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Laburpena

Azkeneko urteotan egindako ikerketa anitzek konexio neuronaletan laugarren egitura batek eragin
zuzenak dituela frogatu dute: zelulaz kanpoko matrizea (ZKMa) hain zuzen ere. ZKMko proteina
gehienak garunaren garapena ematen den bitartean espresatzen dira, eta garun helduan haien
adierazpenaren murrizpena jasaten dute.

Hala ere, hevin proteina maila altuetan espresatzen jarraitzen da garun helduan, non plastikotasun
neuronalean parte hartzen duen. Horretaz gain, hevinen adierazpenaren aldaketak neurogarapeneko
gaixotasunekin eta gaitz neuropsikiatrikoekin erlazionatu dira.

Beraz, ikerketa proiektu honen helburua giza garun postmortem-ean hevin ikertzea da, Western Blot
eta FISH teknikak erabiliz. Ikerlan honek, hevin patologiarik gabeko subjektu helduen garunetan
espresatzen dela ezagutarazi du.

Hitz gakoak: sinapsia, zelulaz kanpoko matrizea, astrozitoak, hevin, Western Blot, in situ egindako
hibridazio fluoreszentea.

Abstract

Recent studies have described a fourth structure in neuronal connections, which produces direct
effects on them: the extracellular matrix (ECM). Most of ECM proteins are expressed during brain
development, and their expression is reduced in adult brain.

However, hevin protein remains highly expressed in adult brain, where it contributes to neuronal
plasticity. Besides that, alterations in hevin’s expression are related to neurodevelopmental and
neuropsychiatric disorders.

Therefore, the objective of this research project is to study hevin’s expression in postmortem human
brain, by Western Blot and FISH techniques. The present work reveals the presence of hevin in the
brain of non-pathologic adult subjects.

Keywords: synapse, extracellular matrix, astrocytes, hevin, Western Blot, fluorescence in situ
hybridization.

1. Sarrera eta motibazioa

Gero eta onartuago dago estresak giza garunean ondorioak eragiten dituela. Azkenengo
ikerkuntzek estresa hainbat gaitz neuropsikiatrikoekin erlazionatzen dute zuzen-zuzenean, hala
nola, depresioarekin, eskizofreniarekin edo adikzioetara eramaten duen sari-memoriarekin
(Gomes eta Grace, 2017; Liu eta Alloy, 2010; Shinohara et al., 2018). Gaitz psikiatrikoen
sintomak sari-prozesamenduaren alterazioekin, disfuntzio kognitiboekin eta afektibitate- eta
jarrera- disfuntzioekin erlazionatuta daude (Nestler eta Carlezon, 2006). Disfuntzio hauek
plastikotasun sinpatikoak eta morfologia neuronalaren aldaketek eragindako garun-
aktibitatearen alterazioekin lotu dira (Duman eta Aghajanian, 2012). Alzheimerren gaixotasuna
aipatutako mekanismo molekularren adibide ona da, astrozitoen disfuntzioaren ondoriozko
plastikotasun sinaptiko anormalarekin erlazionatu egin baita (Acosta et al., 2017).

Testuinguru honetan, jakina da astrozitoak sinaptogenesi neuronalen erregulatzaileak direla.
Beraz, nerbio sistema zentralaren (NSZ) garapenean gaitz neuronalak ez gertatzeko ezinbesteko
funtzioa dute (Eroglu, 2009; Mendis et al., 1996). Horrelako erregulazioa burutzeko, astrozitoek
zenbait molekula jariatzen dituzte garunaren garapena ematen den bitartean. Molekula hauek
proteina matrizelularrak dira eta zelulaz kanpoko matrizea (ZKM) osatzen dute (Allen, 2013;
Jones eta Bouvier, 2014). ZKMak neurona presinpatikoa, neurona postsinaptikoa eta gliarekin
batera, sinapsi tetrapartita bezala izendatu izan den sinapsiaren oinarrizko unitate funtzionala
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osatzen du (Dityatev eta Rusakov, 2011). Astrozitoek hainbat proteina matrizelularrak
espresatzen eta jariatzen dituzte: tronboespondinak, SPARC, hevin eta tenaszina C, besteak
beste (Jones eta Bouvier, 2014).

