nosti tako §to posreduje u razgradnji PNM 1 sinaptickom remodelovanju preko
modulacije aktivnosti MMP-9 enzima, pri ¢emu otvara jednu novu temu za istraZivanje
koja se odnosi na rasvetljavanje signalnog puta u kome TnC posreduje u sintezi i/ili
aktivaciji MMP-9. Pored toga, ova studija proSiruje prethodna saznanja o ulozi TnC u

oblikovanju ponasanja.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTtnucaHu-a Bepa CtameHkoBuh
6poj nngekca __53009/2010

UsjaBrbyjem

0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBom

JMcnutnBawe ynore monekyna BaHhenujckor MaTpukca TeHacuuHa-L| y
perynaumiju _CTpykKTypHe U dYHKLUMOHANHE NNacTUYHOCTM Marnor Mosra U
00MMKOBaky MOHALLaka MULLIA _HAKOH _M3Nnarawa _ycroBuma _oboraheHe

cpeguHe*

pe3ynTtaTt ConCcTtBeHOr UCTpaXunBadkor paga,

[a npennoxeHa gucepTtaumja y UenvHN HU y aenoBuma Huje buna npeanoxeHa
3a gobujakbe OWNo koje aunnoMe npema CTyaujCKUM nporpaMuMma Apyrux
BMCOKOLLIKOFICKMX YCTaHOBA,

Oa Cy pe3yntati KOPEKTHO HaBeaeHn n

Ja HMcaM KpLiMo/na ayTopcka npaBa M KOPUCTUO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc pokTopaHaa

7§7m vy

Y beorpaagy, _7.7.2017.
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Mpunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaMMaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3nje OOKTOPCKOr paaa

Mme u npesume aytopa Bepa CtameHkoBuh
Bbpoj nigekca 53009/2010

Crtyamjckn nporpam HeypoHayke

Hacnoe paga ,cnutmBawe ynore monekyna BaHhenujckor martpukca
TeHacumHa-Ll vy perynaumin cTpyktypHe U dyHKUMOHAIHE NacTUYHOCTU Marnor
Mo3ra 1 obfmMKoBaky NoHallaw-a MULLIA HAaKOH M3naraka ycrioBuma oboraheHe

cpeauHe*

MenTtop__ap [MaBne P. AHhyc, pegoBHW npodecop Buonoulkor dakynrerta
YHuBep3uteta y beorpagy

MNoTtnucaHw/a Bepa CtameHkoBuh

M3jaBrbyjeM ga je wTamnaHa Bep3nja MOr OOKTOPCKOr paja WCTOBETHA
€NEeKTPOHCKO] Bep3nju Kojy cam npegao/ria 3a objaBrbMBakbe Ha mnoprany
OurntanHor peno3utopujyma YHuBep3uTeTa y beorpany.

[osBorbaBam pga ce o6jaBe MOju NUYHM nogaun Be3aHM 3a gobujarbe
akageMmcKor 3Barba [OKTOpa Hayka, kao WTO Cy MMe U npes3vmMe, roguHa wu
mecTo poherwa u gatym ogbpaHe paga.

OBKM NMYHM Nogaum mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama guruTtanHe
O6mbnnoTeke, y enekTpoHCKOM KaTtamnory u y nybnukaumjama YHuBepsuteTa y
Beorpagy.

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpaay, 7.7.2017.

¢§7m vy
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® pa y
OurutanHm penosuTtopujym YHuBepauteta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY
aucepTaumnjy nog HacnoBowM:

JAcnutnBawe vyriore mMonekyna BadHhenujckor maTtpukca TeHacuuHa-Ll vy
perynaumjn _CTpykTypHe W dyHKUMOHAaNHe nnacTUMHOCTU Manor mosra u
obnuKoBaky MOHAllaka MWULLA HAKOH uM3naraka YyclioBuma oboraheHe

cpeavHe*
Koja je Moje ayTopcKo aeno.

AucepTaunjy ca cBuM npunosvma npegao/na cam y ernekTpoHCKOM dhopmaTy
MOroAHOM 3a TPajHO apXMBMPaH-E.

Mojy pokTopcky AucepTtaumjy noxpaweHy Yy [OurutanHu penosvtopujym
YHuBepauteta y beorpagy mory ga Kopucte CBM KOju nowTyjy ogpenode
cagpxaHe y opabpaHom Tuny nuueHue KpeatmBHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce ogny4uno/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLUjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLNjanNHO — AeNUTKN Nog UCTUM yClioBMMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AEennUTM Nog UCTUM yCrioBMMa

(MonuMo ga 3aoKpyxuTe camo jedHy of LecT MoHyheHux nuueHumn, Kpatak
onuc nuueHun aart je Ha nonehuHn nucra).

MoTtnuc pokropaHaa

Y beorpaagy, _7.7.2017.

7&/7@ —y
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe YyMHOXaBakbe, AUCTPUBYUM)y W©  jaBHO
caonwTasawe fena, W npepage, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH
ogpefNeH of cTpaHe ayTtopa wnu faBaoua nuueHue, Yak u y KomepuujanHe
cepxe. OBO je HajcnobofHWja of CBUX NULEHUM.

2. AyTOpCTBO — HekomepuumjanHo. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBake, ANCTpnbyuunjy mn
jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBege UMe aytopa Ha HauvH
ogpeheH op cTpaHe aytopa wnu pfdasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He
003BOSbaBa komepuumjanHy ynotpeby agena.

3. AyTopcTBO - HEkOMepuujanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBah-€,
anctpmbyuujy v jaBHO caonwiTaBakwe gena, 6e3 npomeHa, NnpeobnnkoBakwa Unm
ynoTtpebe genay CBOM Aerny, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH oa
CTpaHe ayTtopa wnu pgasaoua nuvueHue. OBa nuvueHua He [O3BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena. Y OQHOCY Ha cBe ocTane nuvueHue, OBOM
NMLEHLOM ce orpaHunyaBa Hajsehu obum npasa kopuwhena gena.

4. AyTOpCTBO - HeKoOMepuujanHOo — [Jenutu nog  WCTUMM  YCroBUMA.
[osBorbaBate ymMHOXaBawe, ANCTPUOYUMjy U jaBHO caonwiTaBake Aena, u
npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HaudvH ofpeheH of cTpaHe aytopa
UNu paBaoua nuUeHLe M ako ce npepaga guctpubyumpa nog UCTOM Unu
cnnyHom nuueHuom. OBa nuueHua He [03BOfbaBa KoMepuujanHy ynotpedy
aena v npepaga.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate ymMHOXaBake, AUCTpUByuUnjy u
jaBHO caonwiTaBake gena, 6e3 npomeHa, NnpeobnMkoBawa Unm ynotpebe gena
y CBOM Aeny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe aytopa
unn gasaoua nuueHue. OBa nuueHua O03BOMbaBa KomepuujanHy ynotpeby
aena.

6. AyTOpCTBO - OenuTu Mnog UCTUM ycrnoBuma. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
ANCTpUbyUMjy M jaBHO caonwiTaBawe Aena, M npepage, ako ce HaBede ume
ayTopa Ha HauuH ogpefheH of CTpaHe ayTopa unum gasaoua fnuueHLe 1 ako ce
npepaga Auctpubyupa nog UCTOM WM CnMYHOM nuueHuom. OBa nuvueHua
Ao3BofbaBa komepumjanHy ynotpeby pgena wu  npepaga. CnudHa je
COPTBEPCKMM NMLIEHLLI@Ma, OOHOCHO NULEHLLamMa OTBOPEHOr Koaa.
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