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Semaforin5A (Semab5A) je transmembranski protein koji ima ulogu bifunkcionalne
navodilacke molekule aksona tijekom elongacije aksona za vrijeme razvoja mozga.
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1. UvOD

1.1. Razvoj telencefalona

Sredis$nji Ziv€ani sustav se sastoji od velikog mozga podijeljenog na krajnji mozak

(telencephalon) i medumozak (diencephalon); malog mozga (cerebellum) i mozdanog debla

(truncus encephalicus) gradenog od srednjeg mozga (mesencephalon), mosta (pons) I

produljene mozdine (medulla

oblongata). Razvoj zivCanog sustava kreée od stvaranja

neuralne ploce, preko neuralnog utora do neuralne cijevi. Od prednjeg, rostralnog dijela

neuralne cijevi razvija se prosencefalon, primarni zametni mjehuri¢. 1z prosencefalona i

parnih telencefalickih mjehuri¢a razvije se telencefalon tj. razviju se mozdane polutke ¢iju

povrSinu ¢ini mozdana kora, a unutra$njost Cini bijela tvar, bazalni gangliji i lateralne

mozdane komore (Slika 1.). Od sredi$njeg dijela, izmedu telencefalickih mjehurica, razviju se

strukture mediobazalnog telencefalona, lamina terminalis i komisurni sustavi: corpus

callosum, commisura anterior i
Kostovi¢, 1997).
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Slika 1. Razvoj neuralne cijevi u primarne i sekundarne zametne mjehuriée te glavne

strukture

odraslog mozga. (prilagodeno prema

http://rosswikijan2008.pbworks.com/w/page/14975568/Development%200f%20Nervous%20

System)



1.2. Embrionalni razvoj korteksa miSa

Tijekom razvoja embrionalnog i fetalnog mozga dolazi do stvaranja prolaznih razvojnih
embrionalnih i fetalnih zona. One prostorno i vremenski odreduju histogenetske procese
(Judas i Kostovi¢, 1997.). Stvaranje slojeva tj. zona i distribucija razli¢itih vrsta stanica i
vlakana uzrokuje karakteristiénu laminarnu organizaciju kore krajnjeg mozga. Prateci princip
,iznutra prema van“ prvo se stvaraju neuroni dubljih slojeva, a kasnije proliferiraju neuroni
povrsinskih slojeva (Raki¢, 1988.). Prvo se razvija ventrikularna zona (VZ), smjestena uz
Supljinu neuralne cijevi, a kasnije uz Supljinu fetalnih mozdanih komora (ventrikula). Pravilna
migracija neurona je kljuéna za pravilan razvoj 1 organizaciju krajnjeg mozga. Reelin,
glikoprotein kojeg izlu€uju Cajal-Retziusove stanice marginalne zone (MZ) u izvanstani¢ni
matriks omogucuje oblikovanje dugih nastavaka radijalne glije koje sluze kao vodilja

migriraju¢im neuronima od ventrikularne zone do pijaline povrsine (Tissir i Goffinet, 2003.)

Desetog embrionalnog dana (E10) razvoja misSa stvara se telencefalicki mjehuri¢ graden
od neuroepitela i podijeljen na ventrikularnu zonu u kojoj se odvija proliferacija stanica i zonu
s nastavcima tih stanica uz vanjsku grani¢cnu membranu (Angevine i Sidman, 1961.). Pretece
neurona i makroglija u mozgu su neuroepitelne stanice nastale u ventrikularnoj, a kasnije i u
subventrikularnoj zoni (SVZ) (Juda$ i Kostovié, 1997.). Stratifikacija neokorteksa pocinje
tijekom jedanaestog embrionalnog (E11) dana kada se izmedu VZ i zone uz vanjsku
membranu stvara intermedijalna zona (1Z) koju ¢ine nediferencirani migriraju¢i neuroni i
rastu¢i aksoni (Smart, 1984.). Prvi postmitoti¢ki neuroni stvoreni u VZ migriraju sve do
pijaline povr$ine i dvanaestog embrionalnog dana (E12) stvaraju marginalnu zonu (M2Z) ili
primordijalni pleksiformni tj. preplate sloj (PP), kojeg ¢ine polimorfni neuroni s nezrelim
aksonima i dendritima (Goffinet, 1979.). Tijekom trinaestog embrionalnog dana (E13) javlja
se subplate zona (SP) (Del Rio i sur., 2000.) i kortikalna plo¢a (CP). Cetrnaestog
embrionalnog dana (E14) telencefalicka stijena se sastoji od MZ, CP, SP, 1Z i VZ
Postmigratorni neuroni MZ i SP su najvise diferencirani u toj dobi, horizontalno polozeni i
bitni za razvoj kortikalnih veza (Del Rio i sur., 2000.). Sesnaestog embrionalnog dana izmedu
VZ i 1Z stvara se subventrikularna zona s mnogo postmitotickih neurona (Smart, 1984.). Od
pijaline povrSine mozga prema lateralnim ventrikulima neokorteksa misa tada slijede zone:
Mz, CP, SP, 1Z, SVZ, VZ kako prikazuje Slika 2. (Molyneaux i sur., 2007.). Ventrikularna
zona, intermedijalna zona i marginalna zona su univerzalne embrionalne zone neuralne cijevi,

dok su subventrikularna zona, subplate i kortikalna ploc¢a karakteristicne za fetalni



telencefalon. Osnovu razvoja mozdane kore ¢ine MZ, CP i SP (Judas i Kostovi¢, 1997.). MZ
je buduci I. sloj mozdane kore koja je bogata neuritima i Cajal-Retzuisovim neuronima (prve
stvorene stanice), a CP se dijeli u buduce slojeve II - VIb mozdane kore i postize svoju
maksimalnu debljinu dana E18. Sadrzi slabo diferencirane i radijalno poslozene neurone
(Molyneaux i sur., 2007.). Postnatalnog nultog (P0) dana neuroepitel je znacajno reduciran i

¢ini mali dio mozdane kore (Skaliora i sur., 1998.).

WM
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Slika 2. Stvaranje embrionalnih zona tijekom razvoja u neokorteksu misa. Ncx — neokorteks,
LGB — lateralni ganglijski brezuljak, MGB — medijalni ganglijski brezuljak. (prilagodeno
prema Molyneaux i sur., 2007.)

1.3. Razvoj neokortikalnih aksona

Razvijeni korteks se sastoji od Sest tangencijalnih slojeva I-V1 (Slika 3.). Ti se slojevi
razlikuju po obliku i broju stanica te debljini mijeliniziranih aksona. Uz laminarnu
organizaciju, neokorteks je organiziran u okomite stupic¢e (columnae). Oni se protezu kroz sve
slojeve korteksa i temeljne su strukturno-funkcionalne jedinice za obradu informacija. Takve
kortikalne kolumne medusobno povezuju snopovi aksona: asocijativna vlakna povezuju
kolumne iste hemisfere, dok komisuralna vlakna povezuju kolumne suprotnih hemisfera kroz
corpus callosum, a projekcijska vlakna (eferentna i aferentna) povezuju korteks sa

subkortikalnim sredi$tima.
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Slika 3. Slojevi korteksa. (prilagodeno prema
http://www.learnneurosurgery.com/cerebral-cortex---layers.html)

Razvoj aksona odvija se istovremeno s radijalnom i tangencijalnom migracijom stanica
za vrijeme razvoja telencefalona. Klase aksona u IZ su: talamokortikalna, kortikotalamic¢ka,
ipsilateralna i kontralateralna kortikokortikalna, i monoaminergi¢na (Crandall i Caviness,
1984.). Prema Auladell i sur. (2000.) kortikotalamicki aksoni kod misa dana E13 prolaze kroz
IZ i preko corpus striatuma do dana E15 stizu u talamus. Talamokortikalni aksoni kroz
capsulu internu dana E13 ulaze u 1Z i dana E14 prolaze kroz SP. Petnaestog embrionalnog
dana pocinju radijalno rasti u korteks, ulaze¢i u svaki sloj kako se kortikalni slojevi
diferenciraju. Do dana PO talamokortikalna vlakna formiraju razgranati sustav unutar V. i VI.
sloja. Prema Del Rio i sur. (2000.) aksoni SP neurona prvi rastu iz neokorteksa prema
ganglijskom brezuljku dana E13. U striate primordiumu dana E14 susre¢u aksone talamusa i
nastavljaju rasti do talamusa tijekom prenatalnog razvoja. Talamokortikalni aksoni dana E16
ulaze u gornje slojeve korteksa. Prema Skaliora i sur. (1998.) prvi talamokortikalni aksoni kod
Stakora dana E14 napustaju diencefalon i prolaze uz ganglijski brezuljak do bazalnog
telencefalona. Istovremeno kortikotalamicki aksoni rastu od korteksa prema talamusu. Obje

klase aksona izbjegavaju proliferativni neuroepitel VZ.