Lan honetan hevin (SPARC-likel edo SC1 ere deritzo) proteina aztertuko da. Hevin berezia
egiten duen ezaugarria, beste proteina matrizelularrak ez bezala, garun helduan maila altuetan
espresatzen jarraitzen dela da. Eta honek iradokitzen du hevinek helduetan etengabe ematen den
plastikotasun neuronalean eraginak dituela, eta ez bakarrik garatzen ari den burmuinean (Jones
eta Bouvier, 2014). Hevin sinapsi glutamatergikoen tarte sinaptikoan agertzen den glikoproteina
bat da, eta zelula-zelula eta zelula-ZKM elkarrekintzan parte hartuz zelulen oinarrizko
prozesuetan eragiten du: morfologian, ugaritzean eta migrazioan (Girard eta Springer, 1996;
Gongidi et al., 2004; Johnston et al., 1990). Hevinen funtzio azpimarragarrienetako bat sinapsi
kitzikatzaile hauen eraketa sustatzea da, sinapsi glutamatergikoen orekatzaile moduan jokatuz
(Kucukdereli et al., 2011). Beraz, garun-kortexaren garapena ematen ari den bitartean, sinapsi
talamokortikal egokiak sortzeko eta arantza dendritikoak heltzeko beharrezkoa da (Risher et al.,
2014). Funtzio honen mekanismo molekularra orain dela gutxi ezagutu da: hevin neurexina
deritzon proteina presinaptikoa eta neuroligina deritzon proteina postsinaptikoa lotzen ditu.
Neurexina eta neuroliginaren arteko loturak neurona presinaptikoetan neurotransmisoreen
jariaketa eragiten du sinapsi axo-dendritikoetan. Bi proteina hauek, berez, ezin dira lotu baina
hevinek zubi bat osatzen du beraien artean. Hortaz, sinapsi glutamatergikoen egonkortasuna eta
sinapsi talamokortikalen konexioetan plastikotasuna sustatzen ditu (Singh et al., 2016).

2. Arloko egoera eta ikerketaren helburuak

2.1. Hevin hainbat patologiatan

Hevinen adierazpenaren aldaketak disfuntzio neuronalekin, neurogarapeneko gaitzekin,
gaixotasun neurologikoekin edota gaitz psikiatrikoekin erlazionatu egin da:

1) Autismoa pairatzen duten subjektuetan hevinen eta hainbat neurexinen eta neuroliginen
mutazioak aurkitu direnez, hevinek sortzen duen sinapsien arteko loturak autismoan
garrantzia izan dezakeela iradoki da (De Rubeis et al., 2014). Gainera, gaixo hauengan
konexio talamokortikal anormalak daudela ikusi da (Nair et al., 2013).

2) Autismo eta depresioa bezalako gaitz neuropsikiatrikoetan hevinen adierazpena
murriztuta dago (Purcell et al., 2001; Zhurov et al., 2012).

3) Estres sozialeko animalia eredu batean (social defeat) hevinek erresilentzia sustatzen du
(estresaren aurrean eragin negatiboak ez izateko gaitasuna). Horretaz gain, depresio
motako sintomen agerpena murriztu dezake (Vialou et al., 2010).

4) X hauskorraren sindromea (Fragile X Syndrome, FXS) bezalako neurogarapeneko
gaitzetan hevin proteinaren adierazpena aldatuta dago (Wallingford et al., 2017).

5) Alzheimer edo Parkinson gaixotasunak pairatzen duten gaixoen likido zefalorrakideoan
(LZR) hevinen gainadierazpena ikusi da (Yin et al., 2009).

6) Hevinen adierazpenaren mailak igotzen dira garun-infartu iskemiko baten ondoren,
agian, infartuaren ondoriozko heriotza neuronala orekatzeko helburuarekin (Lively et
al., 2011).

