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POPIS KRATICA:

ABC metoda avidin — biotin kompleks metoda
BSA govedi serumski albumin

CAMP cikli¢ki adenozin monofosfat

cp pedunculus cerebri

CPG eng. central pattern generator
DAB 3,3' - diaminobenzidin

DAPI 4’ 6-diamidino-2-fenillindol
DBS duboka mozgovna stimulacija
DLR eng. diencephalic locomotor region
GABA gama-aminomaslacna kiselina
GAD glutamat dekarboksilaza

Glut glutamat

GPe globus pallidus pars externa
GPi globus pallidus pars interna

ic capsula interna

E embrionalni dan

Enk enkefalin
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MGE eng. medial ganglionic eminence
MLR eng. mesencephalic locomotor region
nNOS eng. neuronal nitric oxide synthase
NO dusicni oksid
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RNA ribonukleinska kiselina

RT sobna temperatura
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SNc substantia nigra pars compacta
SNr substantia nigra pars reticulata
SP eng. substance P

STh nucleus subthalamicus

UTR eng. untranslated region

VGAT vezikularni GABA transporter

Zl Zona incerta






1. UuvOoD

Subtalamicka jezgra (nucleus subthalamicus odnosno corpus Luysii ili discus
lentiformis) jest, kako joj ime nalaze, subkortikalna nakupina sive tvari u obliku le¢astog
diska. Histogenetski, kao dio subtalamusa, pripada medumozgu (diencephalonu).
Funkcionalno, kao dio ekstrapiramidnog motorickog sustava, pripada bazalnim ganglijima
zbog Cega sve vise dobiva na vaznosti kao klini¢ki znacajna struktura u kontekstu lijecenja

motori¢kih poremecaja kao Sto je Parkinsonova bolest.
1.1. Evolucija i organizacija bazalnih ganglija

Termin ,,bazalni gangliji odnosi se na skupinu subkortikalnih jezgara u mozgu
kraljeznjaka i funkcionalno obuhvaca sljedeCe strukture: nucleus caudatus i putamen
(skraceno: striatum), globus pallidus (GP) koji se sastoji od dva dijela, pars interna (GPi) i
pars externa (GPe), zatim nucleus subthalamicus (STN) te substantia nigra (SN), koja se
takoder sastoji od dva dijela, pars compacta (SNc) i pars reticulata (SNr). Te strukture
zajedno cine sustav koji je vazan za odabir ponasanja, motoricko ucenje te za donoSenje

odluka temeljenih na njihovom vrednovanju (Grillner i sur. 2013).

Svaka vrsta kraljeSnjaka ima svoj set urodenih obrazaca ponasanja koji se ispoljavaju kroz
osnovni repertoar pokreta, kao §to su Sposobnost organizma da se krece, da diSe i guta, da
pokrece svoje o€i, da bjezi ili da se bori (eng. fight or flight behaviour). Motoricki programi
koji omogucavaju te obrasce ponaSanja generiraju se u mozdanom deblu i kraljeznickoj
mozdini, a bazalni gangliji imaju glavnu ulogu u odlu¢ivanju kada ¢e se i kako koji program

upotrijebiti - odnosno u kontroli pokreta (Grillner i sur. 2013).

Struktura 1 funkcija bazalnih ganglija ouvana je tijekom evolucije kraljeSnjaka u zadnjih 560
milijuna godina, §to oznacava vremenski period kada se razred kruznousta (Cyclostomata)
odvojio od evolucijske linije potkoljena kraljeSnjaka (Vertebrata) unutar koljena svitkovaca
(Chordata) (Grillner i Robertson 2016). Pored toga, bazalni gangliji pokazuju veliku
homologiju u funkciji, zivéanoj organizaciji i ekspresiji gena sa sustavom mozga
¢lankonoZaca koji se naziva centralni kompleks (eng. arthropod central complex), $to upucuje
na zajedni¢ko porijeklo bazalnih ganglija i centralnog kompleksa (Strausfeld i Hirth 2013).
Pretpostavlja se da je zajednicki predak, u kojega se prvi put razvio sustav sli¢an bazalnim
ganglijima, pojavio s pojavom bilateralnih zivotinja (Bilateria) te da je najizglednije bio

koluti¢avac koji je odlucivao kada i kako ¢e se kretati, gdje Ce traziti hranu (eng. foraging) i



slicno, $to je zahtijevalo posjedovanje zivéane maSinerije koja bi omogucavala takvo

ponasanje (Grillner i Robertson 2016).

Osnovna organizacija motoricke infrastrukture u kraljeSnjaka sastoji se od neuronskih mreza
koje se nazivaju sredi$nji generatori uzoraka (eng. central pattern generators, CPGs) a
kontroliraju ritmicke motoricke pokrete kao Sto su zvakanje, disanje, gutanje i pokreti o€iju
(CPG-ovi u mozdanom deblu) te lokomocija (CPG-ovi u u kraljezni¢noj mozdini) (Slika 1).
Bazalni gangliji igraju glavnu ulogu u odabiru motori¢kih ponasSanja na nacin da drze pod
inhibicijskom kontrolom te motori¢ke centre tijekom mirovanja, a pustaju ih da rade samo

kad je to potrebno (Grillner i sur. 2013).

Kora velikog mozga

Fine motoricke vjestine
Govor
Kontrola prstiju

. Bazalni gangliji
KraljeZni¢na moZdina

LN B B B B B T T T T T 1 T T T T T T T T T T T . P
Hranjenje
Pijenje
Ekspresija emocija
Zastitni refleksi

Lokomotorna mreza Disanje
Zvakanje
Gutanje

=

Slika 1. Osnovna organizacija motoric¢ke infrastrukture u kraljesnjaka (prilagodeno prema

Grillner i sur. 2013).

Izlazni put bazalnih ganglija predstavljaju SNr i GPi, GABA-ergic¢ke jezgre Ciji se aksoni
projiciraju u gornje kolikule tektuma (colliculus superior), u lokomotorne komandne regije
mezencefalona i diencefalona (eng. locomotor command regions, MLR i DLR), u ostale
motoricke centre mozdanog debla te natrag u talamus i mozdanu koru, odnosno pallium (Slika

1) (Grillner i sur. 2013).

Pallium je dorzalni telencephalon u obliku plasta sive tvari koji obavija veliki mozak u
kraljesnjaka, a kod sisavaca se naziva cortex i smatra se da je to najreprezentativnija i
najdetaljnije razvijenija struktura mozga sisavaca odgovorna za njihove naprednije mozdane
funkcije u odnosu na druge vrste (Medina i Abellan 2009). U palliumu, odnosno korteksu,
nalaze se motoricka podru¢ja zaduzena za, primjerice, finu motoriku kao Sto su pokreti

prstiju, te govor u ¢ovjeka (Grillner i sur. 2013).



Neuronske mreze bazalnih ganglija organizirane su u tri razli¢ita neuronska kruga: direktni,
indirektni 1 hiperdirektni. Svi putevi pocinju s korteksom kao ulaznom tockom i zavrSavaju
jezgrama GPi/SNr kao izlaznom tockom koja Salje svoje projekcije dalje u izvrSne motoricke
programe. Ono u ¢emu se ti putevi razlikuju su ostale jezgre bazalnih ganglija koje prolaze,

odnosno zaobilaze.

Direktni put » Pallium / Mozdana kora
/ Glut

Glut

Motoricki

GABA

D2/Enk \ S Pt y
PA Tektum
S

—/
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—=1 DLR

Glut

GABA
GPe éz STh

Glut

Indirektni put

Slika 2. Organizacija i ustrojstvo kortikobazalnih neuronskih krugova (prilagodeno prema
Griller i sur. 2013).

Direktni put pocinje korteksom koji glutamatergicki aktivira projekcijske neurone striatuma
koji eksprimiraju skupinu D1 dopaminskih receptora i tvar P (D1/SP). Ti neuroni inhibiraju
jezgre GPi/SNr koje svojom inaktivacijom dezinhibiraju nizvodne motori¢ke programe, Koji
sada mogu poceti izvoditi odredene radnje. Isto tako se i dezinhibira povratna veza prema

talamusu, koji sada aktiviran dalje ekscitira korteks §to ¢ini pozitivnu povratnu spregu.

Indirektni put takoder pocinje korteksom, no u ovom slucaju on aktivira drugi set
projekcijskih neurona u striatumu; one koji eksprimiraju skupinu D2 dopaminskih receptora i
enkefalin (D2/Enk). Ti neuroni inhibiraju jezgru GPe koja inace inhibira STh, a STh, sada
dezinhibirana, glutamatergickim neuronima aktivira GPi1/SNr ¢ime taj kompleks inhibira

daljnje nizvodno izvodenje motorickih programa.

Postoji 1 hiperdirektni put kojim se u potpunosti zaobilazi striatum na nacin da korteks
direktno aktivira STh koja odmah aktivira SNr/GPi. Dakle, STh je jedina jezgra koja moze

aktivirati SNr/GPi i time omoguciti obustavu izvodenja pokreta.



Substantia nigra pars compacta (SNc) je dopaminergicka jezgra koja Salje svoje projekcije u
striatum. Buduéi da obje vrste striatalnih neurona imaju dopaminske receptore (D1 i D2),
njihova aktivacija ovisi, osim o kortikalnoj, i o dopaminergic¢koj regulaciji. Oba dopaminska
receptora su G-protein vezujuéi receptori, a razlikuju se u tome $to D1 receptor aktivira G-
proteine S§to rezultira stimulacijom proizvodnje cAMP-a ¢ime se nizvodno dalje prenosi
signal, dok kod aktivacije D2 receptora dolazi do inhibicije proizvodnje cAMP-a (Purves
2004).

Dakle, dopamin preko D1 receptora aktivira neurone striatuma koji inhibiraju GPi/SNr ¢ime
se postize pokretanje motorickih programa. S druge strane, preko D2 receptora, dopamin
inhibira rad neurona striatuma koji inace inhibiraju GPe, $to posljedicno dovodi do pojacane
aktivnosti neurona GPe i inhibicije neurona STh. Na taj na¢in indirektni put se pretvara u

,»direktni put“, prema svojem ucinku, i facilitira izvodenje pokreta.

Vaznost ove sloZene organizacije dolazi do izrazaja kod pojave neurodegenerativne
Parkinsonove bolesti, gdje dolazi do propadanja dopaminergi¢kih neurona SNc. Kad se
prekine opskrba striatuma dopaminom, D1/SP neuroni slabije rade pa ne mogu inhibicijom
GP1/SNr pustiti u pogon motoric¢ke programe za izvodenje pokreta, dok D2/Enk pojacano rade
pa tako i pojacano inhibiraju GPe, §to znaci da dezinhibirana STh pojacano radi i zaustavlja
izvodenje pokreta. Prema tome, nestaSicom dopamina dolazi do narusavanja ravnoteze koja se
preko dva razli¢ita puta pomice u smjeru kocenja pokreta. Jedini put koji radi normalno jer
zaobilazi striatum jest hiperdirektni put, no njegov rezultat je takoder obustava pokreta, $to

znaci da zapravo sva tri puta u Parkinsonovoj bolesti dovode do toga da se pokreti ne izvode.

To posljedi¢no znaci da kod pacijenata dolazi kod do ukocéenosti (rigiditas), trajne promjene
stava tijela i miSi¢nog tonusa (dystonia), dolazi do pojave nevoljnih pokreta (tremor) ili do
oskudnosti (akinesia) i usporenosti (bradykinesia) pokreta, Sto sve zajedno zovemo
hypokinesia (Slika 3), a najpoznatiji hipokinetski sindrom je upravo Parkinsonova bolest
(Judas i Kostovi¢ 1997).



Slika 3. Karakteristi¢no drzanje osobe oboljele od Parkinsonove bolesti (Lees i sur. 2009).



1.2. Funkcija subtalamicke jezgre

Postoji i sindrom suprotan od hipokinetskog, hiperkinetski sindrom, kod kojega
prevladava pojava nevoljnih pokreta, a primjeri hiperkinetskog sindroma su Huntingtonova
bolest i balizam. Kod Huntingtonove bolesti primarno dolazi do propadanja striatuma, ali i

ostalih dijelova mozga, a balizam je posljedica oste¢enja subtalamicke jezgre (Purves, 2004).

Budu¢i da je subtalamicka jezgra jedina struktura bazalnih ganglija koja moZe zaustaviti
izvodenje pokreta, kod njenog ostecenja to vise nije moguée pa dolazi do nekontroliranog i
konstantnog izvodenja neprimjerenih pokreta jer je nemoguce napraviti selekciju ispravnog
programa. Kod hemibalizma pojava nevoljnih pokreta djeluje samo na jednoj strani tijela jer
je subtalamicka jezgra o$te¢ena unilateralno, dok kod balizma, zbog oSte¢enja subtalamicke

jezgre na obje strane, dolazi do nevoljnih pokreta na obje strane tijela (Marani i sur. 2008).

Tradicionalno se Parkinsonova bolest lije¢i tretmanom prekursorom dopamina L-dopa (Lees i
sur. 2009). Medutim, to nije dugoro¢no je odrzivo jer je pozitivan odgovor organizma na L-
dopa obi¢no relativno kratkotrajan, dolazi uz brojne nuspojave, a ne odgovaraju svi pacijenti
jednako na taj tretman, niti uopée on pomaze svim tipovima parkinsonizama (Lees i sur.
2009). Ideja suvremenijeg lije¢enja Parkinsonovih simptoma je da se u pacijenata izazove
hiperkinezija kao protuteza hipokineziji, na na¢in da se izazove lezija u nekoj komponenti
kortikobazalnih puteva te se time njihova regulacija dovede priblizno natrag u ravnotezu
(Marani i sur. 2008).

Prvo su se 1980-ih godina radile rutinske lezije ventralnog intermedijarnog talamusa, sve dok
Benabid i sur. (1989) nisu otkrili da se stimulacijom tkiva fizioloskim frekvencijama (20-30
Hz) moze posti¢i reverzibilna ,,lezija“ tkiva koja moze ponistiti tremor, te da stimulacija
subtalamicke jezgre daje bolje rezultate u lijeCenju tremora od stimulacije
ventrointermedijarnog talamusa (Benabid i sur. 2000). Time se dubokomozgovna stimulacija
subtalamicke jezgre (DBS) uspostavila kao standardna metoda lijeCenja Parkinsonove bolesti
(Slika 4) koja se koristi paralelno s farmakoloSkim tretmanom, prekursorom L-dopa (Marani i
sur. 2008).



Slika 4. Shematski prikaz bilateralne dubokomozgovne stimulacije subtalamicke jezgre

(Prilagodeno i preuzeto sa https://mayfieldclinic.com/).

UspjeSan tretman DBS-om obi¢no rezultira u 60-postotnom smanjenju motorickog
invaliditeta te se time 1 potrebna dnevna doza levodope moze smanjiti za 60%. Ono $§to je do
danas ostao problem je Cinjenica da to poboljSanje u motori¢kim simptomima nije nuzno
popraceno i sa poboljSanjem mentalnih funkcija. Naime, pacijenti nakon tretmana DBS-om
dozive pogorSanja kognitivnih funkcija kao $to su promjene u verbalnom pamcenju,
poremecena tecnost govora, poremecaj paznje, poremeéena radna memorija, te opcéenita
mentalna usporenost. Osim toga, dozive i niz poremecaja limbickih funkcija kao $to su
promjene U osobnosti, depresija, suicidalnost, hiperseksualnost, manija, hipomanija,

anksioznost i halucinacije (Temel i sur. 2005).

lako je subtalamicka jezgra ocigledno klini¢ki vazna i1 sloZena struktura koja regulira
motori¢ke, kognitivne i limbi¢ke krugove, vrlo malo je 0 njoj zapravo poznato jer je
godinama bila zapostavljena u istraZivanjima, te se tek pojavom DBS-a, a i godinama nakon
toga, pocCinje shvacati njezin stvarni znacaj. TO Se jednim dijelom moze pripisati i
prevladavajuéem tradicionalnom kortikocentricnom razmisljanju koje je jos od 19. stoljeca
ukorijenjeno u neuroznanost, zbog kojeg znanstvenici, svjesno ili nesvjesno, smatraju da je
korteks superiorna struktura u (pogresnom) hijerarhijskom pogledu na organizaciju mozga, pa
u svojim istrazivanjima sustavno zanemaruju ulogu subkortikalnih struktura u kognitivnim

funkcijama (Parvizi 2009).