1.4. Obitelj semaforina

Tijekom embrionalnog i ranog postnatalnog razvoja rast aksona moduliraju
neurotroficki faktori 1 njihovi receptori, mnoge molekule ekstracelularnog matriksa
(fibronektin, sulfatni proteoglikani...) i druge molekule vodi¢i poput netrina, ephrina i
semaforina zajedno sa svojim receptorima (Jovanov, 2001., Judas i sur., 2003.). Na pozitivne i
negativne kemotaksijske signale iz mikrookolisa odgovara rastuci ¢unji¢, dinamicka struktura
na vrhovima rastu¢ih izdanaka svakog neurona, pomocu receptora na stanicnoj povrsini.

Neuronima omogudéuje precizno grananje i povezivanje tijekom razvoja ziv€anog sustava

(Purohit i sur., 2014.).

Semaforini su velika obitelj filogenetski konzerviranih proteina, poznati kao
navodilacke molekule ili molekule vodici koje sa svojim receptorima reguliraju rast aksona i
dendrita tijekom razvoja zivéanog sustava (Purohit i sur., 2014.). Izluéeni, usidreni i
transmembranski semaforini u ulozi repelenata i atraktanata neurita (Jovanov, 2001.) utjecu
na usmjeravanje aksona, fascikulaciju, grananje i formiranje sinapsi (Alto i Terman, 2017.,
Judas i sur. 2003). Takoder sudjeluju u kardiovaskularnom razvoju, angiogenezi, formiranju
tumora i metastaza i imunomodulaciji (Alto i Terman, 2017.) Semaforini sudjeluju i u
prirodnoj smrti prekobrojnih aksona u hipokampusu, ali imaju i funkcionalnu ulogu u
laminaciji 1 projekciji hipokampalnih traktova (Chivatakarn, 2008.). Rije¢ semaforin dolazi od
gréke rijeci ,,semapfore”, oznaCava prijenos informacije signalizacijom 1 Koristi se za sve
proteine 1 gene koji su Clanovi obitelji semaforina. Svi semaforini sadrze izvanstani¢nu
semaforin (sema) domenu od priblizno 500 aminokiselina na N-kraju s visestruko ocuvanim
cisteinskim ostacima 1 za klasu specifican C-kraj koji moze sadrzavati dodatne sekvence
aminokiselina. U odnosu na stani¢nu membranu mogu biti izluceni, transmembranski i

usidreni na glikozilfosfatidilinositol (eng. glycosylphosphatidylinositol, GPI) (Slika 4.).
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Slika 4. Grada pojedinih klasa semaforina s predstavnicima vrsta i ¢lanovima semaforina koje
te vrste imaju (prilagodeno prema Yazdani i Terman, 2006.).

Gledajuc¢i nomenklaturu semaforina, skra¢eno ih nazivamo SEMAnNX (za kraljeznjake i
Covjeka), SemanX (za glodavce) i Sema-nx (za beskraljeznjake), gdje je n broj klase, a X
slovo obiljezenog ¢lana iz obitelji semaforina (Semaphorin Nomenclature Committee, 1999.).
Trenutno obitelj semaforina ima 20 ¢lanova kod misa i covjeka te 5 ¢lanova kod Drosophile.
Dijele se u 8 klasa, 1-7 i V. Beskraljeznjaci imaju semaforine klasa 1 i 2, kraljeznjaci imaju
semaforine klasa 3-7, a semaforini klase V nadeni su samo kod virusa (Yazdani i Terman,
2006.).

Najbolje prouceni semaforini i jedni od prvih otkrivenih su semaforini klase 3 i
semaforin3A, za kojeg je prvog otkriveno da uzrokuje kolaps rastu¢eg ¢unji¢a neurona, da je
nuzan za pravilan razvoj perifernog ziv€anog sustava i pravilnu fascikulaciju kranijalnih i
ledno-mozdinskih zivaca (Luo i sur., 1993.). Semaforin3F vazan je za pravilnu fascikulaciju
olfaktorno-hipokampalnog i limbi¢kog sustava (Sahay i sur., 2003.), a semaforin3B za

fascikulaciju anteriorne komisure (Falk i sur.,2005).



Smatra se da semaforini tijekom razvoja srediSnjeg ziv€anog sustava:

a) sprjecavaju elongaciju neurita u ventrikularni neuroepitel,

b) embrionalnoj kortikalnoj plo¢i dodjeljuju privremenu neprijemcivost kako bi
regulirali radijalnu invaziju kortikopetalnih aferenata,

C) ogranicavaju ekstenziju aksona na intermedijalnu i subplate zonu,

d) odrzavaju fascikulaciju talamokortikalnih i kortikotalamickih aksona i sprjecavaju
njihovu kolateralizaciju (grananje) dok rastu kroz striatum,

e) ograni¢avaju terminalne arborizacije talamickih aferenata do sloja IV

te da sudjeluju u:
f) u proliferaciji i migraciji neurona,

g) promoviranju rasta pojedinih subpopulacija aksona (Skaliora i sur., 1998.).

1.4.1. Semaforinski receptori

Semaforini vrse svoje funkcije kao ligandi, vezuju¢i se svojim ekstracelularnim
domenama na druge proteine. Receptori na koje se vezu semaforini su pleksini i neuropilini
(Slika 5.). Sve klase izuzev 2., direktno se vezu s pleksinima (Yazdani i Terman, 2006.).
Pleksini mogu biti vezani na membranu i izluceni, a vezani sa semaforinima posreduju
autokrino i parakrino signaliziranje. Semaforin-pleksin signalizacija aktivira se interakcijom
sema domena, koju pleksini kao i semaforini sadrze u svom ekstracelularnom dijelu. Sema
domena moze djelovati i auto-inhibitorno bez prisutstva liganda, sprjecavajuci aktivaciju
samog receptora (Purohit i sur., 2014.). Kod kraljeznjaka je pronadeno 9 pleksina koje
dijelimo u 4 potporodice (pleksinAl-4, pleksinB1-3, pleksinC i pleksinD). To su membranski
proteini tipa-1 koji sadrzavaju sema domenu u svojoj ektodomeni i imaju veliku
intracelularnu domenu. Dok ostale klase semaforina direktno vezu i aktiviraju pleksine,
semaforini klase 3 osiguravaju svoju funkciju preko receptorskog kompleksa od Npn ligand-
vezujuce podjedinice i pleksin podjedinice/komponente koja prenosi signal. Neuropilini se
razliCito vezu na izlucene semaforine (Chivatakarn, 2008.) Prvi otkriveni semaforinski
receptor koji sudjeluje u odbijaju¢em efektu izlu¢enih semaforina klase 3, bio je neuropilin-1
(Npn-1) koji se veze sa Sema3A. Neuropilini imaju veliku ektodomenu (2 komplement-
vezujuée domene i 2 domene za koagulacijski faktor i MEM domena) i kratku intracelularnu

domenu (Chivatakarn, 2008.). Otkirvena su dva neuropilina, Npn-1 i Npn-2, mogu biti



membranski i izluceni. Zbog kratke intracelularne domene formiraju komplekse s pleksinima

I VEGF receptorima kako bi odaslali signal (Purohit i sur., 2014.).

Kaskada transdukcije signala kod semaforina nije posve razjaSnjena. Pokazalo se da
mnogi proteini, uklju¢ujucu G proteine, kinaze, oksidacijsko-redukcijski enzimi i regulatori
aktinskog citoskeleta sudjeluju u signalnim putevima (Yazdani i Terman, 2006.).
Intracelularne domene pleksina medudjeluju s razli¢itim tirozin kinazama (Met, ERBB2 i Src)
posto same nemaju kinaznu aktivnost, §to moze utjecati na razli¢ito djelovanje. Transdukcija
signala pokrece se ili autofosforilacijom tirozin-kinaza ili fosforilacijom tirozinskih ostataka u
citoplazmatskoj domeni pleksina preko efektora poput Rho koji kontroliraju aktivaciju
integrina i dinamiku citoskeleta (Purohit i sur., 2014.). Semaforini takoder mogu imati ulogu
receptora za pleksine i posreduju u njihovim funkcijama ,reverznom signalizacijom®.
Transmembranski semaforini mogu funkcionirati kao receptori nuzni za stvaranje pravilne

neuronske povezanosti (Yazdani i Terman, 2006.).

Receptori Pleksini Neuropilini cbD72 Tim-2

L - J J
Ligandi klase semaforina klasa 3 Sema4D  SemadA
134,567V

[[)Sema domena O ?omena koagulacijskog  EPMR domena [T} ITIM domena

aktora
omena omplement-vezujuca -lektin domen \
PSld k | juc C-lektind IV domena
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domena domena
E]GAP homologna domena

Slika 5. Vrsta i grada semaforinskih receptora (prilagodeno

prema Yazdani i Terman, 2006.).



