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Popis kratica

AChE — Acetilkolinesteraza

Alz-50 — protutijelo Alzheimer 50

APP —eng. Avian pancreatic polypeptide

Bctll — eng. Neurophilin and Tolloid-like protein 1

Bctl2 — eng. Neurophilin and Tolloid-like protein 2

Bhlhb5 — eng. Basic helix-loop-helix domain containing, Class B 5
Camk4 — protein kinaza 4 ovisna o kalcij/kalmodulinu

Clim2 — eng. Carboxyl-terminal LIM domain-binding protein

c-Met — Receptor hepatocitnog ¢imbenika rasta

CNR/Pcdha — eng. Cadherin-related neuronal receptor/Protocadherin o
CP — kortikalna ploca

Cplx3 — eng. Presynaptic protein complexin 3

CTGF —eng. Connective tissue growth factor

Dab-1 — eng. Disabled 1

EGRL1 - eng. Early growth response 1

Emx1 — eng. Empty spiracles homeobox 1

Emx2 — eng. Empty spiracles homeobox 2

ErbB3 — eng. V-Erb-B2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3
ErbB4 — eng. V-Erb-B2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4
Fezl — eng. Forebrain embryonic zinc finger-like protein

Foxp2 — eng. Forkhead box P2

GABA — gama-amino-masla¢na kiselina

GADG67 — 67 kDa izoforma glutamatne dekarboksilaze

GAP43 — eng. Growth associated protein 43

GAT1 — GABA transporter 1

GR — glukokortikoidni receptor

HGF — eng. Hepatocyte growth factor

HGF — eng. Hepatocyte growth factor

I1Z — intermedijarna zona

KAT-1 — Kkalijski kanal KAT1

KCC2 — Kalij/kloridni transporter 2

Lmo3 —eng. LIM domain only 3

Lparl/Edg2 — eng. G-protein-coupled lysophosphatidic acid receptor 1
MAP2 — eng. Microtubule-associated protein 2

Mibpl — eng. Human immunodeficiency virus type 1 enhancer binding protein 2
MoxD1 — eng. Monooxygenase DBH-like 1

MZ — marginalna zona

NADE — eng. p75NTR-associated cell death executor

NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NeuN — eng. Neuronal nuclei

NGF — eng. Nerve growth factor

NO — Dusiéni oksid

Nogo-A — eng. Neurite outgrowth inhibitor



NOS - sintetaza dusi¢nog oksida

NPY — Neuropeptid Y

NRIF — eng. Neurotrophin receptor interacting factor
Nurrl —eng. Orphan nuclear receptor Nr4a2
PR — progesteronski receptor

PTP { —eng. Protein tyrosine phosphatase zeta
S100A13 — S100 puferski protein za kalcij A13
S100A4 — S100 puferski protein za kalcijA4
S100A5 — S100 puferski protein za kalcijA5S
SEZ-6 — eng. Seizure protein 6

SMI32 — nefosforilirani neurofilament H

Sox5 — eng. Sex determening region Y-box 5
SP — subplate zone

SP-1 — protein 1 specifican za subplate zonu
STOP — eng. Stable tubulin only polypeptide
SVZ — subventrikularna zona

Tbrl —eng. T-Box Brain 1

Tmem 163 — eng. Transmembrane protein 163
Trk — Tirozin kinazni receptor

TUJ1 — B-tubulin klase Il specifi¢an za neurone
VGAT — vezikularni GABA transporter
vGLUT1 — vezikularni glutamatni transporter
VIP — Vazoaktivni intestinalni polipeptid

VZ — ventrikularna zona



1. Uvod i svrha rada

1.1. Razvoj ljudskog mozga

Razvoj ljudskog mozga je sloZzen i dugotrajan proces. Taj proces moze se podijeliti u dva
glavna razdoblja: embrionalno (od za¢ec¢a do. kraja 8 tjedna nakon oplodnje) i fetalno (od kraja 8.
tjedna nakon oplodnje do rodenja; O'Rahilly i Miiller 2010). Na temelju vanjskih i unutarnjih
morfoloSkih karakteristika embrija, embrionalno razdoblje dijelimo na 23 Carnegie stadija (Tablica 1.;
O'Rahilly i Miiller 2010). Svjetski poznatu Carnegie zbirku je 1887. godine utemeljio Franklin P.
Mall, prvu verziju dana$njeg sustava Carnegie stadija uspostavio je George L. Streeter 1940. godine
(O'Rahilly i Miiller 2010), a sadasnju verziju sustava razvili su Ronan O'Rahilly i Fabiola Miiller
(O'Rahilly i Miiller 1987). U nastavku teksta koristiti ¢cemo se revidiranom verzijom Carnegie stadija
iz 1987. godine (O'Rahilly i Miiller 1987). Nazalost, za fetalno razdoblje ovakav sustav stadija ne
postoji, zbog nedostatka ¢vrsto utvrdenih morfoloskih pokazatelja (O'Rahilly i Miiller 2010).