1.3. Struktura subtalamicke jezgre

Subtalamicka jezgra smjestena je ventralno od talamusa, a lateralno od hipotalamusa.
Bikonveksnog je, ovalnog, oblika i okruzena je bijelom tvari - mijeliniziranim vlaknima zone
incerte (ZI) i cerebralnog pedunkula (cp), a tamnije je obojena zbog nakupina granula

pigmenta lipofuscina (Marani i sur. 2008).

U vedini radova prihvacéena je takozvana tripartitna podjela subtalamicke jezgre, gdje je ona
funkcionalno podijeljena na medijalni limbicki dio, dorzolateralni motoricki dio, te

ventrolateralni asocijativni dio (Slika 5).

Prefrontalni korteks P”Ta,rf}:‘
Prednja o¢na polja motorickl
- korteks
Predniji GPe
cingularni Motaricki dio :
korteks GPi
SNr
Limbicki dio Asocijativni dio

Dorzalno

Ventralni
palidum
Medijalno

Slika 5. Tripartitna podjela subtalamicke jezgre (Prilagodeno prema Benarroch 2008).

Medutim, ne slazu se svi s takvom podjelom - neki radovi se razlikuju u stajalistima oko
podjele STh, gdje broj podjedinica na koju se STh moze podijeliti varira od 0 do 4 kod

primata, ovisno o radu (Keuken i sur. 2012).

U glodavaca je jezgra otvorenog tipa, Sto znaci da dendriti sezu izvan granica jezgre u druga
podrucja (zona incerta, lateralni hipotalamus, cerebralni pedunkul), dok je kod macaka i
primata zatvorenog tipa, $to znaci da je doseg dendrita ograni¢en na samu jezgru (Marani i
sur. 2008).



Velicina Stakorske subtalamicke jezgre je 0.8 mm?, dok je kod Covjeka povecana na 240 mm°.

S druge strane, gustoca stanica u jezgri se od Stakora do Covjeka smanjuje, pa tako jezgra
stakora sadrzi oko 30 000 stanica/mm?®, dok ljudska ima samo 2 300 stanica/mm?® (Marani i
sur. 2008).

Subtalamicka jezgra je ekscitacijska jezgra koja primarno sadrzi projekcijske glutamatergicke
neurone. U ljudskoj subtalamickoj jezgri postoje dvije vrste neurona: veci, magnocelularni, te
manji, parvocelularni neuroni. Magnocelularni neuroni su glutamatergi¢ki projekcijski
neuroni, dok su mali parvocelularni neuroni zapravo GABA-ergicki interneuroni (Levesque i
Parent 2005), koji se takoder vjerojatno nalaze i U jezgri ostalih primata te macaka, dok kod

glodavaca nisu uoceni (Marani i sur. 2008).



1.4. Citokemija subtalamicke jezgre

Struktura STh se moze dalje specificirati koriste¢i molekularne metode istrazivanja

koje omogucuju razlikovanje diferencijacije tkiva do stani¢ne razine. Podaci 0 ekspresiji gena

u subtalamickoj jezgri variraju od vrste do vrste jer je ekspresija razli¢itih gena analizirana u

razli¢itim vrstama. Pregled nekih istrazivanja prikazan je u Tablici 1 (Philips i sur. 2005). Jos

jedna komplikacija je i to da su razli¢ita istrazivanja koristila razli¢ite metode, vec¢inom in situ

hibridizaciju (ISH), ¢ime se potvrduje prisutnost mRNA no to nije ujedno i dokaz ekspresije

odnosno translacije samog proteina. Takoder, prisutnost proteina ili mRNA u jednoj vrsti ne

mora znaciti da ¢e protein odnosno mRNA biti prisutna u drugoj vrsti.

Tablica 1. Podaci od ekspresiji gena u odrasloj subtalamickoj jezgri (Prilagodeno prema

Philips i sur. 2005).

Gen Vrsta Funkcija Metoda
CROC-4 Covjek Transkripcijski faktor Northern blot
Pitx2 Stakor, Mi§ Transkripcijski faktor ISH
Lmx1b Mis Transkripcijski faktor ISH
Ldbl Mis Kofaktor za LMX1B ISH
Foxpl Mis Transkripcijski faktor ISH

c-fos Stakor Rani gen ISH, IHC
Znf268 Stakor Rani gen ISH
Cdh8 (Kadherin-8) Mis Adhezijski protein ISH
Calb2 (Kalretinin) Covjek Kalcij-vezujuci protein ISH, IHC
Pvalb (Parvalbumin) | Covjek Kalcij-vezujuéi protein ISH, IHC
ErbB4 Stakor Receptor neuregulina ISH

Ret Stakor Receptor tirozin kinaze ISH
GluR6, GIuR7 Mis, Stakor Glutamatski receptori ISH
MGIuR1, MGIURS Stakor Glutamatski receptori IHC
MGIuR2, MGIUR3 Stakor Glutamatski receptori IHC
NMDAR1 Stakor Glutamatski receptor ISH
Drd5 Mis, Stakor Dopaminski receptor IHC
Drd4 Covjek Dopaminski receptor ISH
Drd1/2/3 Stakor, Covjek Dopaminski receptor RT-PCR, ISH
GABRA1/2/3 Stakor, Rezus makaki Podjedinica GABA-A receptora | ISH
GABRG2 Stakor, Rezus makaki Podjedinica GABA-A receptora | ISH
SLC6A1 Covjek GABA transporter ISH
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Poznato je da veéina neurona subtalamicke jezgre eksprimira neuronalnu sintazu dusikovog
oksida (NNOS) (Marani i sur. 2008). Dusikov oksid (NO) je nekonvencionalni
neurotransmiter koji, budué¢i da je plin, moze difundirati kroz membrane i djelovati
retrogradno na presinapticke neurone, ali i anterogradno na postsinapticke neurone. Ima i
funkciju neuromodulatora Sto znaci da regulira otpusStanje drugih neurotransmitera u sinapsu.
NO ima vaznu ulogu u sinaptickoj plasticnosti 1 procesu ucenja koji se zove dugorocna
potencijacija (eng. long term potentiation, LTP) a odnosi se na ojacavanje sinapsi izmedu
neurona (Zhou i Zhu 2009).

Oko 95% ljudskih subtalamic¢kih neurona eksprimira mRNA za nNOS (Nisbet i sur. 1994),
dok ih oko 90% eksprimira sami protein (Santos-Lobato i sur. 2016). Ekspresija mRNA za
nNOS znacajno je povecana kod Parkinsonovih pacijenata u odnosu na kontrolne (Eve 1 sur.
1998), a isto tako, broj nNOS—pozitivnih neurona se kod Stakora povecava sa starosnom dobi
(Cha i sur. 2000), zbog Cega se pretpostavlja da NO ima neku ulogu i u patogenezi
Parkinsonove bolesti.

Kalcij-vezuju¢i proteini reguliraju unutarstani¢ne razine kalcija a time i elektrofiziolosku
aktivnost samih neurona. Siroko su rasprostranjeni u sredi$njem Zivéanom sustavu te se
koriste kao markeri za klasifikaciju i fenotipizaciju neurona s obzirom na to koji od tri kalcij-
vezujuca proteina (parvalbumin, kalbindin 1 kalretinin) eksprimiraju. U subtalamickoj jezgri
Covjeka najCeSce eksprimiran protein je parvalbumin, dok kalretinina ima mjestimi¢no, a

kalbindina nema uopc¢e (Marani i sur. 2008, Philips i sur. 2005).
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1.5. Razvoj subtalamicke jezgre

Razvoj subtalamicke jezgre i njezinih neurona nije do kraja razjasnjen. Herrick je
1910. prvi opisao razvoj diencefalona kod gmazova i reptila te ga podijelio u Cetiri razvojne
zone: epitalamus, dorzalni talamus, ventralni talamus i hipotalamus. Nakon njega, Kahle
(1956) i Richter (1965, 1966) su u svojim radovima razvoju diencefalona dodali jo$ jednu
zonu, subtalamicku, koja je smjestena izmedu ventralnog talamusa i hipotalamusa, a takva

podjela razvojnih zona diencefalona prihvacena je do danas.

Trenutacno u literaturi postoje razliCita stajaliSta o mjestu razvoja subtalamickih neurona.
Jedno od stajaliSta je da se subtalamicki neuroni razvijaju u podrucju koje lezi odmah
kaudalno od mamilarne jezgre, te iz tog podrucja migriraju radijalno, zatim tangencijalno te
na kraju dorzalno uz marginalnu zonu ventralnog diencefalona sve do razine strio-
tegmentalnog trakta gdje tvore buducu subtalami¢ku jezgru. (Gilbert 1935, Papez 1940,
Keyser 1972, Marchand 1987, Philips i sur. 2005, Marani i sur. 2008).

Drugo stajaliSte oslanja se na podjelu diencefalona na pet zona. Prema tome se subtalamicki
neuroni razvijaju od subtalamicke longitudinalne zone smjeStene izmedu ventralnog talamusa
i hipotalamusa, odakle migriraju do mjesta buduce subtalamicke jezgre. (Herrick 1910, Kahle
1956, Richter 1965 i 1966, Miiller i O’Rahilly 1988 i 1990).

Uz to su se zadnjih godina pojavile i sumnje u diencefalicko porijeklo subtalamicke jezgre
uopce. Naime, na temelju analiza ekspresije gena pojavile su se tvrdnje da se globus pallidus,
za kojeg se smatralo da nastaje od diencefalona, razvija od telencefali¢ke osnove, tocnije
medijalnog ganglijskog brezuljka (eng. medial ganglionic eminence, MGE) (Puelles 2001,
Nunta-Aree 2001). Kako klasi¢ni radovi navode da se globus pallidus i subtalamicka jezgra
razvijaju iz iste osnove, sumnje o diencefalickom porijeklu globus pallidusa posljedi¢no

dovode i do sumnji u porijeklo same subtalamicke jezgre.

Novija studija ,,single-cell“ RNA-sekvenciranja (sekvenciranje RNA na razini jedne stanice)
progenitorskih stanica ventralnog mezencefalona i diencefalona misjih embrija pokazala je
kako se jedan dio Lmxla-pozitivnih progenitora diferencira u neuronsku liniju koja
potencijalno odgovara subtalamickoj jezgri, dok drugi odgovara liniji mezencefalickih
dopaminergickih neurona, $to je pokazalo kako je moguce da subtalamicka i dopaminergicka
linijja zapravo imaju zajedni¢ko porijeklo. Jedan od gena po Cijoj se ekspresiji te linije

razlikuju, je Nkx2.1, prisutan u subtalamickoj liniji. (Kee i sur. 2017).

12



Nkx2.1 je transkripcijski faktor i koristi se kao razvojni marker medijalnog ganglijskog
brezuljka (MGE), prolazne strukture embrionalnog ventralnog telencephalona (Slika 6.), koja
proizvodi GABA-ergicke interneurone, koji kasnije migriraju u korteks (Lim i sur. 2018),
striatum (Marin 2000), talamus (Letini¢ i Raki¢ 2001) i palidum (Nobrega-Pereira 2010), zatim
strijatalne kolinergicke neurone (Marin 2000), te palidalne projekcijske neurone (Nobrega-
Pereira 2010). Stovise, u knock-out miSevima s inaktivacijom gena Nkx2.1, nesudeni globus

pallidus transformira se u striatum (Sussel 1999).

Slika 6. Shematski prikaz migracije neurona iz MGE u embrionalnim stadijima miSa (a. E12,
b. E13.5, c. E15.5). NCx, neokorteks; PCx, piriformni korteks; Str, striatum; LGE, lateralni
ganglijski brezuljak; MGE, medijalni ganglijski brezuljak; H, hipokampus; SVZ,
subventrikularna zona; VZ, ventrikularna zona; AEP, anteriorno endopedunkularno podrucje.

(Marin i Rubenstein 2001).

U literaturi do sada nije opisana moguc¢nost da dio subtalamickih neurona migrira iz MGE.
Posto je ve¢ pokazano kako neuroni iz MGE mogu migrirati 1 izmedu razvojnih mjehurica
(Letini¢ 1 Raki¢ 2001), a ne samo unutar njih, postoji moguénost da se to dogada i u

subtalamickoj jezgri.

Rezultati studija provedenih isklju¢ivo na prenatalnim uzorcima mi§jeg mozga ne mogu se
ekstrapolirati za predvidanje molekularnog profila subtalamicke jezgre odraslog mozga, niti
se mogu ekstrapolirati na druge vrste. Isto tako, dokaz ekspresije mRNA nije dokaz ekspresije
proteina. Stoga je cilj ovog rada utvrditi prisutnost i prostornu raspodjelu proteina Nkx2.1 u
subtalamickoj jezgri odraslog mozga, i misa i Stakora, te fenotipizirati Nkx2.1-pozitivne

stanice kolokalizacijom s proteinima parvalbumin i nNOS.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
Ciljevi ovog istrazivanja su sljede¢i:

1. Utvrditi ekspresiju i prostornu raspodjelu proteina Nkx2.1 u subtalamickoj jezgri

odraslog mozga misa i Stakora.

2. Utvrditi ekspresiju i prostornu raspodjelu proteina parvalbumina u subtalamickoj

jezgri odraslog mozga misa i Stakora.

3. Utvrditi ekspresiju i prostornu raspodjelu proteina nNNOS u subtalamic¢koj jezgri

odraslog mozga misa i $takora.

4. Utvrditi ko-lokalizaciju proteina Nkx2.1 i parvalbumina u subtalamic¢kim neuronima

misa i Stakora.

5. Utvrditi ko-lokalizaciju proteina Nkx2.1 i nNOS u subtalamickim neuronima kod misa
I Stakora.
6. Usporediti ekspresiju analiziranih markera izmedu misa i Stakora u svrhu odredivanja

evolucijskih razlika.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Zivotinje

U sklopu ovog istrazivanja koriSteni su uzorci mozga odraslih muskih jedinki
laboratorijskog misa (Mus musculus, soj C57BL/6) i Stakora (Rattus norvegicus, soj Wistar
Han®(RccHan®:WIST)) starosti 3,5 mj. Zivotinje su bile smjestene u nastambi za Zivotinje
na Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga (HIIM) u polisulfonatnim prozirnim kavezima
gdje su imale pristup hrani (Mucedola) i vodi ad libitum, a stelja im se mijenjala na tjednoj
bazi. Svaki kavez bio je oznacen karticom na kojoj je pisao broj Zivotinja u njemu, spol, dob,
soj i datum okota. Temperatura u prostoriji odrzavana je na 22-24°C, relativna vlaznost 50-
60%, a ciklusi svjetla i tame bili su 12-12h. U kavezu je bilo 3 (Stakora) do 5 jedinki (miSeva)
uz obogacenu okolinu. Koristenje zivotinja i protokola za uzorkovanje mozga radeno je prema
Pravilniku o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13 i 39/17) Uprave za

veterinarstvo i sigurnost hrane Ministarstva poljoprivrede.