1.5. Semaforin5A

Semaforini klase 5 razlikuju se od ostalih klasa po svojoj izvanstani¢noj domeni
(ektodomeni) koja se sastoji od sema domene i skupine (klastera) od sedam
trombospondinskih ponavljanja tipa 1. Sadrze i transmembransku regiju i kratku
citoplazmatsku domenu. Kod kraljeznjaka (i ¢ovjeka) su nadeni semaforinSA (SEMAS5A) i
semaforin5B (SEMA5B), a kod Drosophile je naden semaforin5C (Sema-5c¢). Semaforin5A
(prethodno zvan semF) prvi put je naden u mi§jem embriju dobi E12 dana, gdje je jaki izrazaj
MRNA otkriven u nediferenciranom neuroepitelu i oko rastuc¢ih somita, zajedno sa izraZzajem
MRNA semaforinabB. SemabA i Sema5B visoko su srodni (Adams i sur., 1996.).
Trombospondinska ponavljanja promoviraju pri¢vr§éivanje stanica na  substrat
ekstracelularnog matriksa (Purohit i sur., 2014.) i poti¢u rast neurita razli¢itih neurona
(Jovanov, 2001.).

Semaforin5A je transmembranski glikoprotein, primarno izrazen u zivéanom tkivu. Graden je
od 1074 aminokiseline, sastoji se od sema domene, sedam trombospondinskih ponavljanja
tipa 1 s C-terminalnom domenom, transmembranske domene i kratke citoplazmatske domene
(Semaphorin Nomenclature Committee, 1999.). Sema domena se sastoji od mjesta za N-
glikozilaciju, 12 cisteinskih ostataka i nekoliko kratkih ponavljajuc¢ih sekvenci (Kolodkin i
sur., 1993.). Kod covjeka se gen SEMASA nalazi na 5. kromosomu i ima 28 egzona, a kod

misa na 15. kromosomu s 25 egzona; (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9037).

Prema Jovanov, 2001. Sema5A djeluje na kortikalne eferente neokorteksa misa u in
vitro uvjetima; potice njihovo izrastanje i rast tijekom embrionalnog razvoja; nije pokazano
da modulira kolateralizaciju eferentnih aksona miSjeg neokorteksa i ne utje¢e na zakretanje
aksona. Takoder, Sema5A ima ulogu u razvoju vidnog zivca (Goldberg, 2004.; Oster, 2003.),
tumorigenezi i angiogenezi (Purohit i sur., 2014.), a haploinsuficijencija SEMASA ima ulogu u

poremecajima razvoja mozga (Weiss i sur., 2009.; Melin i sur., 2006.; Simmons i sur., 1998.).

Istrazivanje mozga miSeva kojima nedostaje Sema5A (Sema5A ,knock-out” miSevi) sa
bromodeoksiuridin  (BrdU) datiranjem kortikalnih neurona pokazalo je abnormalnu
kortikogenezu zbog nepravilne radijalne migracije kortikalnih neurona, koji zaostaju u
intermedijalnoj zoni. S druge strane, kod miseva s prekomjernim izrazajem Sema5A dolazi do

prekomjernog broja kortikalnih neurona u marginalnoj zoni korteksa (Chivatakarn, 2008).



Receptor visokog afiniteta i specifi¢nosti za SemaSA je pleksinB3, protein iz obitelji
pleksina, semaforinskih receptora. | sema domena i trombospondinska ponavljanja tipa 1
medu-djeluju sa pleksinomB3. Oligomerizacija sema domene nuzna je za funkcionalni
odgovor preko pleksinB3 receptora (Purohit i sur., 2014.). Sema5A specifi¢no djeluje sa
pleksinomB3, kojim moze potaknuti signalni put Met tirozin kinaze, kroz koju aktivira vise
funkcionalnih odgovora u stanicama, potic¢uci odbijajuce ili privlacne signale (Artigiani i sur.,
2004.).

1.6. Izrazaj mRNA Sema5A u neokorteksu glodavaca tijekom

embrionalnog i ranog postnatalnog razvoja

Skaliora i sur. (1998.) su analizirali prostorni i vremenski izrazaj transkripata
semaforina, medu kojima i semaforina5A tijekom razvoja mozga Stakora, koriste¢i in situ
hibridizaciju, kako je prikazano u Tablici 1. Razvoj korteksa veoma je slican kod Stakora i
misa, uz razliku od jednog do dva dana ranije pojave razvojnih dogadaja kod misa (Molnar i
sur. 1998). Gestacija kod $takora traje 20-21 dan, a kod misa traje 18-19 dana.

Analiza mRNA transkripata semaforina5A u mozgu misa prema bazi podataka Allen
Brain Atlas, Allen instituta (Slika 7.) pokazuje da je izrazaj SemabA u telencefalonu najjaci
dana E15.5, uz nesto slabiji izrazaj tijekom dana P14. Prema ovom izvoru dana E18.5 mRNA
transkripti nisu ocitljivi. To se jasno moze vidjeti i na sagitalnim prerezima mozga na kojima
je radena in situ hibridizacija (Slika 6.). Slabi izrazaj Sema5A u VZ telencefali¢kog mjehuri¢a
se javlja dana E11.5, postaje jasno vidljiv dana E13.5 i sve je izrazeniji do dana E15.5. Nakon
toga u VVZ signal slabi i dana E18.5 transkripti Sema5A nisu o¢itljivi. U tom razdoblju vidljiv
je izrazaj Sema5A u dentatnom gyrusu hipokampusa i na dalje je Sema5A kontinuirano
izrazen u hipokampusu. U diferenciraju¢em neokorteksu se izrazaj Sema5A javlja dana P4 u
V., V6La i VLb sloju. Cetrnaestog postnatalnog dana transkripti Sema5A su izrazeniji u V1.a i
VIL.b sloju neokorteksa. Slabiji izrazaj jednake prostorne raspodjele vidljiv je dana P28.
Izrazaj SemabA dalje slabi te je dana P56, uz hipokampus, vidljiv samo u VI.b sloju (Allen

Institute for Brain Science, 2008.)
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Tablica 1. Prostorno vremenska raspodjela izrazaja mRNA semaforina5A u neokorteksu misa
i Stakora (Simmons i sur., 1998.; Skaliora i sur., 1998.). CP — kortikalna plo¢a, E —
embrionalni dan, 1Z — intermedijalna zona, P — postnatalni dan, SP — subplate, SVZ —
subventrikularna zona, VZ — ventrikularna zona, WM — bijela tvar.

Starost

Mis

Stakor

Prostorna raspodjela mRNA SemabA tijekom razvoja mozga

E125 E145 EMBRIONALNI NEOKORTEKS — pojava izrazaja u VZ anteriornog dijela

E13

E15

E16-
El7

E1l/

PO

P2

E15

El7

E18-
E19

E19

PO

P2

telencefalickog mjehurica
EMBRIONALNI NEOKORTEKS — jaki izrazaj u VZ, javlja se izrazaj u CP
BAZALNI TELENCEFALON - izrazaj u germinativnoj ventrikularnoj zoni

TALAMUS - izrazaj SemaS5A jasno ocrtava anteriorni i intermedijalni
talamus, ukljucuju¢i postrani¢nu koljenastu jezgru i ventrobazalni jezgreni
kompleks

EMBRIONALNI NEOKORTEKS - naglasen izrazaj u CP i VZ koji
ogranicava IZ bez transkripata i formirajucu bijelu tvar

TALAMUS - javlja se izrazaj u dorzomedijalnom talamusu

EMBRIONALNI NEOKORTEKS - jaki izrazaj u SP dorzomedijalnog
korteksa; izdvajanjem SVZ, izrazaj Sema5A ostaje ograni¢en na VZ

TALAMUS - izrazaj u ve¢em dijelu dorzomedijalnog talamusa, ukljucujuci
postrani¢nu koljenastu jezgru i ventrobazalni jezgreni kompleks

HIPOKAMPUS - pojava izrazaja u dentatnom gyrusu, subikularnom
podrucjuiu CAl stanicama

POSTNATALNI KORTEKS — u neuroepitelu koji je znafajno smanjen
nestaje izraZaj; pojava izrazaja u diferenciraju¢im slojevima korteksa (prvo u
infragranularnim, zatim u supragranularnim slojevima); jaki signal u sredini i
donjem dijelu sloja V anteriornog korteksa; pojava signala u VI sloju
anteriornog korteksa; kontinuirani izrazaj u SP, transkripti su ograniceni na
SP dorzomedijalnog korteksa, odsutni na ventrolateralnim podrué¢jima
kortikalne ploce; pojava ekspresije u kortikalnoj bijeloj tvari (WM)

BAZALNI TELENCEFALON - znacajno smanjen izrazaj u VZ, pojava
signala u periretikularnoj jezgri (PRN)