7) Alkoholismoaren kasuan ikusi dugu saguen accumbens nukleoan (drogen sari-
gaitasunean parte hartzen duen garun atala) eragindako hevinen adierazpenaren
murrizpenak alkoholaren kontsumoa handitzen duela. Era honetan, bai alkoholismoan
bai beste substantziekiko menpekotasunean hevinen eginkizun garrantzitsua antzeman
dugu.

2.2. Helburuak

Orohar, ikerketa lerro honek hevin proteinak konexio neuronalean, garunaren
funtzionamenduan eta gaixotasun psikiatrikoetan duen betebeharrari buruzko informazioa
handitzea du helburu. Nahiz eta hevin proteina matrizelularraren ikerketak saguan anitzak izan
diren, oraindik ez da proteinaren azterketa sakonik egin giza garunean.
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Beraz, lan honen helburu orokorra hurrengoa izango da: Western Blot eta FISH (in situ
egindako hibridazio fluoreszentea) tekniken bitartez hevin proteinaren adierazpena
karakterizatzea postmortem giza garunean, subjektu kontrolak (patologiarik gabekoak) erabiliz.
Oinarrizko karakterizazio hau behar-beharrezkoa da ondoren hevin proteinaren adierazpena
neurtu ahal izateko gaixotasun neuropsikiatriko ezberdinak pairatu dituzten gizakien garunetan,
eta horrela, gaixotasun hauen fisiopatologian izan dezakeen funtzioa ulertzeko.

3. Ikerketaren muina

3.1. Hevin proteinaren karakterizazioa Western Blot teknikaren bitartez

Western Blot teknikaren bitartez giza garun ehunean hevin proteina detektatu eta bere
adierazpena 4 garun atalen artean (kortex prefrontala, hipokanpoa, nukleo kaudatua eta
zerebeloa) konparatu da semikuantifikazioa eginez. Teknika honetan lehenengo eta behin,
laginean dauden proteinak tamainaren arabera banatzen dira, eta ondoren, aztertuko den
proteinari espezifikoki lotzen zaion antigorputz bat erabiliz (antigorputz primarioa) proteina
hori markatu egiten da. Segidan, antigorputz fluoreszente bat erabiliz antigorputz primarioa
markatu egiten da eta honen fluoreszentzia infragorri irudi sistema baten bitartez proteinaren
seinale immunoerreaktiboa detektatzen da.

Erabilitako lagin kantitateak kasu guztietan berdinak izan direla ziurtatzeko hevinen banden
seinale immunoerreaktiboa aktinaren bandaren seinalearekin normalizatu dira. B-aktina era
konstitutibo batean espresatzen den proteina bat denez, aztertzen diren proteinen seinale
immunoerreaktiboa normalizatzeko erabili daiteke.

Prozesu honi esker hevin proteinaren bi tamaina ezberdineko formen presentzia detektatu
ditugu garun atal guztietan, bata 130 kDa-ekoa eta bestea 100 kDa-ekoa. Garun atalen
konparaketaren kasuan hevinen bi formek kortex prefrontalean erakutsi dute seinale
immunoerreaktibo handiena (1. irudia).

1. irudia. 5 subjektuen adierazgarria den subjektu baten Western Blot irudia. Gorriz hevinen bi formen
bandak (130 kDa-ekoa eta 100 kDa-ekoa) eta berdez aktinaren bandak. 4 garun ataletan lagin
bakoitzaren bi erreplika egin dira. (KTP: kortex prefrontala, HIP: hipokanpoa, KAU: nukleo kaudatua,
ZB: zerebeloa)