3.2. Fiksacija tkiva transkardijalnom perfuzijom

U sklopu ovog istrazivanja koriSteno je po 5 uzoraka mozga muskih jedinki od svake
navedene vrste. Misevi (mase 25-30 g) i Stakori (mase 350-400 g) bili su anestezirani
smjesom ketamina i ksilazina u dozi od 0,1 mL/10 g tjelesne mase za miseve te 0,2 mL/100 g
tjelesne mase za Stakore. Po provjeri refleksa i potvrdi anestezije, Zivotinje su bile
transkardijalno perfundirane otopinom 1x PBS-a i 4% paraformaldehida (prema Gage 2012).
Nakon zavrSene perfuzije mozgovi su bili uklonjeni i  stavljeni u 4% otopinu
paraformaldehida 48 sati. Nakon toga, svaki je uzorak prosao postupak dehidracije u uzlaznoj

seriji alkohola te je na kraju uklopljen u parafin niskog talista.
3.3. Rezanje tkiva

Uzorci su rezani u koronarnoj ravnini, na debljinu od 10 pum za miseve, te 12 pm za
Stakore pomocu kliznog mikrotoma (Microm HM 450, Thermo Scientific), nakon ¢ega su se

navukli na silanizirana predmetna stakalca (Vitrognost).
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3.4. Bojanje tkiva Nisslovom metodom

Kako bi se odredila to¢na pozicija subtalamicke jezgre na uzorcima, neki preparati su
se bojali Nisslovom metodom koja obiljezava nukleinske kiseline pa se koristi za bojanje
jezgara svih stanica na preparatu. Uzorci se prvo deparafiniziraju tretiranjem u nizu alkohola
(Kemika), prvo dva puta po deset minuta u ksilolu, zatim dva puta po pet minuta u 100%-
tnom etanolu, zatim 96%-tnom, pa 70%-tnom, nakon ¢ega se prenesu u destiliranu vodu.
Sljedeti korak je tretman 0,5%-thom otopinom krezil-violeta razrijedenom u destiliranoj vodi
u omjeru 1:4 koji traje do postizanja zeljenog intenziteta boje (obi¢no minutu-dvije). Nakon
toga se uzorci isperu destiliranom vodom, pa 70%-tnim etanolom. Uzorci se zatim ispiru u
kiselom alkoholu (70%-tni etanol u koji se doda nekoliko kapi 10%-tne octene kiseline).
Sljedeci korak je dehidracija, pa se uzorci prenose u 70%-tni, 96%-tni, 100%-tni etanol i na
kraju u ksilol. Gotovi preparati nakapaju se pokrivalom Poly-Mount (Polysciences, Inc.) i

prekriju pokrovnim stakalcem.

3.5. Odredivanje poloZaja subtalamicke jezgre na uzorcima

Rezovi koji se nalaze od -3.12 do -4.2 mm (kod $takora) odnosno od -1.7 do -2.3 mm
(kod misa) od bregme bili su uklju¢eni u studiju. To se utvrdilo usporedivanjem obojenih
preparata s anatomskim atlasom mozga misa (Slika 7, Paxinos i Franklin 2004) i Stakora
(Slika 8, Paxinos i Watson 2007).
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Slika 7. Polozaj subtalamicke jezgre (zaokruZzen crveno) u mozgu misa prema anatomskom
atlasu (Paxinos i Franklin 2004).
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3.6. Imunohistokemija — metoda avidin-biotin kompleks (ABC)

U svrhu odredivanja uzorka ekspresije pojedina¢nih proteina koriStena je
imunohistokemijska metoda avidin-biotin kompleks (ABC). Za detekciju proteina koriStena

su sljedeca primarna protutijela:

1. Anti-Nkx2.1 (anti-TTF1), Abcam, kataloski broj: ab133737
2. Anti-Parvalbumin, Abcam, kataloski broj: ab11427
3. Anti-nNOS, Merck/Millipore, kataloski broj: AB5380

Za detekciju svakog pojedinacnog proteina, od svakog mozga uzeta su barem po tri uzorka
kako bi se obuhvatili anteriorni, sredi$nji i posteriorni dijelovi subtalamicke jezgre. Kada se
radi o Cetiri reza, onda su dva srediSnja reza antgeriorni sredi$nji i posteriorni sredi$nji dio.

Osim toga, preostali rezovi iskoristeni su kao negativne kontrole (bez primarnog protutijela).
Protokol ABC metode je sljededi:

1. Deparafinizacija: Xylol 2x10 min
100% etanol 2x5 min
96% etanol 2x5 min

70% etanol 1x5 min
2. Staviti preparate u fosfatni pufer (1xPBS) 10 min na sobnoj temperaturi (RT).

3. Kuhanje preparata u citratnom puferu (pH 6.0) u mikrovalnoj pe¢nici, prvo zakuhati pufer
na 700W do kljucanja, pa kuhati 5 puta uz dodavanje destilirane vode da se smanji kljucanje,

nakon ¢ega se kuha jo§ 20 minuta na 350W.
4. Hladenje na RT u istom puferu 30 min.
5. Ispiranje u 1xPBS 3x5 min.

6. Predtretman smjesom metanola, vodikovog peroksida i destilirane vode (300:0.3:100) 30
min na RT. Metanol (Kemika) unistava krvne zile u tkivu, a vodikov peroksid inaktivira

endogene peroksidaze.

7. Ispiranje u 1xPBS 3x5 min.
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8. Blocking (5% BSA (albumin iz govedeg seruma, eng. bovine serum albumin, Capricorn
Scientific GmbH) + 0.5% TRITON X-100 (Sigma) u 1xPBS) nakapa se na tkivo i inkubira u

vlaznoj komori 1h na RT.

9. Primarno protutijelo se razrijedi u otopini blocking prema preporuc¢enoj koncentraciji,

nakapa se na tkivo i preko no¢i se ostavi na 4'C u vlaznoj komori.
10. Ispiranje u 1xPBS 4x5 min.

11. Sekundarno protutijelo 1gG (Vectastain ABC kit) razrijedi se u razrijedenoj otopini
blocking (1:1 s 1XPBS-om) do koncentracije 1:200 te s nakapa na protutijelo i inkubira u

vlaznoj komori 1h na RT.
12. Ispiranje u 1xXPBS, 4x5 min.

13. Tercijarna protutijela Avidin i Biotin (Vectastain ABC kit), pomijeSaju se u razrijedenoj
otopini blocking, 1:200 Avidin i 1:200 Biotin, te se inkubiraju tako 30 min da se avidin i
biotin spoje u kompleks. Nakon toga, mjesavina se nakapa na tkivo i inkubira u vlaznoj

komori 1h na RT.
14. Ispiranje u 1xPBS, 4x5 min.

15. Pripremi se otopina diaminobenzidina i vodikovog peroksida (SIGMAFAST DAB with
Metal Enhancer tablet, Sigma), sto pokrecée proces oksidacije DAB-a. Pripremljena otopina
nakapa se na tkivo i inkubira se dok se boja ne razvije. IskoriStenu otopinu, budu¢i da je DAB

karcinogen, potrebno je neutralizirati natrijevim hipokloritom.
16. Ispiranje u 1xPBS 4x5 min.

17. Ispiranje u destiliranoj vodi 5 min.

18. Susenje preko noci.

19. Inkubirati preparate u otopini za prosvjetljavanje Clear-Advantage (Polysciences, Inc.)

2x10 min.

20. Nakapati pokrivalom Poly-Mount (Polysciences, Inc.) i pokriti pokrovnim stakalcem.
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3.7. Imunofluorescencija s dvostrukim obiljezavanjem

U svrhu odredivanja ko-lokalizacije proteina koristena je imunofluorescencijska
metoda dvostrukog obiljeZzavanja. Za detekciju proteina koristena su sljedeca primarna

protutijela:

1. Mouse anti-Nkx2.1 (anti-TTF-1), Invitrogen, kataloski broj: MA5-13961
2. Rabbit anti-Parvalbumin, Abcam, kataloski broj: ab11427
3. Rabbit anti-nNOS, Merck/Millipore, kataloski broj: AB5380

Na dijelu preparata je napravljena imunofluorescencija s crveno obiljezenim proteinom
Nkx2.1 i zeleno obiljezenim parvalbuminom. Na drugom dijelu preparata je napravljena
imunofluorescencija s crveno obiljeZenim proteinom Nkx2.1 dok je zeleno obiljezen protein
nNOS. Ostatak preparata je iskoriSten kao negativna kontrola za sekundarna protutijela

(crveno i zeleno).
Koristena su sljede¢a sekundarna protutijela:

1. Donkey anti-Rabbit 1gG, Alexa Fluor 488, Invitrogen (ThermoFisher Scientific)
2. Donkey anti-Mouse 1gG, Alexa Fluor 555, Invitrogen (ThermoFisher Scientific)

Protokol ABC metode je sljedeci:

1. Deparafinizacija: Xylol 2x10 min
100% etanol 2x5 min
96% etanol 2x5 min

70% etanol 1x5 min
2. Staviti preparate u fosfatni pufer (1xPBS) 10 min na sobnoj temperaturi (RT).

3. Kuhanje preparata u citratnom puferu (pH 6.0) u mikrovalnoj pecnici, prvo zakuhati pufer
na 700W, pa kuhati 5 puta uz dodavanje destilirane vode da se smanji klju¢anje, nakon cega

se kuha jo§ 20 minuta na 350W.

4. Hladenje na RT u istom puferu 30 min.

5. Ispiranje u 1xPBS + 0.1% TRITON X-100 (Sigma), 3x5 min.
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6. Blocking (1% BSA (albumin iz govedeg seruma, eng. bovine serum albumin, Capricorn
Scientific GmbH) + 0.5% TRITON X-100 (Sigma) u 1XPBS) u 1xPBS, nakapa se na tkivo i

inkubira u vlaznoj komori 1h na RT.

7. Primarna protutijela se razrijede u blockingu prema preporucenoj koncentraciji, nakapaju se

na tkivo, ostavi se na RT u vlaznoj komori 48 h.
8. Ispiranje u 1xPBS + 0.1% TRITON X-100, 4x5 min.

9. Sekundarna protutijela razrijede se u razrijedenom blockingu (1:1 s 1xPBS-om) do
koncentracije 1:500 te se nakapaju na preparat i inkubiraju u vlaznoj komori 2h na RT, u

mraku.
10. Ispiranje u 1xPBS, 4x5 min.

11. Nakapati pokrivalom koje sadrzava DAPI (4',6-diamidino-2-fenillindol; molekula koja se
veze za DNA ¢ime obiljezava jezgre stanica) (VECTASHIELD Antifade Mounting Medium,

Vector Laboratories) i pokriti pokrovnim stakalcem.
3.8. Mikroskopija

Preparati dobiveni Nissl bojanjem, kao i ABC metodom imunohistokemije analizirani
su svjetlosnim mikroskopom (Olympus AX70 - Olympus-PROVIS sustav s Nikon Eclipse
DXM 1200 kamerom). Preparati zadovoljavajuce kvalitete digitalizirani su koriste¢i skener
Hamamatsu NanoZoomer 2.0 RS. Preparati dobiveni imunofluorescencijom s dvostrukim
obiljezavanjem vizualizirani su i digitalizirani fluorescentnim mikroskopom Olympus X3 sa
ORCA flash 4.0 kamerom.

3.9. Obrada slika

Fotografije, slike i prikazi obradeni su pomoc¢u NanoZoomer Digital Pathology, Adobe

Photoshop i Adobe Illustrator programskih paketa.
3.10. Bioinformaticka analiza

Preko genomskog pretrazivaca Ensembl (ensembl.org, Hunt i sur. 2018) preuzete su
sekvence gena, transkripata, netranslatiranih regija mRNA (eng. untranslated region, UTR) i
kodiraju¢e (eng. coding sequences, CDS) regije gena Nkx2.1 vrsta Mus musculus i Rattus

norvegicus, a navedene su u prilozima na kraju ovog rada.
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Svi tipovi sekvenci usporedeni su izmedu miSa i Stakora globalnim poravnavanjem parova
(eng. pairwise alignment) koriste¢i EMBOSS Needle alat (Madeira i sur. 2019,
https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). EMBOOSS Needle alat koristi algoritam
Needleman-Wunsch kojim pokuSava dinami¢kim programiranjem poravnati sekvence tako da
budu najsli¢nije, odnosno tako da je uveden najmanji moguci broj promjena (supstitucija,
insercija ili delecija). Konacan rezultat poravnanja boduje se sa dva parametra: sli¢nost (eng.
similarity) i identi¢nost (eng. identity), pri cemu Se identi¢nost odnosi na udio karaktera koji
su identi¢ni medu sekvencama, dok se slicnost odnosi na opéenito podudaranje sekvenci pa uz

identi¢nost ukljucuje i duzinu njihovog poravnanja.

Za predvidanje veznih mjesta za RNA-vezujuce proteine na UTR sekvencama koriSten je alat

RBPmap (Paz i sur. 2014, http://rbpmap.technion.ac.il/).
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4, REZULTATI
4.1. Rezultati dobiveni na tkivu misa
4.1.1. Ekspresija proteina Nkx2.1

U subtalamickoj jezgri misa nije utvrdena ekspresija proteina Nkx2.1. Protutijelo radi
ispravno, Sto se moze vidjeti prema tome S$to su obiljeZene jezgre stanica lateralnog
hipotalamusa (LH), no subtalamicka jezgra je u svim svojim dijelovima negativna na Nkx2.1
(Slike 1011 11).
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Slika 10. Ekspresija proteina Nkx2.1 na uzorcima misa 1. STh, subtalamicka jezgra,
zaokruzena crveno; cp, cerebralni pedunkul; LH, lateralni hipotalamus. Dorzalno, gore;
ventralno, dolje; lateralno, lijevo; medijalno, desno.
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Slika 11. Ekspresija proteina Nkx2.1 na uzorcima mi$a 2. STh, subtalamicka jezgra,
zaokruzena crveno; cp, cerebralni pedunkul; LH, lateralni hipotalamus. Dorzalno, gore;
ventralno, dolje; medijalno, lijevo; lateralno, desno.

S obzirom na to da u subtalamickoj jezgri miSa nema proteina Nkx2.1, imunofluorescencija s
dvostrukim obiljezavanjem, da bi se odredila kolokalizacija Nkx2.1 s drugim proteinima, nije

dalje radena na mi$jim uzorcima.
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4.1.2. Ekspesija proteina parvalbumin

Opéenito je cijela subtalamicka jezgra pozitivna na parvalbum, a posebno se
tamno obojio neuropil (podru¢ja prozeta dendritima i nemijeliniziranim aksonima, bez soma
stanica), zbog Cega je malo teze razluditi pozitivne stanice (obiljezene crvenim strelicama,
Slike 121 13).

S R
Slika 12. Ekspresija parvalbumina (oznacena crvenim strelicama u STh) na uzorcima misa 1.

STh, subtalamicka jezgra; cp, cerebralni pedunkul; LH, lateralni hipotalamus. Dorzalno, gore;

ventralno, dolje; medijalno, lijevo; lateralno, desno.

26



Na anteriornom kraju ima jako malo pozitivnih stanica i uglavnom su smjeStene
dorzolateralno, dok ih u posteriornom dijelu jezgre ima vise 1 smjeStene su ventromedijalno.

(Slike 12 i 13)

07 A3 02 " a¥ By S0 o SN0 R IS RO NI TN (1T AR T R e
Slika 13. Ekspresija parvalbumina (oznacena crvenim strelicama u STh) na uzorcima misa 2.
STh, subtalamicka jezgra; cp, cerebralni pedunkul; ZI, zona incerta. Dorzalno, gore;

ventralno, dolje; medijalno, lijevo; lateralno, desno.
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4.1.3. Ekspresija proteina nNOS

Subtalamicka jezgra misa pozitivna je na nNOS, a najgusca populacija nNOS-

pozitivnih stanica nalazi se u sredi$njem dijelu jezgre (Slike 14 i 15).

 sredi$

R (L

. B
Slika 14. Ekspresija proteina nNOS na uzorcima misa 1. STh, subtalamicka jezgra,
zaokruZena crveno; cp, cerebralni pedunkul. Dorzalno, gore; ventralno, dolje; medijalno,
lijevo; lateralno, desno.
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Slika 15.

kspresija proteina nNOS na uzorcima misa 2. STh, subtalamicka jezgra,
zaokruzena crveno; cp, cerebralni pedunkul. Dorzalno, gore; ventralno, dolje; medijalno,
lijevo; lateralno, desno.