HIPOKAMPUS - jaki izrazaj na granici subiculuma i CA1 stanica, slabi
prema CA3 stanicama

POSTNATALNI KORTEKS - signal u VI sloju proSiren na cijeli
anteroposteriorni dio korteksa; signal u donjem dijelu V sloja i u SP, najvise
u dorzomedijalnom cingulathnom korteksu, lateralnije su transkripti
homogeno distribuirani u V sloju, a u VI sloju tvore diskretne stupice koji se
prostiru  anteriornim 1 centralnim  kortikalnim  regijama  (buduci
somatosenzoricki korteks); jaci izrazaj u WM, pojacava se sazrijevanjem

TALAMUS - nestaje izrazaj iz strijatalnog epitela; jaci izrazaj u PRN i
unutarnjoj ¢ahuri; izraZaj ostaje na visokoj razini

HIPOKAMPUS - izrazaj nestaje iz subiculuma
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Slika 6. Izrazaj mRNA semaforinaSA na sagitalnim prerezima mozga misa: A) E11,5.
dan; B) 13,5. dan; C) 15,5. dan; D) 18,5. dan; E) P4. dan; F) P14. dan; G) P28. dan; H)
P56. dan. (prilagodeno prema http://developingmouse.brain-map.org/gene/show/20119)
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Slika 7. Izrazaj mRNA semaforina5A od E11,5. dana do P28. dana kroz razli¢ite anatomske regije
mozga misa. Razina izrazaja predstavljena je skalom obojenja, Sto je jaCi izrazaj boja je tamnija
crvena, a $to je izrazaj slabiji boja je svjetlija zuta. U telencefalonu je vidljiv najjaci izrazaj E15,5.
dana, uz jaki izrazaj P14. dana, dok izrazaja nema E18,5. dana. RSP — rostralni sekundarni
prosencefalon; Tel- telencefalicki mjehuri¢; PedHy — kaudalni hipotalamus; p3/2/1 — prosomera 3/2/1;
M — medumozak; PPH — predponsni straznji mozak; PH — ponsni straznji mozak; PMH -
ponsnomedularni  straznji mozak; MH - medularni straznji mozak. (prilagodeno prema
http://developingmouse.brain-map.org/gene/show/20119)

1.7. Dvojna priroda Sema5A

Jedna od funkcija semaforinabA je njegova uloga u navodenju odredenih populacija
aksona. Kao navodilacka molekula aksona dvojne prirode, Sema5A u in vitro uvjetima
pokazuje pozitivne i negativne kemotaksijske efekte na rastuée aksone fasciculusa
retroflexusa (tractus habenulopeduncularis), snop zivéanih vlakana iz habenule diencefalona
(Kantor i sur., 2004.). Glikozaminoglikani iz ekstracelularnig matriksa (ECM) vezu se na
trombospondinska ponavljanja SemaSA i utje¢u na privlacenje ili inhibiciju rastu¢ih aksona
od strane Sema5A. Hondroitin-sulfat proteoglikani (eng. chondroitin sulfate proteoglycans,
CSPG) poticu inhibitorni u¢inak SemaS5A, a heparan-sulfat proteoglikani (eng. heparan
sulfate proteoglycans, HSPG) poticu privlac¢ni uc¢inak Sema5A. Iako je sema domena nuzna
za inhibitorni ucinak SemaS5SA, trombospondinska ponavljanja su ta koja medudjeluju s
glikozaminoglikanskim dijelom hondroitin-sulfat i heparan-sulfat proteoglikana. Odgovor
rastu¢eg Cunjica aksona na SemaSA ovisi 0 sastavu proteoglikana. Dok CSPG mijenjaju
privla¢nu ulogu Sema5 u inhbitornu ulogu (Slika 5.), djelujuci kao vanjski lokalizirani signali
u ECM-u, moguce da su neki HSPG, najvjerojatnije syndecan-3, komponente receptora za
Sema5A zbog svoje ekspresije na aksonima i rastu¢im ¢unji¢ima, gdje djeluju na privlac¢ni

utjecaj Sema5A. CSPG najvjerojatnije moduliraju odgovor rastu¢eg ¢unji¢a mijesajuci se u
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interakciju izmedu SemaSA 1 komponenti stani¢nog receptora (kao Sto su HSPG) 1 tako

mijenjaju privla¢ni u inhibitorni odgovor (Kantor i sur., 2004.).
1.8. Uloga Sema5A u razvoju vidnog Zivca i retine

Aksoni retinalnih ganglijskih stanica (RGC) formiraju vidni zivac, koji prenosi
informacije iz retine do srediSnjeg Ziv€anog sustava. Usmjeravanje i rast aksona tijekom
razvoja vidnog zivca moduliraju molekule L1, laminin i netrin 1. Uz navedene molekule,
neuroepitel koji okruzuje rastuéi vidni Zivac, specifiéno izrazava i semaforin5A. SemaSA
izaziva inhibitorni odgovor RGC aksona i sprjeava defascikulaciju vidnog Zivca, regulirajuci
tako njegov pravilan razvoj (Oster, 2003.). In vitro istrazivanja su pokazala da u vidnom Zivcu
semaforinSA izrazavaju 1 oligodendrociti i njihovi prekursori. Konstitutivan izrazaj
semaforina5A izaziva kolaps rastu¢ih ¢unjica RGC aksona i inhibira njihov rast. To
omogucéava pravilan razvoj vidnog Zzivca, ali i inhibira RGC regeneraciju nakon ozljede u

odraslom vidnom zivcu (Goldberg, 2004.).

Neuronski krugovi u retini su organizirani u dvije sinapticke regije, vanjski i unutarnji
mrezasti Sl0j. U njihovoj pravilnoj organizaciji sudjeluju SemaSA i Sema5B, inhibirajuéi
prerastanje retinalnih aksona u unutarnjem mrezastom sloju. Zajedno S receptorima
pleksinomAl i pleksinomA3, ¢iji je izrazaj komplementaran SemaSA i SemaSB u retini,
omogucuju uspostavljanje unutarnje retinalne laminacije i sinapticku povezanost izmedu
RGC, amakrinih i bipolarnih stanica (Matsuoka i sur., 2011.). Djelovanje Sema5A i Sema5B s
receptorima pleksinomAl i pleksinomA3 sugerira da uz navedeni funkcionalni receptor
pleksinB3 (Artigiani i sur., 2004.) i drugi proteini iz obitelji pleksina imaju ulogu receptora za
SemabA.

1.9. Uloga SEMA5A u nastanku bolesti

Ljudski gen SEMAS5SA se nalazi na kracem p kraku kromosoma 5 (5pl15.2), unutar
Hkriticne regije” lokusa sindroma ,,macjeg” placa (franc. Cri-du-chat sindrom, CDCS).
Karakteristike sindroma poput monokromatskog placa visokog tona, mikrocefalije, Sirokog
nosnog mosta i teske psihomotoricke i mentalne zaostalosti su posljedica segmentalne
aneusomije. Dolazi do velikih delecija krac¢eg p kraka, kromosoma 5, a unutar kriticne regije
uz katenin delta 2 (CTNND2) koji ima vaznu ulogu u razvoju mozga
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1501), dolazi i do delecije SEMA5SA. Smatra se da

haploinsuficijencija SEMASA remeti normalan razvoj mozga i vodi nekim karakteristikama

14



CDCS-a zbog poremecene regulacije signala tijekom stvaranja postmitotickih neurona. Time
se znacajno smanjuje broj novonastalih neurona. S druge strane, SEMASA vjerojatno potice
proliferaciju neuronskih prekursora i njihovu migraciju iz VZ, a haploinsuficijencija time

onemogucava pravilnu migraciju i organizaciju korteksa (Simmons i sur., 1998.).

Mnoga istrazivanja potvrduju vezu SEMASA s autisticnim poremecajem. Taj
neurorazvojni poremecaj karakterizira poremecaj u socijalnoj interakciji, verbalnoj i
neverbalnoj komunikaciji. lako postoji mnogo faktora za koje se pretpostavlja da uzrokuju
autisticni poremecaj, smatra se da geneticki faktori, nekoliko gena koji djeluju epistaticki,
imaju vaznu ulogu u razvoju poremecaja. Potvrden je smanjen izrazaj gena SEMASA, Koji
utjeCe na vodenje aksona, a sinapticka disfunkcija vrlo je vjerojatno etioloski mehanizam u
autisticnom poremecaju (Melin i1 sur., 2006.). Weiss i sur. (2009.) su takoder potvrdili
smanjeni izrazaj proteina i gena SEMASA kod autisti¢nih pacijenata, a Mosca-Boidron i sur.
(2016.) zabiljezili su mikrodeleciju SEMASA kod autisticnog pacijenta, koja je nastala zbog
nebalansirane recipro¢ne translokacije i uzrokovala gubitak sedam egzona koji kodiraju
zadnjih pet trombospondinskih ponavljanja, transmembransku i citoplazmatsku domenu.
GWAS studija (eng. genome-wide association study) istaknula je povezanost intergenskog
SNP-a (eng. single nucleotide polymorphism) u blizini SEMASA i smanjenog izrazaja gena
SEMAGSA. Pokazala je preklapanje SEMASA regulatorne mreze s drugim genima za koje se
smatra da su klju¢ni u autisticnom poremecaju i zakljucuje da je modulacija izrazaja SEMASA

vazna u toj genskoj regulatornoj mrezi (Cheng i sur., 2013.).