KTP HIP KAU /B

kDa

150 Hevin
100

B-aktina

3.2. Hevin proteinaren detekzioa FISH teknikaren bitartez

FISH (in situ egindako hibridazio fluoreszente bikoitza) teknikaren bitartez hevin
proteinarentzako kodifikatzen duen mRNA (RNA mezularia) detektatu dezakegu zelula mota
ezberdinetan. Kasu honetan, oliglonukleotidoz osatutako markatutako zunda batekin hevinen
MRNA antzeman egin dugu giza garun postmortem-ean, zehazki kortex prefrontalean. Hevinen
MRNA markatzeaz gain beste hiru mRNA markatzaile erabili ditugu: GLAST (astrozitoen
markatzailea), GAD67 (neurona GABAergikoen markatzailea) edota VGLUT1 (neurona
glutamatergikoen markatzailea). Gainera, esperimentu guztietan nukleo zelularrak markatu dira
DAPi erabiliz.

Zunda hauei esker ikusi izan dugu, alde batetik, hevinen mRNA astrozitoen
markatzailearekin aldi berean espresatzen dela. Eta bestetik, hevinen mRNA neurona
GABAergikoen  markatzailearekin  baterako  adierazpenaduela  (2.irudia).  Neurona
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glutamatergikoen kasuan gutxi batzuk aldi berean espresatu dute hevinen mRNA. Beraz, esan
dezakegu giza kortex prefrontalean hevin astrozitoetan eta neurona GABAergikoetan
espresatzen dela batez ere.

2. irudia. 5 subjektuen adierazgarria den subjektu baten FISH irudiak. (a) Hevin astrozitoetan eta (b)
hevin neurona GABAergikoetan. Berdez hevinen mRNA, gorriz GLAST (a) eta GAD67 (b), urdinez
DAPi eta horiz hevinen mMRNA GLAST-rekin (a) edo GAD67-rekin (b) gainjarrita (gezi zuriek zelulak
adierazten dituzte) (Mongrédien et al., 2019).

4. Ondorioak

Aipatu den bezala, orain arte dagoen hevinari buruzko informazio gehiena karraskarietan
egindako ikerkuntzetatik datorrenez, proteina hau giza garunean ikertzea funtsezkoa da. Ikerlan
honek hevin patologiarik gabeko subjektu helduen garunetan espresatzen dela ezagutarazi du,
hevinek helduen NSZean funtzio fisiologikoak betetzen dituela iradokiz. Honetaz gain, kortex
prefrontala aztertutako garun atalen artean proteina honetan aberatsena dela ikusi da. Bestalde,
hevin zelula mota ezberdinetan agertzen dela frogatu da, bai astrozitoetan eta bai neurona
GABAergikoetan. Nahiz eta hevinek giza garunean duen funtzio zehatza ezagutzeko informazio
gehiago beharrezkoa izan, lortutakoa hevinen adierazpen profila gaitz neuropsikiatriko
ezberdinetan agertzen denarekin konparatzea ahalbidetzen du.

5. Etorkizunerako planteatzen den norabidea

Behin hevinen adierazpen profila giza garun osasuntsuan deskribatuta dagoela, emango
dugun hurrengo pausua hevin bi gaixotasun psikiatrikoetan ikertzea izango da: depresioan eta
alkoholismoan. Depresioaren kasuan, hevin ikertzea erabaki dugu erresilentzia sustatzen duela
ikusita, ematen duelako depresioa pairatzeko arriskua murrizten duela eta beraz, subjektu
depresiboak hevinen espresioa murriztuta erakutsiko lukete (Vialou et al., 2010).
Alkoholismoaren kasuan, hevin alkoholarekiko menpekotasunaren garapenean edota
menpekotasunaren ondoriozko aldaketa neurologikoetan parte har dezakeela dugu hipotesi
bezala. Aurretiko esperimentuetan hevinen espresioaren murrizpena substantziekiko
menpekotasuna garatzeko funtsezko saguen garun atal batetan alkoholaren autokontsumoa
handitzen duela ikusi dugulako. Hastear dagoen proiektu hau burutzeko depresioa pairatzen
zuten subjektuen eta alkoholismoa pairatzen zuten subjektuen giza garun postmortem-ak
erabiliko dira.
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