4.2. Rezultati dobiveni na tkivu Stakora
4.2.1. Ekspresija proteina Nkx2.1

U subtalamickoj jezgri odraslog Stakora vide se pozitivno obojane jezgre stanica koje

su relativno podjednako rasporedene u prostoru (Slike 16 i 17).

50;- i, B e i AR
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Slika 16. Ekspresija proteina , subtalamicka jezgra,
zaokruzena crveno; cp, cerebralni pedunkul. Dorzalno, gore; ventralno, dolje; medijalno,
lijevo; lateralno, desno.
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desno.
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4.2.2. Ekspresija proteina parvalbumina

Neuropil subtalamicke jezgre snazno je reaktivan na protutijelo anti-parvalbumin
(Slike 18 i 19). U tamnom neuropilu vidljiva su tijela parvalbumin-pozitivnih stanica, kojih,
ovisno o presjeku, u odredenim ravninama nema, a u odredenim ima malo ili viSe, no

uglavnom su to anteriorni dijelovi jezgre.

Slika 18. Ekspresija parvalbumina na uzorcima Stakora 1. STh, subtalamicka jezgra; cp,
cerebralni pedunkul. Dorzalno, gore; ventralno, dolje; medijalno, lijevo; lateralno, desno.
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Slika 19. Ekspresija parvalbumina na uzorcima §takora 2. STh, subtalamicka jezgra; cp,
cerebralni pedunkul. Dorzalno, gore; ventralno, dolje; lateralno, lijevo; medijalno, desno.
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4.2.3. Ekspresija proteina nNOS

Stanice subtalamicke jezgre odraslog Stakora pozitivne su i na nNOS. Od anteriornog
prema posteriornom kraju jezgre, pozitivno obojena tijela neurona sve se viSe koncentriraju u

ventromedijalnom dijelu, dok ih u dorzolateralnom kraju ima manje.

f

" sredi§nji dio

>

Slika 20. kspresija protina nNOS ezgra,
zaokruzena crveno; cp, cerebralni pedunkul. Dorzalno, gore; ventralno, dolje; medijalno,
lijevo; lateralno, desno.
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4.2.4. Imunofluorescencija s dvostrukim obiljeZavanjem

Rezultati imunofluorescencije pokazuju kako se protein Nkx2.1, inace transkripcijski
faktor, nalazi u citoplazmi neurona, $to se moze vidjeti na slikama 22 (u subtalamic¢koj jezgri)
i 23 (u hipotalamusu) gdje je posebno jak crveni signal u citoplazmama stanica. Dokaz da se
crveno obojenje odnosi na stanice je kolokalizacija s jezgrama obojanim DAPI-jem, §to nije
oc¢ekivani obrazac signala. Zeleni signal parvalbumina se ovdje ne vidi, no kako se vidjelo na
imunohistokemijskim preparatima, parvalbumin-pozitivnih tijela stanica nema u svakoj

ravnini.

Slika 22. Kolokalizacija Nkx2.1 i parvalbumina u STh $takora s jezgrama obiljezenim DAPI-
jem. STh, subtalamicka jezgra, zaokruzena crveno; cp, cerebralni pedunkul.
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Slika 23. Kolokalizacija Nkx2.1 i parvalbumina u hipotalamusu §takora S jezgrama
obiljezenim DAPI-jem.
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Zeleni signal protutijela za nNOS vidi se u citoplazmama stanica u subtalamickoj jezgri (slika
24), sto je donekle ocekivano.

DAPI + nNOS

Slika 24. Kolokalizacija proteina Nkx2.1 i nNOS u STh $takora s jezgrama obiljezenim
DAPI-jem. STh, subtalami¢ka jezgra, zaokruzena crveno; cp, cerebralni pedunkul.

Ono §to moze objasniti crveni signal u citoplazmama stanica koji bi trebao odgovarati
proteinu Nkx2.1 su preparati s negativnim kontrolama na kojima su uzorci inkubirani samo sa
sekundarnim protutijelima (zeleno anti-rabbit i crveno anti-mouse). Na slici 25 mozemo
vidjeti jak crveni signal u citoplazmi vecine stanica korteksa. Isto tako, na nekim stanicama

vidi se i NNOS (zeleni) signal u citoplazmi.
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Slika 25. Negativna kontrola sa sekundarnim protutijelima na uzorcima korteksa Stakora.

Pozitivan signal u stanicama negativnih kontrola upucuje na ¢injenicu da sekundarna
protutijela koriStena u ovom istraZivanju nisu specificna jer se s velikim afinitetom vezu za
citoplazmu stanica. Zbog toga nijedan rezultat dobiven imunofluorescencijom gdje su
koristena ova sekundarna protutijela ne mozemo smatrati pozitivnim, jer ne mozemo razluciti
koji je signal posljedica pozitivnog i specifiénog vezanja na primarno protutijelo, a koji je

posljedica nespecificnog vezanja sekundarnog protutijela.
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4.3. Rezultati analize sekvenci miSa i §takora za gen Nkx2.1

Tablica 2 prikazuje rezultate poravnanja razlicitih sekvenci Nkx2.1. Sekvence
koriStene u poravnanjima navedene su u prilozima na kraju ovog rada. Proteinske sekvence
misa i Stakora imaju 99.5% sli¢nosti. Genomske sekvence su dosta razlicite, odnosno imaju
55.5% sli¢nosti. Mis ima duzi gen (6151 bp) s tri egzona dok Stakor ima kraci gen (4391 bp) i

dva egzona.

Mi§ ima i dva alternativna transkripta, jedan duzi (koji ima tri egzona od kojih je jedan
nekodirajuci), a drugi kraci (koji ima dva egzona); imaju 79% sli¢nosti. (Informacije dostupne
na:

http://www.ensembl.org/Mus musculus/Gene/Sequence?db=core;g=ENSMUSG00000001496;r=12:

56531958-56536908;t=ENSMUST00000001536).

Stakor ima samo jedan transkript, duzinom sli¢an mi§jem kracem transkriptu, kojem je sli¢an
87.3%, za razliku od misjeg duzeg transkripta kojem je slican 70.4% (Dostupno na:

http://www.ensembl.org/Rattus norvegicus/Gene/Sequence?db=core;g=ENSRNOG00000008644;r=

6:77418096-77421286;t=ENSRNOT00000011453).

Ako usporedimo samo CDS regije (kodirajuée sekvence) izmedu dva transkripta misa
dobijemo da su identi¢ne (100%), a Stakoru su slicne 97%, razlikuje ih par supstitucija

nukleotida.

Transkript Stakora nema 5" UTR, dok oba miSja transkripta imaju i 3' UTR i 5' UTR. 3' UTR
regija miSa je identi¢na izmedu dva transkripta (100%) dok je 5' UTR regija sli¢na samo
5.7%. 3' UTR regija Stakorskog transkripta je 81.6% sli¢na 3' UTR regijama mi§jih transkripta
Nkx2.1.
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Tablica 2. Rezultati poravnanja razli¢itih sekvenci gena Nkx2.1.

Sekvenca 1

Sekvenca 2

Rezultat

poravnanja

Proteinska

Mus musculus

Proteinska

Rattus norvegicus

# Length: 372
# Identity:

# Similarity:
# Gaps:

369/372 (99.2%)
37@/372 (99.5%)
2/372 ( @.e%)

P50220 G3V740 # Score: 1%42.8
Genomska Genomska Length: 5183
Identity:  2835/5189 (55.5%)

Mus musculus Rattus norvegicus Similarity: 2835/5189 (55.5%)
Gaps: 2687275189 (48.6%)
ENSMUSG00000001496 ENSRNOG00000008644 Score: 13@15.5
Transkript 1 Transkript 2 Length: 2310
Identity:  2227/282@ (79.0%)
Mus musculus Mus musculus Similarity: 2227/2828 (79.0%)
Gaps: SEO/2BZO (20.9%)
ENSMUST00000001536.8 ENSMUST00000178477.8 Score: 11849.5
Transkript 1 Transkript Length: 2330
Identity:  2062/293@ (70.4%)
Mus musculus Rattus norvegicus Similarity: 2@62/293@ (70.4%)
Gaps: 754/2930 (25.7%)
ENSMUST00000001536.8 ENSRNOT00000011453.5 Score: 12666.0
Transkript 2 Transkript Length: 2363
Identity:  2062/2363 (87.3%)
Mus musculus Rattus norvegicus Similarity: 2862/2363 (87.3%)
Gaps: 187/2363 ( 7.9%)
ENSMUST00000178477.8 ENSRNOT00000011453.5 Score: 12666.8
Identity: 1119/1119 (180.0%)
CDS1 CDS 2 Similarity: 1119/1119 (180.8%)
Gaps: 8,/111% ( ©.8%)

Mus musculus

Mus musculus

Score: 11163,

a

CDS

Mus musculus

CDS
Rattus norvegicus

Length: 1119
Tdentity:
Similarity:
Gaps:

Score: 18813

1884/1119 (96.9%)
1886/1119 (97.1%)

8/1119 ( ©.0%)
.8

Length: 613
5 UTR 1 5 UTR 2 Identity: 35/613 [ 5.7%)
Similarity: 35/613 ( 5.7%)
Mus musculus Mus musculus Gaps: SE7/613 (92.5%)
Score: 167.5
Length: 1877
3'UTR 2 Identity: 16877/1877 (10@.8%)

3'UTR1

Similarity: 187771877 (186.8%)
Mus musculus Mus musculus Gaps: 8/1e77 ( B.2%)
Score: 6448.8
Length: 1198
3'UTR 3'UTR Tdentity: 978/1198 (Bl.6%)
Similardity: 978/1198 (Bl.6%)
Mus musculus Rattus norvegicus Gaps: 141,/1198 (11.8%)

Score: 5594.8
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Za predvidanje vezanja RNA-vezuju¢ih proteina na UTR regije mRNA koriSten je alat
RBPmap, s izabranom opcijom pretrazivanja ,,high stringency* (gdje je znacajna p-vrijednost
< 0.001 a suboptimalna p-vrijednost < 0.01), $to znaci da sekvence moraju to¢no odgovarati

poznatim motivima vezanja proteina. Rezultati su prikazani u Tablici 3.

Tablica 3. Rezultati predvidenih vezanja proteina na UTR regije mRNA za Nkx2.1

Proteini koji se vezu Proteini koji se veZu Proteini koji se veZu

Proteini koji se vezu

samo na 3' UTR samo na UTR regije samo na 3' UTR
Stakora misa (3' +5) regije misa samo na 5' regije mita
ANKHD1 CPEB4 FXR1 PPRC1
HNRNPF FUS IGF2BP2 RBM4
HNRNPH2 FXR1 PABPC1 RBM42
HNRNPU HNRPLL PABPC3 RBM46
RBM24 IGF2BP2 RBM45 ZC3H10
RBM28 PABPC1
RBM38 PABPC3
SFPQ PABPC4
SNRPA PPRC1
TUT1 RBM4
RBM42
RBM45
RBM46
RBM5
RBMS8A
SART3
ZC3H10
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5. RASPRAVA

Subtalamicka jezgra odraslog misa je negativha na Nkx2.1, Sto je iznenadujuce,
pogotovo kada se usporedi s podacima iz Allen Brain Atlasa ekspresije mRNA u mi$jem
mozgu, gdje se jasno vidi da u subtalamickoj jezgri odraslog misSa postoji ekspresija mRNA

za Nkx2.1 (https://mouse.brain-map.org/experiment/show?id=74988460). To moZe znaciti da se

konacna ekspresija proteina Nkx2.1 zapravo regulira na razini translacije, budu¢i da rezultati
ovog istrazivanja upucuju na to da proteina na kraju nema. U Allen Brain Atlasu su rezultati
dobiveni na istom soju misa (C57BL/6), pa tu ne bi trebalo biti nikakve razlike, no njihovi
miSevi su bili stari 56 dana, dok su u ovom istraZzivanju misevi bili stari 3,5 mjeseca (oko 105
dana), §to je dvostruko starija dob, pa je druga moguénost ta da se u nekoj dobi misa, gen
Nkx2.1 uti$a i njegova ekspresija prestaje. To se treba dalje istraziti na na¢in da se, primjerice,
napravi in situ hibridizacija za mRNA Nkx2.1 u dobi misa od 3,5 mjeseci, da se utvrdi postoji
li tada transkripcija dok nema translacije, ili je cijeli gen utisan. Dvije studije su analizirale
distribuciju ekspresije mMRNA i proteina Nkx2.1 u telencefalonu fetalnog i odraslog misa i
nisu navele da postoji ekspresija i u STh, $to moze znaciti da je nema, ali moze znaciti samo
to da je nisu ni analizirali posto je to struktura diencefalona (Xu i sur. 2008, Magno i sur.
2009).

Ovdje opet Zelim skrenuti paznju na problem kortikocentrizma u neuroznanosti gdje se u
fokus istrazivanja Cesto stavlja gotovo iskljucivo telencephalon, prednji mozak, gdje se nalazi
korteks, zbog Cega je tesko pronadi literaturne podatke o ostalim ,,inferiornim* strukturama.
Ako se subkortikalne strukture i spomenu, to su u pravilu strukture prednjeg mozga, dok
ostali dijelovi mozga ostaju zanemareni. Parvizi (2009) je pretrazivanjem literature u
kognitivnoj neuroznanosti ustanovio da se od istrazivanja u kojima su se subkortikalne
strukture mogle staviti u fokus istraZivanja, zaista stavile u fokus u 9 do 14% istraZivanja.
Polovica ¢lanaka je izvjestila rezultate dobivene na subkortikalnim strukturama, koji su bili

ukljuceni u raspravu u Cetvrtinu ¢lanaka, tog kod druge ¢etvrtine nisu.
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S druge strane, za razliku od misa, subtalamicka jezgra odraslog Stakora je pozitivna na
protein Nkx2.1. Zbog te iznenadujuce razlike, odlucila sam usporediti sekvence misa i Stakora
za gene, transkripte, kodirajuce i nekodirajuce regije Nkx2.1, da utvrdim koliko se razlikuju
izmedu dvije vrste i moze li to biti razlog razli¢ite ekspresije proteina. Sekvence su se najvise

razlikovale u nekodiraju¢im, regulatornim regijama, a posebno u netranslatiranim krajevima

(UTR).

UTR regije su mjesta vazna za posttranskripcijsku regulaciju translacije mRNA u protein jer
se na njih vezu proteini koji reguliraju translaciju (Wilkie i sur. 2003). Zbog toga sam
napravila predvidanje mjesta vezanja mRNA-vezujuéih proteina na tim regijama. Rezultat je
takav da postoje setovi proteina koji se potencijalno mogu vezati isklju¢ivo na UTR regiju
transkripta mRNA za Nkx2.1 $takora, ili isklju¢ivo na 3' UTR regiju transkripta misa, ili
isklju¢ivo na 5' UTR regiju misa. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se eksperimentalno
utvrdilo koji od tih proteina i kako regulira translaciju, vezu li se zaista na predvidena mjesta,

te naposljetku eksprimiraju li se ti sami proteini uopée u subtalamickoj jezgri.

Tre¢a mogucost zbog koje postoji razlika u ekspresiji proteina Nkx2.1 u STh misa i Stakora je
da zapravo kod Stakora postoji populacija neurona u subtalamickoj jezgri koja kod misa
nedostaje, primjerice, interneuroni koji migriraju iz medijalnog ganglijskog brezuljka. Prema
literaturi, interneurone u subtalamickoj jezgri posjeduju primati, a prema morfologiji neurona
pretpostavlja se da ih mogu posjedovati i svinja (Sus scrofa domesticus) i macka (Felis catus
domesticus), dok ih kod glodavaca navodno nema (Marani i sur. 2008). Moguce je, ali malo
vjerojatno, da se taj evolucijski skok dogodio i unutar porodice Muridae, te da zato neke vrste
nemaju interneurone (kao mis) a druge imaju (kao Stakor). Muridae je porodica koja sadrzava
jednu treé¢inu ukupno svih vrsta sisavaca ¢ine¢i ju najvecom i najraznolikijom porodicom.
Unutar te porodice, evolucijske linije misa i §takora odvojile su se prije 10 do 12 milijuna

godina (Steppan i sur. 2004).