Pokazalo se da SEMASA preko pleksin-B3 receptora inhibira invaziju stanica ljudskog
glioma, inhibira pokretljivost stanica glioma smanjujuci aktinska stresna vlakna i otezava
fokalnu adheziju posredovanu vinkulinom 1 poti¢e diferencijaciju astrocita. Ti rezultati

podupiru ulogu SEMASA kao tumor supresora u gliomu ¢ovjeka (Purohit i sur., 2014.).

15



2. CILJ RADA

Op¢i cilj ovog istrazivanja i diplomskog rada je utvrditi izrazaj proteina semaforina5A
na stani¢noj, slojevnoj i strukturnoj histoloskoj razini u telencefalonu misa tijekom ranog

postnatalnog razvoja.

Specifi¢ni ciljevi su kvalitativno i prostorno usporediti razinu izrazaja proteina u dvije
razvojne vremenske to¢ke (P5 i P15) koristenjem indirektne imunohistokemijske metode i
usporediti s do sada poznatim izrazajem mRNA Sema5A, kako bi dosli do novih spoznaja o

ulozi proteina Sema5A tijekom razvoja mozga.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijali

3.1.1. Zivotinje

Za potrebe istrazivanja Su koristeni misevi soja C57BL/6 (Van De Werd i sur.,
2010.), dobi P5 i P15 dana, uzgajani na Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga. Za
istrazivanje je uzeto 5 jedinki svake postnatalne dobi. Koristenje Zivotinja i protokola za

uzorkovanje mozga radeno je prema Etickom kodeksu Ministarstva znanosti 1 obrazovanja

RH (MARC, HRPOKO006).

3.1.2. Kemikalije

e Narkamon (100 mg/ml, Bioveta, Ceska Republika)

e Xylased bio (20 mg/ml, Bioveta, Ceska Republika)

e fosfatni pufer (PBS)

e 4% NB formaldehid (Biognost, Republika Hrvatska)

e destilirana H20

e saharoza, C12H22011 (Kemika, Republika Hrvatska)

e metilbutan

e Tissue-Tek OCT compound (Sakura Finetek Europe, Nizozemska)

e metanol, CH3OH

e vodikov peroksid, H202 (30 %)

e 5 9% BSA (Bovine Serum Albumin = govedi serumski albumin; Sigma-Aldrich,
SAD)

e 0.5 % triton X-100 (Sigma-Aldrich, SAD)

e Poly-Mount (Polysciences, SAD)

e Clear-Advantage Xylene Substitute (Polysciences, SAD)

e Cresyl violet

e 10 % octena kiselina, CHsCOOH

e etanol (70 %, 96 %, 100 %)

e Anti-Semaphorin5A primarno protutijelo, ab70981, kuni¢je IgG poliklonsko
protutijelo (Abcam, Velika Britanija)
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VECTASTAIN ABC Kit, Peroxidase Rabbit IgG, PK-4001 (Vector Laboratories,
SAD)

o anti-kunicje 1gG poliklonsko sekundarno protutijelo

o ABC reagent A + B (avidin + biotin)
SIGMAFAST DAB with Metal Enchancer (Sigma-Aldrich, SAD)

3.1.3. Pribor i pomagala

kirurski pribor

Sprice

igle

falcon epruvete 15 mi

kriostat (Leica CM3000, GMI, SAD)

cell culture plate, 12-well (Eppendorf, Njemacka)

mikropipete (Eppendorf, Njemacka)

analiti¢ka vaga (1212M SCS, Precisa Gravimetrics AG, Svicarska)
mijesalica(Orbit LS, Labnet International, SAD)

vorteks (PV-1, Grant Instruments, Velika Britanija)

magnetska mjesalica (Rotamix 550 MMH, Tehtnica, Slovenija)
lupa

predmetna stakalca (Vitrognost, Biognost, Republika Hrvatska)
pokrovna stakalca (LLG-Labware, Njemacka)

mikroskop (Nikon, Alphaphot-2 YS2, Japan)

mikroskop (Olympus AX70 Provis, Japan)

controle software ACT 1 (Nikon, Japan)

hladnjak (+4 °C)

zamrzivac (-20 °C)

zamrzivac (-80 °C)
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3.2. Metode

Parenje jednog muzjaka i Cetiri zenke omoguceno je u intervalu do 24 sata, a slijedec¢i
dan do 12 sati smatran je nultim embrionalnim danom (EO). Nultim postnatalnim danom (PO0)

smatran je dan rodenja miseva do 12 sati.
3.2.1. Fiksacija tkiva transkardijalnom perfuzijom

MiSevi starosti P5 i P15 dana su duboko anestezirani kombinacijom anestetika i
analgetika ketamina i ksilazina (1 ml Narkamon + 0,5 ml Xylased + 8,5 ml dH.0) u dozi od
0.1 mL/10g koja je aplicirana intraperitonealno. Kako bi odredili dubinu anestezije,
zivotinjama smo provjerili medijalni i1 lateralni palpebralni refleks. Nakon izostanka
odgovora, provjerili smo refleks duboke boli pritiskanjem zadnje tre¢ine repa i koze izmedu
prstiju. Kada smo utvrdili da je jedinka u dubokoj anesteziji, provela se transkardijalna
perfuzija sa 1x PBS-om i 4 % formaldehidom (PFA) prema Gage i sur. (2012.). Rezom kroz
abdomen uz duz dijafragme, kroz dijafragmu i lateralno kroz svaku stranu prsnog kosa uzduz
rebara, otvorili smo prsni kos i fiksirali tako da dobro vidimo srce. Iglom smo usli u lijevi
ventrikul srca 1 poceli ispustati PBS su krvotok. Zatim smo prerezali desni sréani atrij kako bi
krv 1 teku¢ina mogle istjecati. Nakon ispiranja PBS-om 1 kada smo primijetili da je Zivotinja
isprana od krvi, PBS smo zamijenili sa PFA. Za miSeve stare 5 dana smo koristili 5 ml 1x
PBS i 10 ml 4 % PFA po jedinki, a za miSeve stare 15 dana smo upotrijebili 10 ml 1x PBS i
20 ml 4 % PFA po jedinki. Perfuzija je bila uspjesna kada bi primijetili gréenje muskulature
prednjih i straznjih ekstremiteta, repa te blijede Sape i njuske. Blijedenje njuske zivotinje
upucivalo je na prodiranje fiksativa u glavu i mozak. Nakon perfuzije smo dekapitirali jedinku
i izolirali mozak, paze¢i da prilikom izolacije ne dode do oStecenja tkiva. Ekstrahirani
mozgovi su fiksirani imerzijom u 4 % PFA i ostavljeni preko noé¢i na +4 °C. Drugog dana
pripremljena je 20 % otopina saharoze u koju su uzorci premjesteni i cuvani na +4 °C. Nakon
§to su uzorci potonuli na dno falkon epruveta, slijedec¢eg dana, pripremljena je 30 % otopina
saharoze u koju su uzorci premjeSteni. Nakon potonuca na dno epruveta, uzorci su pohranjeni

krioprotekcijom metilbutanom na -80 °C do nastavka analize.
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3.2.2. Izrada histoloskih preparata

Krioprezervirani uzorci su premjesteni iz zamrzivaca (-80 °C) u kriostat (-25 °C). Svaki
uzorak je pomocu sredstva Tissue-Tek OCT fiksiran na podlogu za rezanje i orijentiran
olfaktornim bulbusima prema gore kako bi dobili koronarne rezove. Tako fiksirani uzorci su
rezani u kriostatu na CT -25 °C, OT -19 °C. Razina koju smo pratili prilikom rezanja
pocinjala je pojavom kompletno spojenog corpus callosuma i pojavom lateralnih ventrikula
(2.79 mm prema Paxinos i sur., 2007.), a zavrSavala je pojavom dobro razvijenog
hipokampusa (pojava CA3 stanica) (4.47 mm prema Paxinos i sur., 2007.). Po uzorku smo
dobili oko 25 koronarnih rezova debljine 60 um. Rezove smo stavljali u 1x PBS, po 4 reza u
jednu jazicu na plo€ice za kulture stanica s 12 jazica kako bi dalje radili free-floating

indirektno imunohistokemijsko bojanje.