Prema filogenetskom stablu placentalnih sisavaca (Murphy i sur. 2001), glodavci (klad Glires)
i primati (klad Euarchonta) zajedno pripadaju evolucijskoj liniji Euarchontoglires, dok svinje
(Cetartiodactiyla) i macke (Carnivora) pripadaju evolucijskoj liniji Laurasiatheria. Zajedno te
dvije linije ¢ine skupinu Boreoeutheria, iliti placentalnih sisavaca. Ako se vodimo nacelom
parsimonije gdje je najmanji moguci broj evolucijskih promjena najvjerojatniji, onda su se
interneuroni u STh pojavili najkasnije odvajanjem linije Boreoeutheia od ostalih sisavaca prije
~105 milijuna godina, a evolucijska linija miSeva (ili glodavaca opéenito, ovisno o tome

imaju li oni uopce interneurone u STh) je kasnije izgubila to svojstvo.
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Da bi se utvrdilo pristustvo interneurona, potrebno je kao prvo detektirati jesu li to uopce
GABA-ergi¢ki neuroni, za Sto bi se trebala detektirati prisutnost markera za GABA-u, npr.
glutamat dekarboksilaza (GAD) ili GABA transporter (VGAT). Neke studije su to veé
pokusavale, ali rezultati su nejasni - nadena mala koli¢ina mRNA za GAD kod STh Stakora,
ali ne znacajno velika (Oertel i Mugnaini 1984, Mugnaini i Oertel 1985, Yasumi i sur. 1997).
Problem kod detekcije GABA-ergickih interneurona je taj Sto su, kao prvo, interneuroni
dvostruko manji od projekcijskih neurona, kao drugo, opcenito ih je znatno manje §to se tice
brojnosti (Levesque i Parent 2005), a kao trece, markeri za GABA-u su proteini koji se nalaze
u sinaptickim zavrSecima — dakle, imunohistokemijski ne bojaju tijela neurona kao
parvalbumin niti jezgre kao Nkx2.1, i teSko je razluCiti pozitivan signal od pozadinskog
obojenja. Osim toga, pozitivan signal ne mora biti od interneurona STh nego od zavrsetka
aksona GABA-ergickog projekcijskog neurona iz GPe, a na taj ih se nacin ne moze
razlikovati. Zato se ucestalije rade eksperimenti gdje se detektira MRNA za te markere, s
pretpostavkom da ¢e kolicina mRNA biti veca, i da ¢e signal biti zadrzan oko jezgre, te ¢e se

moc¢i detektirati tijela neurona.

Da bi se utvrdila migracija neurona iz medijalnog ganglijskog brezuljka, potrebno je napraviti
studiju pracenja sudbine neurona (eng. fate mapping), odnosno in vivo pratiti migraciju
obiljeZenih neurona u fetalnoj dobi. Isto tako je vazno naglasiti da ako postoji takva migracija,
to ne mora nuzno znaciti da su to GABA-ergicki interneuroni, ve¢ to mogu biti 1 projekcijski
neuroni koji takoder mogu migrirati iz MGE, kao §to se to dogada kod ostalih bazalnih
ganglija - npr. striatuma (Marin 2000) i globus pallidusa (Nobrega-Pereira 2010). Njihovi
projekcijski neuroni porijekla iz MGE pozitivni su na Nkx2.1 i parvalbumin, §to je razlog
zbog kojeg sam zeljela utvrditi kolokalizaciju Nkx2.1 s parvalbuminom. Pretpostavljala sam
da je lakSe detektirati projekcijske neurone (kojih je vise 1 ve¢i su) od interneurona za koje je
potrebno raditi posebnu in situ hibridizaciju i RNAscope za kolokalizaciju mMRNA s

proteinima.

Zbog eksperimenta imunofluorescencije koji je dao lazno pozitivne rezultate, nisam uspjela
fenotipizirati stanice pozitivne na Nkx2.1. Potrebno je ponoviti eksperiment s novim
sekundarnim protutijelima. Pretpostavljam da je uzrok nespecifi¢nosti koristenih protutijela
¢injenica da mozda predugo stoje, pa su se stvorili agregati proteina koji se, kada dodu u
kontakt s tkivom, afinitetno vezu za proteine u citoplazmi stanice. Druga moguc¢nost je da su
sekundarna protutijela kontaminirana nekim proteinima, moguce i nekim primarnim

protutijelom koje se veZe na neki citoplazmatski protein.
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Rezultati pokazuju da Nkx2.1 nije dobar kao marker medijalnog ganglijskog brezuljka u
diencefalonu buduc¢i da se takoder eksprimira u hipotalamusu. Mozda je dobar marker MGE
kad ga se gleda u korteksu, ali zapravo je on opceniti marker bazalne ploc¢e (sloja neuralne
cijevi u embrionalnom razvoju nakon §to se ona podijeli na krovnu, alarnu, bazalnu i podnu),
jer se iz bazalne ploce dalje razvijaju bazalni telencefalon (kojemu pripada MGE) i
hipotalamus (Watson i sur. 2012). Zbog toga nista drugo o razvojnom porijeklu subtalamicke
jezgre zapravo ne mozemo zakljuciti na temelju ekspresije proteina Nkx2.1 u odraslom
mozgu, osim da potjeCe od bazalne ploc¢e. Odnosno, ovim rezultatima ne mozemo podrzati

niti opovrgnuti niti jednu konkretnu teoriju o njezinom porijeklu.

Subtalamicka jezgra i misa i Stakora je pozitivna na parvalbumin, kao $to je bilo i o¢ekivano
prema podacima iz literature (Marani i sur. 2008). Neuropil je posebno jako obojen zbog toga
Sto subtalamicka jezgra prima aksone iz globus pallidusa ¢iji su projekcijski neuroni
parvalbumin-pozitivni (Nobrega-Pereira 2010). Tijela parvalbumin-pozitivnih neurona u
samoj subtalamickoj jezgri postoje, a ponekad su tesko uocljivi zbog toga $to je cijeli neuropil

oko njih tamno obojen.

Sto se ti¢e ekspresije proteina nNOS, subtalami¢ka jezgra obje vrste ima pozitivnih neurona.
Prema literaturi 90% neurona covjeka je pozitivno na protein nNOS (Santos-Lobato i sur.
2016). Budu¢i da sam radila samo kvalitativnu studiju, nisam u mogucnosti konkretnije
usporediti udjele NNOS neurona. Za to je potrebno napraviti kvantitativnu studiju na nacin da
se kolokalizira nNOS sa markerom neurona NeuN kako bi se izbrojio udio nNOS neurona u

odnosu na ukupan broj neurona.

Na kraju, vazno je spomenuti studiju koja je pokazala kako se ekspresija nNOS proteina u
odredenim dijelovima moZdane kore razlikuje izmedu Covjeka i miSa, te je ta razlika
regulirana na razini translacije na na¢in da kod misa nedostaju odredene regije u sekvencama
MRNA za koje se treba vezati protein FMRP koji aktivira translaciju u protein. (Kwan i sur.
2012). Rezultati ovog istrazivanja sugeriraju da postoji mogucnost da je sliCan mehanizam
razlog zbog kojega se razlikuje ekspresija odnosno translacija proteina Nkx2.1 izmedu misa i

Stakora u subtalamickoj jezgri.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju analizirana je ekspresija markera Nkx2.1, parvalbumin i nNOS u
svrhu utvrdivanja njihove prostorne ekspresije i kolokalizacije u subtalamickoj jezgri misa i
Stakora. Od zadanih ciljeva, utvrdeni su obrasci ekspresije proteina Nkx2.1, parvalbumina i
nNOS u subtalamickoj jezgri odraslog misa i Stakora,- no zbog nespecifi¢nosti sekundarnih
protutijela nije definitivno utvrdena njihova kolokalizacija. Na temelju dobivenih rezultata
mozemo zakljuciti da postoji prostorna razlika u ekspresiji analiziranih markera. Takoder,
uoCena je i razlika u ekspresiji markera Nkx2.1 izmedu misa i Stakora, Sto do sada nije
opisano u literaturi. Dva najizglednija razloga za ovakve rezultate su da se s dobi smanjuje
ekspresija Nkx2.1 markera pa kod starijih miSeva se ne uocava u odnosu na starije Stakore i da
je mi§ tijekom evolucije izgubio neurone koji eksprimiraju Nkx2.1. Interpretacija dobivenih
rezultata dodatno je otezana ¢injenicom da je vecina istraZivanja koja se bavila ekspresijom
Nkx2.1 prvenstveno usmjerena na mozdanu koru, tj. kortikocentri¢éna. Zbog toga se mnogi
podaci ne mogu se izravno aplicirati na subkortikalne strukture (npr. da je Nkx2.1 marker
interneurona). Za potpuno razrjeSenje dvojbi o evolucijskoj vaznosti ekspresije Nkx2.1 i
njegovom zna€aju u razvoju STh neurona potrebno je provesti dodatna istraZivanja,

prvenstveno s boljim sekundarnim protutijelima za imunofluorescenciju.
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8.1. Sekvenca Mus musculus gena Nkx2.1

>12 dna:chromosome chromosome:GRCm38:12:56531957:56536909:-1

CCTGGTAACAGCAATGAGGCTGACGCCCCCGGGCCCGCTAGGGAGCACAGCCCACAGC LT CCCCCTT
GCCAGGCGCCCAAGGACCCTCAAGGCGCGGGGCTCACACTTGAAGCCTGGGAACGCTCAGACAGG
AAACCCACTTCCTCCTAAGCAGTTTCTTCCTAGCCGGATGAGAGGCGCCCAATTGAAGCAGAATGA
TCCTCATCTACTAATATCCAGCGTGGCCACAAAGCGACCGGCCATTTACGCCGCCACTTTAGACAA
AGATATTTGGTTATTCCCGGGGAAGCAAGTGCACTTTTGCATGGCTGAGCTCCGGGAGGAGGCGAG
CCTCAGCCCAGCCTCCCGCCCGCTGGGCTGCGGGCGTCGAGATATTCGCCTCCTCCCGGACAACGA
GTTCCACCCGGGTTCAGACTCAGTTCCACTCTGCAACGGATCTGCGGGCGCTCACGCGGCTCCCCG

CCCGGGCTTTCACTGAAGCATCGGAAGGGAAAACTGCGGGGATCTGAGCTGGGGTGCTGGGACTG

GGATGTCCTCGGAAAGACAGCATCAGCTTCTGAAGCCGAAGTATCCAGGCCATGGGCAAGGGTCA
GGGGCACCAGGTTTGTTCGAGATGGGGCAACTTCCGTGGTGGACTCTCCTGTTAATCCCCCGCACC

CTTAGCCTCGTAGCTCAGAGGGCCAGCGGTGTACTTGCCTGGGCCGGCAAAAGGGGTGGAGAAAG
GGAGCGGCGGGGTGGGGTGGGCTGGGGGGGCTGGTCCGCTAGGGAGCCAGGAGCTTGGTGGGGG

GTGGCGCGGGGATCGGTGACAGCCTCCCGGAGGCAGTCGTTCCCTTACTCAGCTCCCCCTCCGCCC
GCTGGGATTCTCTCGGGTAAGGGGAAAGGGGGCGGGGAGCAGAGGTGTCCCTCTGACGGLCGGCGG
CAGAAGAAGCAGACAGACTGACAGACACATAGACCAACAGTGCAGCCCCAGGGTTCATCCCCAGA
CTCGCACACTCTTTTGGTGGTGACTGGGGCTCAGCGCAGCGAAGCCCGATGTGGTCCGGAGGCGGT
GGGAAGGCGCGGGGCTGGGAGGCCGCAGCGGGAGGGAGGAGCAGCCCCGGCAGGCTCAGGTGAA
ATCCCGCTCCCTGCTCCTCAGCCCCCTTCTCCCCCAAAGGCCAGCCCCTGACCTCGGAACCCCGACC
AAATTGGACCGCGGTTCCACTTTGTAACTCCCCAAGTTGGTTGCAAAGCAGTATTCACCTTCCGTTC
TCCTTTCCATCCCTCCCCTTAGGTTATTCTCTACCCCACCTCTGGCCCTCCCGCTCTCGGTTCCCTCC

TCCTTCCCCCCCCCCCGCCTTTTCCTCGCGCGCCACAGGCACCCCACAAAAATGGGGGTGGGGGTG

TCCAAGGGAGGGGGAAAGTAATGCTTTGGTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC
TCTCTCTCTCTCCCTCTCTCCTTCTTTCTCTCTTTGAGACCTAAAAATCTTGACAAGTGAAGCTTAAA
GGTGTTTACCTTGTCATCAGCATGTAAGCTAATTATCTCGGGCAAGATGTAGGCTTCTATTGTCTTG
TTGCTTTAGCGCTTATGCCCCGCCTCTGGTGGCTGCCTAAAACCTGGCGCCGGGCTAAAACAAACG

CGAGGCAGCCCCCGAGCCTCCACTCAAGCCAATTAAGGCGGACTCGGTCCACTCCGTTACGTGTAC
ATCCAACAAGATCGGCGTTAAGGTAACACCAGAATATTTGGCAAAGGGAGAAAAAAAAAGTAGCG
AGGCTTCGCCTTCCCCCTCTCCCTTTTTTTTTTCCTCCTCTTCCTTCCTCCTCCAGCCGACGCCGAATC
ATGTCGATGAGTCCAAAGCACACGACTCCGTTCTCAGTGTCTGACATCTTGAGTCCCCTGGAGGAA
AGCTACAAGAAAGTGGGCATGGAGGGCGGCGGCCTCGGGGCTCCGCTCGCAGCGTACAGACAGGG
CCAGGCGGCCCCACCGGCCGCGGCCATGCAGCAGCACGCCGTGGGGCACCACGGLCGLLGTCACCG
CCGCCTACCACATGACGGCGGCGGGGGTGCCCCAGCTCTCGCACTCCGCCGTGGGGGGCTACTGCA
ACGGCAACCTGGGCAACATGAGCGAGCTGCCGCCTTACCAGGACACCATGCGGAACAGCGCTTCG
GGCCCCGGATGGTACGGCGCCAACCCAGACCCGCGCTTCCCCGCCAGTAAGTGAGGLCLCGCCeeaGeC
GCGGGGCCGCGGGCTAAGCACCGGAGGCGCGGTCGGCGCGGCCGGCGAGGTGCGGCGLCCGLLGG
TGGCGCTGGGCATCGGGGTGGGCAGCCGAACAGCCTTGTGTAGGAGTGGGGTGAGGGCACTGGAC
TTTCTTCCCCCCGCTGGGCAAGGGTTTCAAAGGAGGTACTTAGAAGAGCTGGGGTCCTGCGGACAG
GTGCTAGCACCCGACCACCGCAGGCACCAAGGACAGACTTGATGCTCAAGACTTCAGGGAGCTAA
GGAAGGCCCACCCGGGACTCGGCTAGGGAGGCTAGGAACTCGGGCCAGAGGAGTTAGGGACCAG

GAGGGGCGAGTAGAGAGAGCCGCCCTGCTGGGATGCATCCCGGTCGGGCTGCCTCGATTTCTAAA

AGTCTCCCTCTGGGTGGCTTGGGAGGGCGCACAGCTCTGGAGGAGGCTCTACGTGGGTCGGGCGGG
TGGCTGTCCTCACCTAGAGCCCGCAAGAGAGAAAGCCAGAGAGGCCAAGCGCCTGGAAGCTGGGEG
CGTTTGTAAGTGAAAACTCCCTTTTGTTAAGCTCCTGAACTTGGTCTACCGTCCGACCCCAGCTCTC
TGCACCCTTGGGTCTCCCACCTGGCTTGGGCATGAAAGGAGTCAAAGCAACCCTTTTCCCTCACTGC
ACATTCTGGGTCTAAAGGGACACTGATACCAATGAGGAGTAGCTAGACTTTAAACCCTTAAGTAGT
TCGACGGCACGGCCCGCTAGCTGGGCCTCTTTTGGGAAAGAGCACTAGGCGGCGGCCTAGGTGAG

GAGGATGCCGTCGAAAGTTGGGGCGGGCAGGCCAAGGGCACAGAAAGCGGGGTTGLLCLCLGGLCCC
GGCCCCAGCCGACCGCTGTGCGTTTGTCGCTTACAGTCTCCCGCTTCATGGGCCCGGCGAGCGGCA
TGAATATGAGTGGCATGGGCGGCCTGGGCTCGCTGGGGGACGTGAGCAAGAACATGGCCCCGLTG



CCCAGTGCGCCCCGCCGGAAGCGCCGGGTGCTCTTCTCCCAGGCGCAGGTGTACGAGCTCGAGCGA
CGTTTCAAGCAACAGAAGTACCTGTCGGCGCCGGAGCGCGAGCATCTGGCCAGCATGATTCACCTG
ACACCCACGCAGGTCAAGATCTGGTTCCAGAACCACCGCTACAAGATGAAGCGCCAGGCTAAGGA
CAAGGCGGCGCAGCAACAACTGCAGCAGGACAGCGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGTGGCGGTGLG
GGATGCCCGCAGCAGCAGCAAGCTCAGCAGCAGTCGCCGCGCCGGGTGGCCGTGCCGGTCCTAGT
CAAAGACGGCAAACCCTGCCAGGCGGGCGCCCCTGCCCCGGGAGCCGCAAGCCTGCAAAGCCACG
CGCAGCAACAAGCTCAGCAGCAGGCGCAGGCGGCGCAAGCGGCTGCCGCGGCCATCTCAGTGGGC
AGCGGTGGCGCGGGTCTAGGAGCACACCCAGGCCACCAGCCGGGCAGCGCAGGGCAGTCCCCGGA
CCTGGCGCACCACGCAGCCAGCCCCGCGGGGCTGCAGGGCCAGGTCTCCAGCCTATCCCATCTGAA
CTCCTCGGGCTCGGACTATGGCGCCATGTCTTGTTCTACCTTGCTTTATGGTCGGACCTGGTGAGAC
GTGAGATGCGCTTGAGCCCCGCGCGACCTCAACGCTTCCCCTCTGCCTTCCGCAAAGACCACCATT
CGCCCGCTGCTCCACGCGCTTCTACTTTTTTTAAGAATCTGTTTATGTTTAGACCAAGGAAAAGTAC
ACAAAGACCAAACTGCTGGACGACTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC
TTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTC
CTCCTCTTCCTCCTTCTTGTCCCCGCTCGTTCTTTTCTTTCTCCCCCTCCTCTTCTGTTTCCTTCTTCCT
TCATCTTTCCCCCCTTCCTTTCTCTTTACTATCTAAAACTTGCAGACTTTTTGTTTTTTAACATAAAA
AGAAAATAGAAACAGCCAAGCAAATTCAACCCTTTACGGATTCTTTAAACAGAGAAGGACAGAGA
ACAAATTTGGGGTGTCTTTCTGGTAGTTCAAATGGGTTCCCAAGCTTAGGCATGGCACAGTTTTGGA
GCCTGTTCTATGCTTCCATGGCCCTGAACTCTAAAGACGGAAAACTTTTCTGTGGATGCACCCTGCC
AGCAAAGTGAGCTTGCTTGTAAATACCAGGATTTTTCGTTTGTTTGTATGTTTCAGAAGGGAGGAC
AGACGCTGGAGATAGGAAAGTCTTCAGCATAACCCATTTGTACCTGACACAAAGGAAGTGTCCCCT
CCCAGGCGCCCTCTGGCCCTACAGGTTCAGTCCAGGCTGGCCTTTCAGAAAATTGTTTTAGGTTTGA
TGTGAACTTGTAGCTGTAAAATGCTGTTAAAAGTTGGACTAAATGCCTAGTTTTTAGTAACCTGTAC
ATTATGTTGTAAAAAGAACCCCAGTCCCAGTCCCTAGTCCCTCACTTTTTCAAGGGGCATTGACAA
ACCTGTGTATATTATTTGGCAGTTTGGTATTTGCAGCACCAATCCTTTTTTTTTTTCTGTTGTAACTT
ATGTAGATATTTGGCTTAAATATAGTTCCTAAGAAGCTTCTAATAAATTATACGAATTAAAAAAG




8.2. Sekvenca Mus musculus proteina Nkx2.1

>sp|P50220|NKX21_MOUSE Homeobox protein Nkx-2.1 OS=Mus musculus OX=10090
GN=Nkx2-1 PE=2 SV=1
MSMSPKHTTPFSVSDILSPLEESYKKVGMEGGGLGAPLAAYRQGQAAPPAAAMQQHAVGHHGAVTAA
YHMTAAGVPQLSHSAVGGYCNGNLGNMSELPPYQDTMRNSASGPGWYGANPDPRFPAISRFMGPASG
MNMSGMGGLGSLGDVSKNMAPLPSAPRRKRRVLFSQAQVYELERRFKQQKYLSAPEREHLASMIHLT
PTQVKIWFQNHRYKMKRQAKDKAAQQQLQQDSGGGGGGGGGAGCPQQQQAQQQSPRRVAVPVLVK
DGKPCQAGAPAPGAASLQSHAQQQAQQQAQAAQAAAAAISVGSGGAGLGAHPGHQPGSAGQSPDLA
HHAASPAGLQGQVSSLSHLNSSGSDYGAMSCSTLLYGRTW

8.3. Sekvenca Mus musculus mRNA transkripta Nkx2.1

>ENSMUST00000178477.8 Nkx2-1-202 cdna:protein_coding
TTTTTTTTTTCCTCCTCTTCCTTCCTCCTCCAGCCGACGCCGAATCATGTCGATGAGTCCAAAGCACA
CGACTCCGTTCTCAGTGTCTGACATCTTGAGTCCCCTGGAGGAAAGCTACAAGAAAGTGGGCATGG
AGGGCGGCGGCCTCGGGGCTCCGCTCGCAGCGTACAGACAGGGCCAGGCGGCCCCACCGGCCGCG
GCCATGCAGCAGCACGCCGTGGGGCACCACGGCGCCGTCACCGCCGCCTACCACATGACGGCGGC
GGGGGTGCCCCAGCTCTCGCACTCCGCCGTGGGGGGCTACTGCAACGGCAACCTGGGCAACATGA
GCGAGCTGCCGCCTTACCAGGACACCATGCGGAACAGCGCTTCGGGCCCCGGATGGTACGGCGCC
AACCCAGACCCGCGCTTCCCCGCCATCTCCCGCTTCATGGGCCCGGCGAGCGGCATGAATATGAGT
GGCATGGGCGGCCTGGGCTCGCTGGGGGACGTGAGCAAGAACATGGCCCCGCTGCCCAGTGCGCC
CCGCCGGAAGCGCCGGGTGCTCTTCTCCCAGGCGCAGGTGTACGAGCTCGAGCGACGTTTCAAGCA
ACAGAAGTACCTGTCGGCGCCGGAGCGCGAGCATCTGGCCAGCATGATTCACCTGACACCCACGC
AGGTCAAGATCTGGTTCCAGAACCACCGCTACAAGATGAAGCGCCAGGCTAAGGACAAGGCGGCG
CAGCAACAACTGCAGCAGGACAGCGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGTGGCGGTGCGGGATGCCCGC
AGCAGCAGCAAGCTCAGCAGCAGTCGCCGCGCCGGGTGGCCGTGCCGGTCCTAGTCAAAGACGGC
AAACCCTGCCAGGCGGGCGCCCCTGCCCCGGGAGCCGCAAGCCTGCAAAGCCACGCGCAGCAACA
AGCTCAGCAGCAGGCGCAGGCGGCGCAAGCGGCTGCCGCGGCCATCTCAGTGGGCAGCGGTGGCG
CGGGTCTAGGAGCACACCCAGGCCACCAGCCGGGCAGCGCAGGGCAGTCCCCGGACCTGGCGCAC
CACGCAGCCAGCCCCGCGGGGCTGCAGGGCCAGGTCTCCAGCCTATCCCATCTGAACTCCTCGGGC
TCGGACTATGGCGCCATGTCTTGTTCTACCTTGCTTTATGGTCGGACCTGGTGAGACGTGAGATGCG
CTTGAGCCCCGCGCGACCTCAACGCTTCCCCTCTGCCTTCCGCAAAGACCACCATTCGCCCGCTGCT
CCACGCGCTTCTACTTTTTTTAAGAATCTGTTTATGTTTAGACCAAGGAAAAGTACACAAAGACCA
AACTGCTGGACGACTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT
CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCTTCC
TCCTTCTTGTCCCCGCTCGTTCTTTTCTTTCTCCCCCTCCTCTTCTGTTTCCTTCTTCCTTCATCTTTCC
CCCCTTCCTTTCTCTTTACTATCTAAAACTTGCAGACTTTTTGTTTTTTAACATAAAAAGAAAATAGA
AACAGCCAAGCAAATTCAACCCTTTACGGATTCTTTAAACAGAGAAGGACAGAGAACAAATTTGG
GGTGTCTTTCTGGTAGTTCAAATGGGTTCCCAAGCTTAGGCATGGCACAGTTTTGGAGCCTGTTCTA
TGCTTCCATGGCCCTGAACTCTAAAGACGGAAAACTTTTCTGTGGATGCACCCTGCCAGCAAAGTG
AGCTTGCTTGTAAATACCAGGATTTTTCGTTTGTTTGTATGTTTCAGAAGGGAGGACAGACGCTGGA
GATAGGAAAGTCTTCAGCATAACCCATTTGTACCTGACACAAAGGAAGTGTCCCCTCCCAGGCGCC
CTCTGGCCCTACAGGTTCAGTCCAGGCTGGCCTTTCAGAAAATTGTTTTAGGTTTGATGTGAACTTG
TAGCTGTAAAATGCTGTTAAAAGTTGGACTAAATGCCTAGTTTTTAGTAACCTGTACATTATGTTGT
AAAAAGAACCCCAGTCCCAGTCCCTAGTCCCTCACTTTTTCAAGGGGCATTGACAAACCTGTGTAT
ATTATTTGGCAGTTTGGTATTTGCAGCACCAATCCTTTTTTTTTTTCTGTTGTAACTTATGTAGATAT
TTGGCTTAAATATAGTTCCTAAGAAGCTTCTAATAAATTATACGAATTAAAAAA




>ENSMUST00000001536.8 Nkx2-1-201 cdna:protein_coding
CTGGTAACAGCAATGAGGCTGACGCCCCCGGGCCCGCTAGGGAGCACAGCCCACAGCTCCCCCTTG
CCAGGCGCCCAAGGACCCTCAAGGCGCGGGGCTCACACTTGAAGCCTGGGAACGCTCAGACAGGA
AACCCACTTCCTCCTAAGCAGTTTCTTCCTAGCCGGATGAGAGGCGCCCAATTGAAGCAGAATGAT
CCTCATCTACTAATATCCAGCGTGGCCACAAAGCGACCGGCCATTTACGCCGCCACTTTAGACAAA
GATATTTGGTTATTCCCGGGGAAGCAAGTGCACTTTTGCATGGCTGAGCTCCGGGAGGAGGCGAGC
CTCAGCCCAGCCTCCCGCCCGCTGGGCTGCGGGCGTCGAGATATTCGCCTCCTCCCGGACAACGAG
TTCCACCCGGGTTCAGACTCAGTTCCACTCTGCAACGGATCTGCGGGCGCTCACGCGGCTCCCCGC
CCGGGCTTTCACTGAAGCATCGGAAGGGAAAACTGCGGGGATCTGAGCTGGGGTGCTGGGACTGG
GATGTCCTCGGAAAGACAGCATCAGCTTCTGAAGCCGAAGTATCCAGGCCATGGGCAAGGGTCAG
GGGCACCAGCCGACGCCGAATCATGTCGATGAGTCCAAAGCACACGACTCCGTTCTCAGTGTCTGA
CATCTTGAGTCCCCTGGAGGAAAGCTACAAGAAAGTGGGCATGGAGGGCGGCGGCCTCGGGGCTC
CGCTCGCAGCGTACAGACAGGGCCAGGCGGCCCCACCGGCCGCGGCCATGCAGCAGCACGCCGTG
GGGCACCACGGCGCCGTCACCGCCGCCTACCACATGACGGCGGCGGGGGTGCCCCAGCTCTCGCA
CTCCGCCGTGGGGGGCTACTGCAACGGCAACCTGGGCAACATGAGCGAGCTGCCGCCTTACCAGG
ACACCATGCGGAACAGCGCTTCGGGCCCCGGATGGTACGGCGCCAACCCAGACCCGCGCTTCCCCG
CCATCTCCCGCTTCATGGGCCCGGCGAGCGGCATGAATATGAGTGGCATGGGCGGCCTGGGCTCGC
TGGGGGACGTGAGCAAGAACATGGCCCCGCTGCCCAGTGCGCCCCGCCGGAAGCGCCGGGTGCTC
TTCTCCCAGGCGCAGGTGTACGAGCTCGAGCGACGTTTCAAGCAACAGAAGTACCTGTCGGCGCCG
GAGCGCGAGCATCTGGCCAGCATGATTCACCTGACACCCACGCAGGTCAAGATCTGGTTCCAGAAC
CACCGCTACAAGATGAAGCGCCAGGCTAAGGACAAGGCGGCGCAGCAACAACTGCAGCAGGACA
GCGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGTGGCGGTGCGGGATGCCCGCAGCAGCAGCAAGCTCAGCAGCA
GTCGCCGCGCCGGGTGGCCGTGCCGGTCCTAGTCAAAGACGGCAAACCCTGCCAGGCGGGCGCCC
CTGCCCCGGGAGCCGCAAGCCTGCAAAGCCACGCGCAGCAACAAGCTCAGCAGCAGGCGCAGGCG
GCGCAAGCGGCTGCCGCGGCCATCTCAGTGGGCAGCGGTGGCGCGGGTCTAGGAGCACACCCAGG
CCACCAGCCGGGCAGCGCAGGGCAGTCCCCGGACCTGGCGCACCACGCAGCCAGCCCCGCGGGGC
TGCAGGGCCAGGTCTCCAGCCTATCCCATCTGAACTCCTCGGGCTCGGACTATGGCGCCATGTCTTG
TTCTACCTTGCTTTATGGTCGGACCTGGTGAGACGTGAGATGCGCTTGAGCCCCGCGCGACCTCAA
CGCTTCCCCTCTGCCTTCCGCAAAGACCACCATTCGCCCGCTGCTCCACGCGCTTCTACTTTTTTTAA
GAATCTGTTTATGTTTAGACCAAGGAAAAGTACACAAAGACCAAACTGCTGGACGACTTCTTCTTC
TTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC
TTCTTCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCTTCCTCCTTCTTGTCCCCGCTCGTTCTTT
TCTTTCTCCCCCTCCTCTTCTGTTTCCTTCTTCCTTCATCTTTCCCCCCTTCCTTTCTCTTTACTATCTA
AAACTTGCAGACTTTTTGTTTTTTAACATAAAAAGAAAATAGAAACAGCCAAGCAAATTCAACCCT
TTACGGATTCTTTAAACAGAGAAGGACAGAGAACAAATTTGGGGTGTCTTTCTGGTAGTTCAAATG
GGTTCCCAAGCTTAGGCATGGCACAGTTTTGGAGCCTGTTCTATGCTTCCATGGCCCTGAACTCTAA
AGACGGAAAACTTTTCTGTGGATGCACCCTGCCAGCAAAGTGAGCTTGCTTGTAAATACCAGGATT
TTTCGTTTGTTTGTATGTTTCAGAAGGGAGGACAGACGCTGGAGATAGGAAAGTCTTCAGCATAAC
CCATTTGTACCTGACACAAAGGAAGTGTCCCCTCCCAGGCGCCCTCTGGCCCTACAGGTTCAGTCC
AGGCTGGCCTTTCAGAAAATTGTTTTAGGTTTGATGTGAACTTGTAGCTGTAAAATGCTGTTAAAAG
TTGGACTAAATGCCTAGTTTTTAGTAACCTGTACATTATGTTGTAAAAAGAACCCCAGTCCCAGTCC
CTAGTCCCTCACTTTTTCAAGGGGCATTGACAAACCTGTGTATATTATTTGGCAGTTTGGTATTTGC
AGCACCAATCCTTTTTTTTTTTCTGTTGTAACTTATGTAGATATTTGGCTTAAATATAGTTCCTAAGA
AGCTTCTAATAAATTATACGAATTAAAAAA