3.2.3. Indirektna imunohistokemija — avidin-biotin kompleks (ABC)

metoda

Kako bi pripremili rezove za bojanje ABC metodom (Ramos-Vara i Miller, 2014.;
Jovanov, 2001.), prvo smo ih isprali u jazicama 3 puta po 10 minuta u 1x PBS-u. Isprane
rezove smo zatim premjestili u jazice s otopinom za pred tretman na 30 minuta, koju smo
pripremili od 75 ml metanola (CH3OH), 25 ml dH20O i 75 pl 30 % vodikovog peroksida
(H202). Pred tretman nam omogucuje da blokiramo endogene peroksidaze u stanicama kako
sprijecili nespecifi¢no reagiranje sa supstratom. Rezove smo zatim ponovno ispirali 3 puta po
10 minuta u 1x PBS-u. Nakon ispiranja smo rezove premjestili u otopinu za blokiranje na 1
sat, kako bi sprijecili nespecifi¢no vezanje sekundarnog protutijela. Otopinu za blokiranje smo
pripremili sa 5 % govedeg serumskog albumina (BSA) i 0,5 % Tritonom u PBS-u. Zatim smo
rezove stavili u primarno protutijelo Anti-Semaphorin5A (Abcam) razrijedeno 1:1000 u 5 %
BSA blokirajucoj otopini za miseve starosti P15 i 1:1500 za miSeve starosti P5. Rezove smo
tako ostavili preko noci na +4 °C. Drugog dana smo rezove prvo isprali 3 puta po 10 minuta u
1x PBS-u i zatim prebacili u sekundarno protutijelo na 1 sat. Koristili smo Vectastain ABC
kit, ¢ije smo sekundarno protutijelo razrijedili 1:200 u 2.5 % BSA blokirajucoj otopini.
Slijedilo je ispiranje rezova u 1x PBS-u 3 puta po 10 minuta, nakon ¢ega smo rezove prebacili
u kompleks avidina i biotina iz Vectastain ABC kita na 1 sat.. Za 1 ml avidin+biotin

kompleksa smo koristili 5 pl avidina, 5 pl biotina i 990 ul blocking otopine. Zatim smo
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ponovno isprali rezove 3 puta po 10 minuta u 1x PBS-u. Isprane rezove smo prebacili u
otopinu za razvijanje s 3,3"-diaminobenzidinom koju smo pripremili od SIGMAFAST DAB
tableta sa metalnim pojacivacem. Razvijanje rezova je trajalo dok nismo dobili zeljenu jac¢inu
obojenja, oko 2 minute za P15 miSeve i oko 4 minute za P5 miSeve. Kada su rezovi potamnili
do Zeljene razine, isprali smo ih ponovno 3 puta po 10 minuta u 1x PBS-u. Obojane i isprane
rezove smo zatim navukli na predmetna stakalca i ostavili da se suSe na zraku preko no¢i.
Slijedeceg dana smo rezove na stakalcima uronili u kadicu sa Clear-Advantage Xylene
Substitute 2 puta po 10 minuta, kako bi isprali rezove i nakon toga ih pokrili pokrovnim
stakalcima pomoc¢u Poly-Mount sredstva za pokrivanje. Prilikom svakog pokusa radene su
negativne kontrole kod kojih smo primarno protutijelo zamijenili otopinom za blokiranje kako
bi provjerili da reagensi nisu kontaminirani te da se sekundarno protutijelo ne veze

nespecifi¢no. Niti jedna kontrola nije pokazala imunohistokemijsko obojenje.

3.2.4. Bojanje po Nisslu

Kako bi prikazali citoarhitekturu mozga koristili smo metodu bojanja Cresyl-violet po
Nisslu. Rezove smo navukli na predmetna stakalca i ostavili susSiti 24 sata na zraku. Osusene
rezove smo drugi dan na stalku uronili u kadicu s Cresyl violet bojom na 10 minuta. Kako bi
mogli bolje razluciti tkivo, suviSak boje sa stakalaca smo zatim isprali u destiliranoj vodi.
Zatim smo u dva navrata ispirali stakalca u 70 % etanolu uz dodatak par kapi 10 % octene
kiseline (CH3COOH). Nakon toga smo ispirali stakalca u 96 % etanolu dva puta pa u 100 %
etanolu, takoder dva puta. Na kraju smo stakalca uronili u Clear-Advantage Xylene Substitute

u dva navrata i pokrili Poly-Mountom i pokrovnim stakalcem.

3.2.5. Analiza i fotografiranje preparata

Preparate smo kvalitativno analizirali standardnim svjetlosnim mikroskopom,
koncentriraju¢i se na slojeve korteksa. Najbolje preparate smo fotografirali pod razli¢itim
poveéanjima na mikroskopu Olympus AX70 Provis pomocu digitalne kamere Nikon
DXM1200 u programu Nikon ACT 1. U vidnom polju smo podesili kontrast i svjetlinu, a
pomocu ACT 1 programa smo prilagodili razlucivost, osjetljivost i balans bijele boje.

Dobivene fotografije su dimenzija 65,02 cm (Sirina) x 52,02 cm (visina); rezolucije 150
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piksel/in¢ i dimenzije u pikselima 3840 (Sirina) x 3072 (visina). Pomocu programa ImagelJ na
fotografijama smo napravili mjerke kako bi prikazali odnos veli¢ina. Pomoc¢u programa
Microsoft Publisher prilagodili smo veli¢ine fotografija preparata, a koriStenjem GIMP 2.8

programa uredili smo slike koje prikazuju strukturu misjeg mozga.

Tablica 2. Mjerka za mikroskopske fotografije

POVECANJE MJERKA  STVARNA VELICINA

1,25 x 500 pm 3,5¢cm
4 X 500 um 11,25 cm
10 x 100 pm 5,65cm
20 X 50 um 5,65 cm
40 x 50 um 11,3cm
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4. REZULTATI

4.1. Izrazaj semaforinaSA u korteksu misa

Kvalitativna analiza izrazaja semaforina5A na Koronarnim rezovima mozgova mis$eva
starih 5 i 15 dana obuhvacala je dijelove neokorteksa: cingularni, motoricki, somatosenzori¢ki
i insularni korteks; dio paleokorteksa, piriformni korteks; i dio arhikorteksa, hipokampus. Za
prikaz citoarhitektonike mozga i usporedbu slojeva korteksa su koristeni susjedni koronarni
rezovi mozgova miseva, bojani po Nisslu. Takoder, za usporedbu struktura mozga koristen je
Atlas mozga miSa u razvoju (Paxinos i sur., 2007.) starosti P6, atlas Mozak miSa u
stereotaksijskim koordinatama (Paxinos i Franklin, 2004.) i atlas mozga odraslog misa s Allen
instituta (Allen Institute for Brain Science, 2008.).

4.2. lzrazaj Sema5A proteina u mozgu misa petog postnatalnog dana

Usporedeni su koronarni presjeci cerebruma miSeva 5. postnatalnog dana, bojani
imunohistokemijskom metodom za Sema5A (Slika 8.B) s prerezima bojanim metodom po
Nisslu (Slika 8.A) i sa shematskim prikazom organizacije mozga misa (Slika 8.C). lzrazaj
proteina Sema5A jasno je vidljiv u IL/1Il. i V1.b sloju mozdane kore uz naznaku obojenja i u
V. sloju u pojedinim mozdanim regijama (Slika 8.B, oznaceno strelicama). Usporedujuci
dorzo-medijalni dio cerebruma bojan metodom po Nisslu (Slika 9.A) i imunohistokemijski za
Sema5A (Slika 9.B), primje¢ujemo izrazaj SemaSA u motorickom i somatosenzorickom
korteksu i u hipokampusu. U cingularnoj regiji u korteksu nema jasnog izrazaja Sema5A ni u
jednom sloju (Slika 9.C). Iako slabije izrazeno, Sema5A imunoreaktivnost je prisutna u 11./111.
i V. sloju motori¢kog korteksa (Slika 9.D). Jasno izrazena imunoreaktivnost prisutna je duz
somatosenzorickog korteksa u IL/IIl., V. i VLDb sloju (slika 9.E), te se jasno vidi obojenje
stanica koje pokazuju morfologiju neurona (Slika 9.G, oznaceno strelicama). Izrazaj SemaSA
proteina lociran je perinuklearno i citoplazmatski u piramidalnom sloju CA3 stanica
hipokampusa dok transmembranski izrazaj nije jasno vidljiv obzirom na zbijenost stanica
piramidalnog sloja (Slika 9.F, oznaceno strelicama). Usporedujuci ventro-lateralni dio
cerebruma bojan imunohistokemijski za Sema5A (Slika 10.A) i metodom po Nisslu (Slika
10.B), vidimo izrazaj SemaSA u insularnom i piriformnom korteksu. U insularnom korteksu
je SemabA imunoreaktivnost prisutna u IL/111. Sloju (Slikal0.C), a u piriformnom korteksu u
2. sloju (Slika 10.D).
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4.3. lzrazaj SemabA proteina u mozgu misa petnaestog postnatalnog