8.4. Kodiraju¢a CDS sekvenca Mus musculus transkripata Nkx2.1
>Nkx2-1-202 cds:protein_coding

ATGTCGATGAGTCCAAAGCACACGACTCCGTTCTCAGTGTCTGACATCTTGAGTCCCCTGGAGGAA
AGCTACAAGAAAGTGGGCATGGAGGGCGGCGGCCTCGGGGCTCCGCTCGCAGCGTACAGACAGGG
CCAGGCGGCCCCACCGGCCGCGGCCATGCAGCAGCACGCCGTGGGGCACCACGGCGLLCGTCACCG
CCGCCTACCACATGACGGCGGCGGGGGTGCCCCAGCTCTCGCACTCCGCCGTGGGGGGCTACTGCA
ACGGCAACCTGGGCAACATGAGCGAGCTGCCGCCTTACCAGGACACCATGCGGAACAGCGCTTCG
GGCCCCGGATGGTACGGCGCCAACCCAGACCCGCGCTTCCCCGCCATCTCCCGCTTCATGGGCCCG
GCGAGCGGCATGAATATGAGTGGCATGGGCGGCCTGGGCTCGCTGGGGGACGTGAGCAAGAACAT
GGCCCCGCTGCCCAGTGCGCCCCGCCGGAAGCGCCGGGTGCTCTTCTCCCAGGCGCAGGTGTACGA
GCTCGAGCGACGTTTCAAGCAACAGAAGTACCTGTCGGCGCCGGAGCGCGAGCATCTGGCCAGCA
TGATTCACCTGACACCCACGCAGGTCAAGATCTGGTTCCAGAACCACCGCTACAAGATGAAGCGCC
AGGCTAAGGACAAGGCGGCGCAGCAACAACTGCAGCAGGACAGCGGCGGCGGLCGGAGGLGGLGE
TGGCGGTGCGGGATGCCCGCAGCAGCAGCAAGCTCAGCAGCAGTCGCCGCGLCLCGGGTGGLLGTGL
CGGTCCTAGTCAAAGACGGCAAACCCTGCCAGGCGGGCGCCCCTGCCCCGGGAGCCGCAAGCCTG
CAAAGCCACGCGCAGCAACAAGCTCAGCAGCAGGCGCAGGCGGCGCAAGCGGCTGLCCGCGGCLCAT
CTCAGTGGGCAGCGGTGGCGCGGGTCTAGGAGCACACCCAGGCCACCAGCCGGGCAGCGCAGGGC
AGTCCCCGGACCTGGCGCACCACGCAGCCAGCCCCGCGGGGCTGCAGGGCCAGGTCTCCAGCCTAT
CCCATCTGAACTCCTCGGGCTCGGACTATGGCGCCATGTCTTGTTCTACCTTGCTTTATGGTCGGAC
CTGGTGA

>Nkx2-1-201 cds:protein_coding

ATGTCGATGAGTCCAAAGCACACGACTCCGTTCTCAGTGTCTGACATCTTGAGTCCCCTGGAGGAA
AGCTACAAGAAAGTGGGCATGGAGGGCGGCGGCCTCGGGGCTCCGCTCGCAGCGTACAGACAGGG
CCAGGCGGCCCCACCGGCCGCGGCCATGCAGCAGCACGCCGTGGGGCACCACGGCGLLGTCACCG
CCGCCTACCACATGACGGCGGCGGGGGTGCCCCAGCTCTCGCACTCCGCCGTGGGGGGCTACTGCA
ACGGCAACCTGGGCAACATGAGCGAGCTGCCGCCTTACCAGGACACCATGCGGAACAGCGCTTCG
GGCCCCGGATGGTACGGCGCCAACCCAGACCCGCGCTTCCCCGCCATCTCCCGCTTCATGGGCCCG
GCGAGCGGCATGAATATGAGTGGCATGGGCGGCCTGGGCTCGCTGGGGGACGTGAGCAAGAACAT
GGCCCCGCTGCCCAGTGCGCCCCGCCGGAAGCGCCGGGTGCTCTTCTCCCAGGCGCAGGTGTACGA
GCTCGAGCGACGTTTCAAGCAACAGAAGTACCTGTCGGCGCCGGAGCGCGAGCATCTGGCCAGCA
TGATTCACCTGACACCCACGCAGGTCAAGATCTGGTTCCAGAACCACCGCTACAAGATGAAGCGCC
AGGCTAAGGACAAGGCGGCGCAGCAACAACTGCAGCAGGACAGCGGCGGCGGLCGGAGGLGGLGE
TGGCGGTGCGGGATGCCCGCAGCAGCAGCAAGCTCAGCAGCAGTCGCCGLCGLLCGGGTGGLLGTGL
CGGTCCTAGTCAAAGACGGCAAACCCTGCCAGGCGGGCGCCCCTGCCCCGGGAGCCGCAAGCCTG
CAAAGCCACGCGCAGCAACAAGCTCAGCAGCAGGCGCAGGCGGCGCAAGCGGCTGLCCGCGGLCAT
CTCAGTGGGCAGCGGTGGCGCGGGTCTAGGAGCACACCCAGGCCACCAGCCGGGCAGCGCAGGGL
AGTCCCCGGACCTGGCGCACCACGCAGCCAGCCCCGCGGGGCTGCAGGGCCAGGTCTCCAGCCTAT
CCCATCTGAACTCCTCGGGCTCGGACTATGGCGCCATGTCTTGTTCTACCTTGCTTTATGGTCGGAC
CTGGTGA



8.5. Sekvence 3' UTR regija transkripata Mus musculus gena Nkx2.1
>Nkx2-1-202 utr3:protein_coding

GACGTGAGATGCGCTTGAGCCCCGCGCGACCTCAACGCTTCCCCTCTGCCTTCCGCAAAGACCACC
ATTCGCCCGCTGCTCCACGCGCTTCTACTTTTTTTAAGAATCTGTTTATGTTTAGACCAAGGAAAAG
TACACAAAGACCAAACTGCTGGACGACTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC
TTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTC
CTCCTCCTCTTCCTCCTTCTTGTCCCCGCTCGTTCTTTTCTTTCTCCCCCTCCTCTTCTGTTTCCTTCTT
CCTTCATCTTTCCCCCCTTCCTTTCTCTTTACTATCTAAAACTTGCAGACTTTTTGTTTTTTAACATAA
AAAGAAAATAGAAACAGCCAAGCAAATTCAACCCTTTACGGATTCTTTAAACAGAGAAGGACAGA
GAACAAATTTGGGGTGTCTTTCTGGTAGTTCAAATGGGTTCCCAAGCTTAGGCATGGCACAGTTTTG
GAGCCTGTTCTATGCTTCCATGGCCCTGAACTCTAAAGACGGAAAACTTTTCTGTGGATGCACCCTG
CCAGCAAAGTGAGCTTGCTTGTAAATACCAGGATTTTTCGTTTGTTTGTATGTTTCAGAAGGGAGGA
CAGACGCTGGAGATAGGAAAGTCTTCAGCATAACCCATTTGTACCTGACACAAAGGAAGTGTCCCC
TCCCAGGCGCCCTCTGGCCCTACAGGTTCAGTCCAGGCTGGCCTTTCAGAAAATTGTTTTAGGTTTG
ATGTGAACTTGTAGCTGTAAAATGCTGTTAAAAGTTGGACTAAATGCCTAGTTTTTAGTAACCTGTA
CATTATGTTGTAAAAAGAACCCCAGTCCCAGTCCCTAGTCCCTCACTTTTTCAAGGGGCATTGACAA
ACCTGTGTATATTATTTGGCAGTTTGGTATTTGCAGCACCAATCCTTTTTTTTTTTCTGTTGTAACTT
ATGTAGATATTTGGCTTAAATATAGTTCCTAAGAAGCTTCTAATAAATTATACGAATTAAAAAA

>Nkx2-1-201 utr3:protein_coding

GACGTGAGATGCGCTTGAGCCCCGCGCGACCTCAACGCTTCCCCTCTGCCTTCCGCAAAGACCACC
ATTCGCCCGCTGCTCCACGCGCTTCTACTTTTTTTAAGAATCTGTTTATGTTTAGACCAAGGAAAAG
TACACAAAGACCAAACTGCTGGACGACTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC
TTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTC
CTCCTCCTCTTCCTCCTTCTTGTCCCCGCTCGTTCTTTTCTTTCTCCCCCTCCTCTTCTGTTTCCTTCTT
CCTTCATCTTTCCCCCCTTCCTTTCTCTTTACTATCTAAAACTTGCAGACTTTTTGTTTTTTAACATAA
AAAGAAAATAGAAACAGCCAAGCAAATTCAACCCTTTACGGATTCTTTAAACAGAGAAGGACAGA
GAACAAATTTGGGGTGTCTTTCTGGTAGTTCAAATGGGTTCCCAAGCTTAGGCATGGCACAGTTTTG
GAGCCTGTTCTATGCTTCCATGGCCCTGAACTCTAAAGACGGAAAACTTTTCTGTGGATGCACCCTG
CCAGCAAAGTGAGCTTGCTTGTAAATACCAGGATTTTTCGTTTGTTTGTATGTTTCAGAAGGGAGGA
CAGACGCTGGAGATAGGAAAGTCTTCAGCATAACCCATTTGTACCTGACACAAAGGAAGTGTCCCC
TCCCAGGCGCCCTCTGGCCCTACAGGTTCAGTCCAGGCTGGCCTTTCAGAAAATTGTTTTAGGTTTG
ATGTGAACTTGTAGCTGTAAAATGCTGTTAAAAGTTGGACTAAATGCCTAGTTTTTAGTAACCTGTA
CATTATGTTGTAAAAAGAACCCCAGTCCCAGTCCCTAGTCCCTCACTTTTTCAAGGGGCATTGACAA
ACCTGTGTATATTATTTGGCAGTTTGGTATTTGCAGCACCAATCCTTTTTTTTTTTCTGTTGTAACTT
ATGTAGATATTTGGCTTAAATATAGTTCCTAAGAAGCTTCTAATAAATTATACGAATTAAAAAA




8.6. Sekvence 5" UTR regija transkripata Mus musculus gena Nkx2.1

>Nkx2-1-202 utr5:protein_coding

TTTTTTTTTTCCTCCTCTTCCTTCCTCCTCCAGCCGACGCCGAATC

>Nkx2-1-201 utr5:protein_coding

CTGGTAACAGCAATGAGGCTGACGCCCCCGGGCCCGCTAGGGAGCACAGCCCACAGCTCCCCCTTG
CCAGGCGCCCAAGGACCCTCAAGGCGCGGGGCTCACACTTGAAGCCTGGGAACGCTCAGACAGGA
AACCCACTTCCTCCTAAGCAGTTTCTTCCTAGCCGGATGAGAGGCGCCCAATTGAAGCAGAATGAT
CCTCATCTACTAATATCCAGCGTGGCCACAAAGCGACCGGCCATTTACGCCGCCACTTTAGACAAA
GATATTTGGTTATTCCCGGGGAAGCAAGTGCACTTTTGCATGGCTGAGCTCCGGGAGGAGGCGAGC
CTCAGCCCAGCCTCCCGCCCGCTGGGCTGCGGGCGTCGAGATATTCGCCTCCTCCCGGACAACGAG
TTCCACCCGGGTTCAGACTCAGTTCCACTCTGCAACGGATCTGCGGGCGCTCACGCGGLCTCLCCCGL
CCGGGCTTTCACTGAAGCATCGGAAGGGAAAACTGCGGGGATCTGAGCTGGGGTGCTGGGACTGG
GATGTCCTCGGAAAGACAGCATCAGCTTCTGAAGCCGAAGTATCCAGGCCATGGGCAAGGGTCAG

GGGCACCAGCCGACGCCGAATC



8.7. Sekvenca Rattus norvegicus gena Nkx2.1

>6 dna:chromosome chromosome:Rnor_6.0:6:77418095:77421287:-1

CATGTCGATGAGTCCAAAGCACACGACTCCGTTCTCAGTGTCTGACATCTTGAGTCCCCTGGAGGA
AAGCTACAAGAAAGTGGGCATGGAGGGCGGCGGCCTCGGGGCTCCGCTCGCAGCTTACAGACAGG
GCCAGGCGGCCCCGCCGGCCGCGGCCATGCAGCAGCACGCCGTGGGGCACCACGGLGLLGTCACC
GCCGCCTACCACATGACGGCGGCGGGGGTGCCCCAGCTCTCCCACTCCGCCGTGGGGGGCTACTGC
AACGGCAACCTGGGCAACGTGAGCGAGCTGCCACCTTACCAGGACACCATGCGGAACAGCGCTTC
GGGCCCCGGATGGTACGGCGCCAACCCAGATCCGCGCTTCCCCGCCAGTAAGTGAGGCCACCCCGC
CGCGGGGCCACGGGCCGAGCACCGGAGGCGCGGTCAGCGCGGCCCGCTAGGTGCGGCGCCCGLCA
GTTGCACTAGGCATCGGGGTGGGCAGCCGAACAGTCTCCTATAGGAGTGGGGTGCGGGCGCTGGA
CTTTCTTCGTCCCGCTGGGCAAGGGTTTCAAATGAGGCACTTAGAAGAGCTGGGGTCCTGCGGACA
GGTGCTGGCACCCGGCCACTGCAGGCGCCAACAACAGGCTTGATGCTGAAGACTTCAGGGAGCTG
AGGGAAGCCCACCCGGAGTTAGGGGCTCGGGCCACAGGAGTTAGAGGAGACCAGGAGGGACAAG
TAGAGAGAGCCGCTCTGCTGGGACGCATCCCGGCCCGGCTGCCTGGATTTCTAAAAATCTCTGGGC
GGGTTGGGTGGGCTCTAAATGGGTCGGGCGGATGGGTGCCCTCACCTAGAGCTCGCAAGAGAGAA
AAACGAGAGGCCGAGCGCCTGGAAGTTGGGGACGTTTGAAAGTGAAAACTCCCTTTTGCTAAGCTC
CTGAAGTTGGGGGTCTACCTTCCCACCCCAGCTCTCTGCACCCCTGGGTTTCCCACCTGGCTTGGGC
ACGAAAGGAGCCGAAGCGCCCTTTTCCCTCACTGCACATTCTGGGTCTAGAGACACTGACACCGAT
GAGGAGTAGCTAGACTTGAACCCCTTAAGCAGTTCGACGGCACGGCCCGGAGAAGGCACTAGCCA
CTCCCCAGCTAGCTGAGCCTCTTTCGGGGAAAGAGCACTGGGTGGCCTAGGTGAGGAGGATGTCGT
CGAAAATTGGGGTTGGCGGGCCAAGGGCACAGAAACCGGGCTTGCCCTGGCCTCGGCCCCAGCCG
ACGCTGTGCGTTTGTTGCTTACAGTCTCCCGCTTCATGGGCCCGGCGAGCGGCATGAATATGAGCG
GCATGGGCGGCCTGGGCTCGCTGGGGGACGTGAGCAAGAACATGGCCCCGCTGCCCAGCGCACCC
CGCCGGAAGCGTCGGGTGCTCTTCTCCCAGGCGCAGGTGTACGAGCTCGAGCGACGCTTCAAGCAG
CAGAAGTACCTGTCGGCGCCGGAGCGCGAGCATCTGGCCAGCATGATTCACCTGACACCCACGCA
GGTCAAGATCTGGTTCCAGAACCACCGCTACAAGATGAAGCGCCAGGCGAAGGACAAGGLGGLGC
AGCAGCAACTGCAGCAGGACAGCGGCGGCGGCGGAGGCGGCGGCGGCGGCGCGGGTTGCCCGCA
GCAGCAGCAAGCTCAGCAGCAGTCGCCGCGCCGGGTGGCCGTGCCGGTCCTGGTGAAAGACGGCA
AACCCTGCCAAGCGGGCGCCCCTGCACCGGGAGCCGCCAGCCTGCAAGGCCACGCGCAACAACAA
GCTCAGCAGCAGGCGCAGGCGGCACAAGCGGCTGCCGCGGCCATCTCTGTGGGCAGCGGTGGTGC
GGGTCTAGGAGCACACCCAGGCCACCAGCCCGGCAGCGCAGGGCAGTCCCCGGACCTGGCGCACC
ACGCAGCCAGCCCCGCAGCGCTGCAGGGCCAGGTCTCTAGCCTATCTCATCTGAACTCCTCTGGCT
CGGACTATGGCGCCATGTCTTGCTCTACTTTGCTTTATGGTCGGACCTGGTGAGATGTGGGACGCGC
CTGAGCCCTGTGCGACCTCACCGCTTTCCCTCTACCCTCCGCAAAGACCACCATTCGCCCGCTGCTC
CACGCCCTTCTACTTTTTTCTCATGTTTAGACCAAGGAAAAGTACACAAAGACCAAACTGCTGGAC
TCCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT
CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTCCTTCTTCTTTTTC
TGCTTCTTCTTCTTCTTCCTCTTCTTCCTCTTCTTCCTCCTCCTCCTTCTTCCTCCTTTTTCTCCTTGTCC
CCACTCCTCCTTTTCTCTTTCTCCTTTTCCTACGTTTCCCCTTTTTTTCCTTCATCCTTCTCCCTTTCCT
TTCTCTTTCCTACCTAAAACTTGTGGACTTTTTTTTAACATAAAAAGAAAATAGAAACAGTCAAGCA
AATCCAACCCCTTTACGAATTCTTTAACCAGAGAAGGACAAAGAACAAATTTGGGGGTCTTTCTGG
TAGTTCAAATGGGTTCTCAAGCTTAGGCATGGCACAATTTTGGGGCCTGCTCTATGCTTCCACGGCC
CTGAACTCTGAAGCCGGAAAACTTCCCTGTGGATGCACTCTGCCAGCAAAGAGAGCTTGCTTGTAA
ATACCAGGATTTTTCGTTTGTTTGTTTCAGAAGGGAGGACAGAAACTGGAGAGAGGAAAGATTCTT
CAGCATAACCCACTTGTCCCTGACACAAAGGAAGTGTCCCCTCCCAGGTGCCCTCTGGCCCTATAG
GTTCAGTCCAGGCTGGCCTTTCAGAAAATTGTTTTAGGTTTGATGTGAACTTGTAGCTGTAAAATGC
TGTCAAAAGTTGGACTAAATGCCTAGTTTTTAGTAACCTGTACATTATGTTGTAAAAAGAACTCCA
GTCCCAGTCCCTGGCCCCTCACTTTTTAAAAGGGCATCATGGACAAGCCTGTGTATATTACTCCACG
GTTTGGTATTTGCAGCACCAGTTGCCCCCTCCCTTTTTTCTGTTGTAACTTATGTAGATATTTGGCTT
AAATATAGTTCCTAAGAAGCTTCTAATAAATTATACGAATTTAAAAAGATGCTTTTTCTGATTAAAA
CCCTTTTTICTTTITTG




8.8. Sekvenca Rattus norvegicus proteina Nkx2.1

>tr|G3V740|G3V740_RAT Homeobox protein Nkx-2.1 OS=Rattus norvegicus OX=10116 GN=Nkx2-1 PE=1
Sv=1

MSMSPKHTTPFSVSDILSPLEESYKKVGMEGGGLGAPLAAYRQGQAAPPAAAMQQHAVGHHGAVTAA
YHMTAAGVPQLSHSAVGGYCNGNLGNVSELPPYQDTMRNSASGPGWYGANPDPRFPAISRFMGPASG
MNMSGMGGLGSLGDVSKNMAPLPSAPRRKRRVLFSQAQVYELERRFKQQKYLSAPEREHLASMIHLT
PTQVKIWFQNHRYKMKRQAKDKAAQQQLQQDSGGGGGGGGGAGCPQQQQAQQQSPRRVAVPVLVK
DGKPCQAGAPAPGAASLQGHAQQQAQQQAQAAQAAAAAISVGSGGAGLGAHPGHQPGSAGQSPDLA
HHAASPAALQGQVSSLSHLNSSGSDYGAMSCSTLLYGRTW

8.9. Sekvenca Rattus norvegicus mRNA transkripta Nkx2.1

>ENSRNOT00000011453.5 Nkx2-1-201 cdna:protein_coding

ATGTCGATGAGTCCAAAGCACACGACTCCGTTCTCAGTGTCTGACATCTTGAGTCCCCTGGAGGAA
AGCTACAAGAAAGTGGGCATGGAGGGCGGCGGCCTCGGGGCTCCGCTCGCAGCTTACAGACAGGG
CCAGGCGGCCCCGCCGGCCGCGGCCATGCAGCAGCACGCCGTGGGGCACCACGGCGLLGTCACCG
CCGCCTACCACATGACGGCGGCGGGGGTGCCCCAGCTCTCCCACTCCGCCGTGGGGGGCTACTGCA
ACGGCAACCTGGGCAACGTGAGCGAGCTGCCACCTTACCAGGACACCATGCGGAACAGCGCTTCG
GGCCCCGGATGGTACGGCGCCAACCCAGATCCGCGCTTCCCCGCCATCTCCCGCTTCATGGGCCCG
GCGAGCGGCATGAATATGAGCGGCATGGGCGGCCTGGGCTCGCTGGGGGACGTGAGCAAGAACAT
GGCCCCGCTGCCCAGCGCACCCCGCCGGAAGCGTCGGGTGCTCTTCTCCCAGGCGCAGGTGTACGA
GCTCGAGCGACGCTTCAAGCAGCAGAAGTACCTGTCGGCGCCGGAGCGCGAGCATCTGGCCAGCA
TGATTCACCTGACACCCACGCAGGTCAAGATCTGGTTCCAGAACCACCGCTACAAGATGAAGCGCC
AGGCGAAGGACAAGGCGGCGCAGCAGCAACTGCAGCAGGACAGCGGCGGLCGGLCGGAGGLGGLGE
CGGCGGCGCGGGTTGCCCGCAGCAGCAGCAAGCTCAGCAGCAGTCGCCGLCGLCLCGGGTGGLLGTGL
CGGTCCTGGTGAAAGACGGCAAACCCTGCCAAGCGGGCGCCCCTGCACCGGGAGCCGCCAGLCCTG
CAAGGCCACGCGCAACAACAAGCTCAGCAGCAGGCGCAGGCGGCACAAGCGGCTGLCCGCGGLCAT
CTCTGTGGGCAGCGGTGGTGCGGGTCTAGGAGCACACCCAGGCCACCAGCCCGGCAGCGCAGGGCL
AGTCCCCGGACCTGGCGCACCACGCAGCCAGCCCCGCAGCGCTGCAGGGCCAGGTCTCTAGCCTAT
CTCATCTGAACTCCTCTGGCTCGGACTATGGCGCCATGTCTTGCTCTACTTTGCTTTATGGTCGGAC
CTGGTGAGATGTGGGACGCGCCTGAGCCCTGTGCGACCTCACCGCTTTCCCTCTACCCTCCGCAAA
GACCACCATTCGCCCGCTGCTCCACGCCCTTCTACTTTTTTCTCATGTTTAGACCAAGGAAAAGTAC
ACAAAGACCAAACTGCTGGACTCCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC
TTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTTCTTCTTCT
TCTTCTTCTCCTTCTTCTTTTTCTGCTTCTTCTTCTTCTTCCTCTTCTTCCTCTTCTTCCTCCTCCTCCTT
CTTCCTCCTTTTTCTCCTTGTCCCCACTCCTCCTTTTCTCTTTCTCCTTTTCCTACGTTTCCCCTTTTTT
TCCTTCATCCTTCTCCCTTTCCTTTCTCTTTCCTACCTAAAACTTGTGGACTTTTTTTTAACATAAAAA
GAAAATAGAAACAGTCAAGCAAATCCAACCCCTTTACGAATTCTTTAACCAGAGAAGGACAAAGA
ACAAATTTGGGGGTCTTTCTGGTAGTTCAAATGGGTTCTCAAGCTTAGGCATGGCACAATTTTGGG
GCCTGCTCTATGCTTCCACGGCCCTGAACTCTGAAGCCGGAAAACTTCCCTGTGGATGCACTCTGCC
AGCAAAGAGAGCTTGCTTGTAAATACCAGGATTTTTCGTTTGTTTGTTTCAGAAGGGAGGACAGAA
ACTGGAGAGAGGAAAGATTCTTCAGCATAACCCACTTGTCCCTGACACAAAGGAAGTGTCCCCTCC
CAGGTGCCCTCTGGCCCTATAGGTTCAGTCCAGGCTGGCCTTTCAGAAAATTGTTTTAGGTTTGATG
TGAACTTGTAGCTGTAAAATGCTGTCAAAAGTTGGACTAAATGCCTAGTTTTTAGTAACCTGTACAT
TATGTTGTAAAAAGAACTCCAGTCCCAGTCCCTGGCCCCTCACTTTTTAAAAGGGCATCATGGACA
AGCCTGTGTATATTACTCCACGGTTTGGTATTTGCAGCACCAGTTGCCCCCTCCCTTTTTTCTGTTGT
AACTTATGTAGATATTTGGCTTAAATATAGTTCCTAAGAAGCTTCTAATAAATTATACGAATTTAAA
AAGATGCTTTTTCTGATTAAAACCCTTTTTCTTTTT




8.10. Kodirajué¢a CDS sekvenca Rattus norvegicus transkripata Nkx2.1
>Nkx2-1-201 cds:protein_coding

ATGTCGATGAGTCCAAAGCACACGACTCCGTTCTCAGTGTCTGACATCTTGAGTCCCCTGGAGGAA
AGCTACAAGAAAGTGGGCATGGAGGGCGGCGGCCTCGGGGCTCCGCTCGCAGCTTACAGACAGGG
CCAGGCGGCCCCGCCGGCCGCGGCCATGCAGCAGCACGCCGTGGGGCACCACGGCGLLGTCACCG
CCGCCTACCACATGACGGCGGCGGGGGTGCCCCAGCTCTCCCACTCCGCCGTGGGGGGCTACTGCA
ACGGCAACCTGGGCAACGTGAGCGAGCTGCCACCTTACCAGGACACCATGCGGAACAGCGCTTCG
GGCCCCGGATGGTACGGCGCCAACCCAGATCCGCGCTTCCCCGCCATCTCCCGCTTCATGGGCCCG
GCGAGCGGCATGAATATGAGCGGCATGGGCGGCCTGGGCTCGCTGGGGGACGTGAGCAAGAACAT
GGCCCCGCTGCCCAGCGCACCCCGCCGGAAGCGTCGGGTGCTCTTCTCCCAGGCGCAGGTGTACGA
GCTCGAGCGACGCTTCAAGCAGCAGAAGTACCTGTCGGCGCCGGAGCGCGAGCATCTGGCCAGCA
TGATTCACCTGACACCCACGCAGGTCAAGATCTGGTTCCAGAACCACCGCTACAAGATGAAGCGCC
AGGCGAAGGACAAGGCGGCGCAGCAGCAACTGCAGCAGGACAGCGGCGGLCGGLCGGAGGLGGLGE
CGGCGGCGCGGGTTGCCCGCAGCAGCAGCAAGCTCAGCAGCAGTCGCCGCGLCLCGGGTGGLLGTGL
CGGTCCTGGTGAAAGACGGCAAACCCTGCCAAGCGGGCGCCCCTGCACCGGGAGCCGCCAGLCCTG
CAAGGCCACGCGCAACAACAAGCTCAGCAGCAGGCGCAGGCGGCACAAGCGGCTGLCCGCGGCLCAT
CTCTGTGGGCAGCGGTGGTGCGGGTCTAGGAGCACACCCAGGCCACCAGCCCGGCAGCGCAGGGC
AGTCCCCGGACCTGGCGCACCACGCAGCCAGCCCCGCAGCGCTGCAGGGCCAGGTCTCTAGCCTAT
CTCATCTGAACTCCTCTGGCTCGGACTATGGCGCCATGTCTTGCTCTACTTTGCTTTATGGTCGGAC
CTGGTGA

8.11. Sekvence 3' UTR regija transkripata Rattus norvegicus gena Nkx2.1
>Nkx2-1-201 utr3:protein_coding

GATGTGGGACGCGCCTGAGCCCTGTGCGACCTCACCGCTTTCCCTCTACCCTCCGCAAAGACCACC
ATTCGCCCGCTGCTCCACGCCCTTCTACTTTTTTCTCATGTTTAGACCAAGGAAAAGTACACAAAGA
CCAAACTGCTGGACTCCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTT
CTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTTTCTTCTTCTTCTTCTTC
TCCTTCTTCTTTTTCTGCTTCTTCTTCTTCTTCCTCTTCTTCCTCTTCTTCCTCCTCCTCCTTCTTCCTCC
TTTTTCTCCTTGTCCCCACTCCTCCTTTTCTCTTTCTCCTTTTCCTACGTTTCCCCTTTTTTTCCTTCAT
CCTTCTCCCTTTCCTTTCTCTTTCCTACCTAAAACTTGTGGACTTTTTTTTAACATAAAAAGAAAATA
GAAACAGTCAAGCAAATCCAACCCCTTTACGAATTCTTTAACCAGAGAAGGACAAAGAACAAATT
TGGGGGTCTTTCTGGTAGTTCAAATGGGTTCTCAAGCTTAGGCATGGCACAATTTTGGGGCCTGCTC
TATGCTTCCACGGCCCTGAACTCTGAAGCCGGAAAACTTCCCTGTGGATGCACTCTGCCAGCAAAG
AGAGCTTGCTTGTAAATACCAGGATTTTTCGTTTGTTTGTTTCAGAAGGGAGGACAGAAACTGGAG
AGAGGAAAGATTCTTCAGCATAACCCACTTGTCCCTGACACAAAGGAAGTGTCCCCTCCCAGGTGC
CCTCTGGCCCTATAGGTTCAGTCCAGGCTGGCCTTTCAGAAAATTGTTTTAGGTTTGATGTGAACTT
GTAGCTGTAAAATGCTGTCAAAAGTTGGACTAAATGCCTAGTTTTTAGTAACCTGTACATTATGTTG
TAAAAAGAACTCCAGTCCCAGTCCCTGGCCCCTCACTTTTTAAAAGGGCATCATGGACAAGCCTGT
GTATATTACTCCACGGTTTGGTATTTGCAGCACCAGTTGCCCCCTCCCTTTTTTCTGTTGTAACTTAT
GTAGATATTTGGCTTAAATATAGTTCCTAAGAAGCTTCTAATAAATTATACGAATTTAAAAAGATG
CTTTTTCTGATTAAAACCCTTTTTCTTTTT
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