dana

Koronarni presjek cerebruma misa dobi P15 dana bojan imunohistokemijskom
metodom za SemaSA (Slika 11.B) je usporeden s presjekom bojanim metodom po Nisslu
(Slika 11.A) i sa shematskim prikazom organizacije mozga misa (Slika 11.C). Vidljiv je
izrazaj SemaSA proteina u neuronima IL/Il. i V. sloja, ali ne i VLb sloja korteksa (Slika
11.B, oznaceno strelicama). Usporedivanjem shematskog prikaza slojeva cingularnog i
motorickog korteksa (Slika 12.A) sa presjecima cingularnog korteksa (Slika 12.B) i
motorickog korteksa (Slika 12.D) odredili smo slojeve korteksa. Na presjeku bojanom
imunohistokemijskom metodom za Sema5A nema reaktivnosti u cingularnom korteksu (Slika
12.C i F), kao i kod P5 miseva. U motoriCkom korteksu prisutan je jasan izrazaj
transmembranskog Semab5a u I1./111. sloju korteksa (Slika 12.E), s vidljivim perisomatskim
obojenjem stanica koje imaju morfologiju neurona (Slika 12.G, oznaceno bijelim strelicama).
Takoder, na preparatima je vidljivo perivaskularno obojenje krvnih Zila koje je najuocljivije
na Slici 12. E i G, oznaceno crnim strelicama. Shematski prikaz (Slika 13.A) i presjek bojan
metodom po Nisslu (Slika 13.B) prikazuju slojeve somatosenzorickog korteksa. Na presjeku
bojanom imunohistokemijski za SemaSA je jasno vidljiv izrazaj u IL/IIl. i V sloju
somatosenzori¢kog korteksa (Slika 13.C). Izrazaj Sema5SA je jasniji u IL/IIL sloju (Slika
13.D), sa izrazenim perisomatskim obojenjem stanica morfologije neurona (Slika 13.E) i
slabije izrazeni, ali prisutan u V. sloju somatosenzorickog korteksa (Slika 13.F), sa slabijim
perisomatskim obojenjem stanica morfologije  neurona. Shematski prikaz insularnog i
piriformnog korteksa (Slika 14.A) uz presjeke bojane metodom po Nisslu prikazuju slojeve
insularnog (Slika 14.B) i piriformnog korteksa (Slika 14.E). Na presjecima bojanim
imunohistokemijski za SemaSA vidljiv je izrazaj u IL/IIL. sloju, uz slabiju 1 rastrkanu
imunoreaktivnost V. sloja insularnog korteksa (Slika 14.C) i u 2. sloju piriformnog korteksa
(Slika 14.D). lzrazeno je perisomatsko obojenje stanica insularnog korteksa (Slika 14.F) i

piriformnog korteksa (Slika 14. G, oznaceno strelicama).
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4.11 mm

Cingularni korteks

Motoricki korteks

Somatosenzoricki korteks

Insularni korteks

Piriformni korteks
Hipokampus

Slika 8. Koronarni presjek cerebruma misa starog P5 dana, obojan metodom po Nisslu (A) i
imunohistokemijskom metodom za Sema5A (B). Bijele strelice oznafavaju imunoreaktivnost
SemaSA u II/III. 1 V. sloju motorickog korteksa, u IL/IIl., V. 1 VLb sloju somatosenzorickog
korteksa, u IL/11l. sloju insularnog korteksa, u 2. sloju piriformnog korteksa i u hipokampusu.

Shematski prikaz organizacije mozga misa (prilagodeno prema Paxinos i sur., 2007.) (C).
Mjerka = 500 um (A, B).
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Slika 9. Koronarni presjek sa dorzo-medijalnim dijelom cerebruma misa starog P5 dana, koji
pokazuje cingularni, motori¢ki i somatosenzoricki korteks te hipokampus, obojan metodom
po Nisslu (A) i obojan imunohistokemijski za SemaSA (B). Kvadrati pokazuju uvecana
podrucja: cingularnog korteksa bez imunoreaktivnosti (C), motorickog korteksa sa slabije
izrazenom imunoreaktivnosti u IL/IIl. i V. sloju (D), somatosenzorickog korteksa sa
izrazenom imunoreaktivno$¢u u IL/IIL., V. 1 VLb sloju (E), hipokampusa s perinuklearnim 1
citoplazmatskim izrazajem SemaSA u CA3 stanicama, oznacenih crnim strelicama (F), i
somatosenzorickog korteksa s perisomatskim obojenjem stanica V. sloja, koje imaju
morfologiju neurona, oznacene bijelim strelicama (G). Mjerka = 500 um (A,B) ; 100 um (E);
50um (C, D, F, G). Oznake slojeva = I, 1l/111, V1, V, Vla, VIb.
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Slika 10. Koronarni presjek sa ventro-lateralnim dijelom cerebruma misa starog P5
dana, koji prikazuje insularni i piriformni korteks, obojan metodom po Nisslu (A) i
imunohistokemijskom metodom za Sema5SA (B). Kvadrati pokazuju uvecana podrucja:
insularnog korteksa s imunoreaktivnosc¢u u IL/IIL.. sloju (C) i piriformnog korteksa, gdje je
imunoreaktivnost vidljiva u 2. sloju (D). Mjerka = 500 um (A, B); 100 um (C, D). Oznake
slojeva =1, 1l/111, 1, 2, 3.
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Slika 11. Koronarni presjek cerebruma misa starog P15 dana, obojan metodom po Nisslu (A) i
imunohistokemijskom metodom za Sema5A (B). Bijele strelice oznacavaju izrazaj Sema5A koji je
vidljiv u IL/II1. sloju motori¢kog korteksa, u IL./III. i V. sloju somatosenzori¢kog korteksa, u I1./11l.
sloju insularnog i 2. sloju piriformnog korteksa. Shematski prikaz organizacije mozga miSa
(prilagodeno prema Paxinos i Franklin, 2004.) (C). Mjerka = 500 um (A, B)
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- Cingularni korteks . Motoricki korteks

Slika 12. Shematski prikaz cingularnog i motorickog korteksa misa starog P15 dana
(prilagodeno prema Allen Institute for Brain Science, 2008.) (A). Prikaz dijela cingularnog
korteksa, obojan metodom po Nisslu (B) i imunohistokemijski za Sema5A bez izrazaja (C).
Prikaz dijela motorickog korteksa, obojan metodom po Nisslu (D) i imunohistokemijski za
SemabA s izrazajem u IL/I1l. sloju (E). Kvadrati pokazuju uvecana podruéja: cingularnog
korteksa bez izrazaja (F) i motori¢kog korteksa s perisomatskim obojenjem stanica, ozna¢enih
bijelim strelicama, koje imaju morfologiju neurona (G). Mjerka = 100 um (B, C, D, E); 50 um
(F, G). Oznake slojeva = I, 1I/111, V, Vla, VIb.
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Slika 13. Shematski prikaz somatosenzori¢kog korteksa misa starog P15 dana (prilagodeno
prema Allen Institute for Brain Science, 2008.) (A). Prikaz dijela somatosenzorickog
korteksa, obojan metodom po Nisslu (B) i imunohistokemijskom metodom za Sema5A s
jasnijim izrazajem u IL/IIL. sloju i slabijim izrazajem u V. sloju (C). Kvadrati pokazuju
uveéana podrucja: I1/1I1. sloja (D), perisomatsko obojenje stanica Il./111. sloja, koje imaju
morfologiju neurona (E) i V. sloja (F) sa slabije izrazenim perisomatskim obojenjem stanica
V. sloja, koje imaju morfologiju neurona (G), oznaéeno strelicama. Mjerka = 100 um (B, C,
D, E); 50 um (F, G). Oznake slojeva = I, lI/111, 1V, V, Vla, VIb.
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- Insularni korteks

Piriformni korteks

Slika 14. Shematski prikaz insularnog i piriformnog korteksa misa starog P15 dana
(prilagodeno prema Allen Institute for Brain Science, 2008.) (A). Prikaz dijela insularnog
korteksa, obojan metodom po Nisslu (B) i imunohistokemijskom metodom za SemaSA s
izrazajem u IL/IIL. sloju insularnog korteksa (C). Prikaz dijela piriformnog korteksa, obojan
metodom po Nisslu (D) i imunohistokemijskom metodom za Sema5SA s izrazajem u 2. sloju
piriformnog korteksa (E). Kvadrati pokazuju uvecana podruc¢ja: insularnog korteksa (F) i
piriformnog korteksa (G) s perisomatskim obojenjem stanica, oznaéenih bijelim strelicama,
koje imaju morfologiju neurona. Mjerka = 100 um (B, C, D, E); 50 u (F, G). Oznake slojeva:
I, /1, V, Vg, 1, 2, 3.
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5. RASPRAVA

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da Sema5A u in vitro uvjetima potice izrastanje i
elongaciju embrionalnih neokortikalnih eferentnih aksona misa (Jovanov, 2001.). Utvrdila se
njegova bifunkcionalna priroda s privlacnim i inhibitornim efektom na rastuée aksone
fasciculusa retroflexusa, ovisno o tipu sulfatnih proteoglikana prisutnih u razvojnom okolisu.
Heparan sulfat proteoglikani moduliraju privla¢ni efekt, a hondroitin sulfat proteoglikani
moduliraju inhibitorni efekt Sema5A na rastuci cunji¢ aksona (Kantor i sur., 2004.). Sema5A
regulira povezanost neurona unutar retine (Goldberg, 2004.), a uz Sema5B, inhibira izrastanje
aksona retine preko receptora pleksinAl i pleksinA3 in vitro i in vivo, ograni¢avajuci ih na
unutarnji mrezasti sloj retine (Matsuoka 1 sur., 2011.). Pokazalo se da nedovoljan izrazaj
Sema5A kod miseva vodi abnormalnom razvoju aksonalne povezanosti u prednjem mozgu i
utjece na formiranje funkcionalnih sinapsi (Melin i sur., 2006.), te se smatra da SEMA5A ima
ulogu u nastanku autizma (Mosca-Boidron i sur., 2016.; Weiss i sur., 2009.). Prostornu i
vremensku raspodjelu mRNA semaforina, a medu njima i SemaSA, u mozgu Stakora tijekom
embrionalnog razvoja pokazali su Skaliora i sur. (1998.) ukazujuci na ulogu semaforinaSA u

razvoju korteksa i regionalizaciji mozga.

Ovo istrazivanje je pokazalo da se prostorni izrazaj proteina SemaSA u korteksu misa
mijenja tijekom ranog postnatalnog razvoja. Promjena izrazaja jasno se uoc¢ava u V. i VLb
sloju somatosenzorickog korteksa. Dok je kod miseva dobi P5 dana izrazaj Sema5A jasno
vidljiv u slojevima VIb i V somatosenzorickog korteksa, kod miseva dobi P15 dana izrazaj u
potpunosti izostaje u VLb sloju, slabije je izrazen u V. sloju, a jasnije izraZzen u II. sloju
korteksa, s vidljivim transmembranskim i perisomatskim obojenjem stanica. Pomak izrazaja
Sema5A u slojevima somatosenzori¢kog korteksa vodi pretpostavci da semaforin5A sudjeluje
u postmigracijskoj diferencijaciji neurona u mozgu misa tijekom ranog postnatalnog
razdoblja. In vivo istrazivanja takoder sugeriraju da Sema5A ima ulogu u radijalnoj migraciji
postmitotickih neurona i pravilnoj kolonizaciji kortikalnih neurona u odredene slojeve tijekom

razvoja neokorteksa (Chivatakarn, 2008.)

Prostorni i vremenski izrazaj proteina SemaSA razlikuje se od izrazaja mRNA SemaSA
u mozgu misa Allen instituta (Allen Institute for Brain Science, 2008.). Izrazaj mRNA je puno
slabiji dana P4 (Slika 6.) i na sagitalnim rezovima obuhvac¢a uglavnom rostralni dio V. i VLb
sloja neokorteksa. Cetrnaestog postanalnog dana izrazaj mRNA duZ neokorteksa misa je puno

jaci u odnosu na P4, i to najvise u slojevima VIa i VIb (Slika7.). Razlike u izrazaju mRNA i
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proteina pokazane su i za druge gene u razvitku i govore o razvojnom regulatornom
potencijalu transkripata koji se ne prepisuju i same translacije kao regulatorni mehanizam
ekspresije gena. Takoder moguénost postojanja razli¢itih transkripcijskih ,,slice” varijanti
primarnog transkripata moze biti odgovor na razlike u raspodjeli detektiranih signala za

mRNA i protein.

SemaforinSA je transmembranski protein, a njegov izrazaj potvrden je
transmembranskim i perisomatskim (ekstracelularna domena) obojenjem stanica. Vidljivo
transmembransko obojenje some stanica i poCetaka njihovih izdanaka upucuje na morfologiju
neurona. S druge strane, prema Goldbergu (2004.) postoji konstitutivan izrazaj SemaSA u
oligodendrocitima i njihovim prekursorskim stanicama, koji doprinosi vodenju aksona
retinalnih ganglijskih stanica tijekom razvoja, a Chivatakarn (2008.) takoder sugerira da
SemaSA eksprimiraju oligodendrociti u srediSnjem ziv€anom sustavu i Schwanove stanice u
perifernom zivéanom sustavu. Zakljucak o vrsti stanica koje izrazavaju transmembranski
SemaSA zahtijeva dodatna istraZivanja koja trebaju ukljuciti i markere raspoznavanja
oligodendroglija stanica ili neurona kao $to je NeuN protein, biomarker postmigracijskih
neurona (Gusel’nikova i Korzhevskiy, 2015.) ili doublecortin, biomarker migrirajucih,

nezrelih neurona (Ayanlaja i sur., 2017.).

Ovo istrazivanje takoder je pokazalo prisutnost SemaSA proteina u vidljivom obojenju
stijenki krvnih Zila na koronarnim rezovima dobi P15 mozga miSa $to podupire istrazivanja
koja pokazuju da je izrazaj SemaSA povezan s razvitkom mozdane vaskulature (Chivatakarn,

2008.) te da ima ulogu u poticanju angiogeneze (Purohit i sur., 2014.).

Ovo istrazivanje sugerira da transmembranski protein semaforinSA sudjeluje u razvoju
neuralne mreze telencefalona temeljem obrasca ,,inside-out* vremenske pojavnosti izrazaja
Sema5A najprije u dubljim slojevima korteksa, a kasnije u povr$nim slojevima i podupire
dosadasnja istrazivanja koja ukazuju na njegovu vaznu ulogu u normalnom razvoju mozga.
Potrebna su daljnja proucavanja kako bi dobili jo$ detaljniji uvid o ulozi Sema5A u pravilnom

razvoju mozga i nastanku bolesti.
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6. ZAKLJUCAK

1. Prostorni izrazaj proteina semaforinaSA se mijenja kroz slojeve neokorteksa,
ovisno o diferencijacijskom stupnju neurona tj. razvojnoj dobi. Dana P35 izrazaj je
vidljiv 1 prominentan u diferenciranijim tj. nizim slojevima neokorteksa. Ovaj se
obrazac diferencijacije posebice vidi u somatosenzorickom korteksu. Dana P15 je
izrazaj proteina SemaSA stoga prominentan u visSim slojevima neokorteksa s
jasnim perisomatskim obojenjem neurona, S$to upucuje na ulogu SemaSA u

diferencijaciji neurona i neurita tijekom ranog postnatalnog razdoblja.

2. lzrazaj SemaSA specifi¢an je za pojedine regije mozga. lzrazaj i promjene izrazaja
su prominentne u somatosenzoriCkom korteksu, dok u cingularnom korteksu
izrazaja SemaS5A nema. Raspodjela izrazaja sugerira da SemaSA ima ulogu u
razvoju somatosenzorickog korteksa tijekom ranog postnatalnog razdoblja. U
ispitivanim razdobljima nismo detektirali njegovu ulogu u razvoju cingularnog
korteksa. Razlog tome moze biti $to se cingularna regija razvija i diferencira ranije

te ispitivanim vremenskim tockama nismo zahvatili izrazaj SemaSA proteina.

3. Male razlike u prostornom izrazaju Sema5A u motorickom, insularnom i
piriformnom korteksu tijekom ranog postnatalnog razvoja upucuju na razlike u
vremenu diferencijacije ovih regija tj. na njihovu raniju diferencijaciju u odnosu na

somatosenzoric¢ki korteks.

4. Postoje razlike tijekom ranog postnatalnog razdoblja u vremenskoj i prostornoj
raspodjeli izrazaja proteina SemaSA 1 objavljenih rezultata izrazaja mRNA
SemabA, Sto upucuje na razlicitu ulogu transkripata i proteina semaforinaSA ili

moguénost uloge odgodene translacije u regulaciji ekspresije gena.

5. Transmembranski i perisomatski izrazaj Sema5A odgovara transmembranskoj
prirodi Sema5A. Vidljivi poceci dendrita i oblik some stanica ukazuju na
morfologiju neurona. Potrebno je detaljnije istrazivanje morfologije i vrste

neurona koje izrazavaju SemaSA.
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