1.1.1. Embrionalni razvoj srediSnjeg Zivéanog sustava do zatvaranja neuralne cijevi

(Carnegie stadiji 8 — 12)

Prva vidljiva naznaka razvoja ziv€anog sustava moze se uo¢iti 0ko 23. dana nakon oplodnje
(Carnegie stadij 8), jer tada nastaje neuralna ploc¢a od ¢ijeg neuroepitela se kasnije razviju sve stanice
Ziv€anog sustava (O'Rahilly i Gardner 1979, O'Rahilly i Miiller 1981, 2006). Zanimljivo je primijetiti
da osnova ziv€anog sustava nastaje prije osnove drugih organa (O'Rahilly i Miiller 1981, 2006). U tom
stadiju, rostralni dio embrija (buduc¢a osnova velikog mozga) je $iri od kaudalnog. U drugoj polovici
ovog stadija (Carnegie stadij 8b) po prvi puta moze se uociti neuralni Zlijeb (O'Rahilly i Miiller 2006).
U Carnegie stadiju 9 (oko 26 dana nakon oplodnje), medijalni dijelovi po¢inju zadebljavati i uzdizati
se te nastanu neuralni nabori, koji ograni¢avaju neuralni zlijeb (O'Rahilly i Gardner 1971; O'Rahilly i
Miiller 1983, 2006). U Carnegie stadiju 10 (oko 29 dana nakon oplodnje), po¢nu se u podrucju
rombencefalona i spinalne mozdine spajati neuralni nabori i tako se po¢ne oblikovati neuralna cijev
(Miiller i O'Rahilly 1985, O'Rahilly i Miiller 2006). Rostralni otvor (neuroporus rostralis) neuralne
cijevi zatvori se u Carnegie stadiju 11 (oko 30 dana nakon oplodnje; Miiller i O'Rahilly 1986,
O'Rahilly i Miiller 2006), a oko 31 dana se zatvori i kaudalni otvor (Carnegie stadij 12; Miiller i
O'Rahilly 1987, O'Rahilly i Miiller 2006). Proces preobrazbe neuralne plo¢e u neuralnu cijev naziva se

primarna neurulacija.



Tablica 1. Podjela embrionalnog razdoblja na Carnegie stadije. Preuzeto, uz manje izmjene, iz
O'Rahilly i Miiller (2010). Najveca duljina (eng. Greatest length — GL) se definira kao najveca duljina
embrija ili fetusa bez donjih udova.

Stadij Prosjecna najveca duljina (GL) u mm PredloZeni dani

1 0.1-0.15 1

2 0.1-0.2 2-3

3 0.1-0.2 4-5

4 0.1-0.2 6

5 0.1-0.2 7-12?
6 0.3 16 - 18?
7 0.6 18 - 21?
8 1.1 21-25
9 1.4 25-27
10 2.1 28 — 30?
11 3.2 28 -30
12 3.9 29-31
13 4.9 30-33
14 6.5 33-35
15 7.8 35-37
16 9.6 37-40
17 12.2 39-42
18 14.9 42 — 45
19 18.2 45— 47
20 20.7 47 - 50
21 22.9 49 — 52
22 25.5 52 -55
23 28.8 53-58

Vrlo rano tijekom embrionalnog razvoja mogu se uociti razvojne osnove razli¢itih mozdanih
struktura. Na prijelazu iz Carnegie stadija 8 u stadij 9 (oko 26 dana nakon oplodnje), a prije nastanka
neuralne cijevi, mogu se rostralno prepoznati tri glavna dijela buducéeg velikog mozga: prosencephalon
(ve¢inom diencephalon), mesencephalon i rhombencephalon, te usna plocica (discus oticus) kao
osnova buduceg unutarnjeg uha (Bartelmez 1923; O'Rahilly i Miiller 1983, 2006). Oko 29. dana nakon
oplodnje (Carnegie stadij 10), u razvojnoj osnovi diencefalona mogu se uociti osnova buduéeg
talamusa i vidna plo¢ica (discus opticus) kao osnova mrezZnice, te hijazmatska plo¢a kao osnova
buducéeg krizanja vidnog Zivca (Miiller i O'Rahilly 1985, O'Rahilly i Miiller 2006). U ovom stadiju
mogu se uociti i prvi tragovi telencefalona, kao lateralni dijelovi prosencefalona ispred hijazmatske
ploc¢e (Miiller i O'Rahilly 1985, O'Rahilly i Miiller, 1987, 2006). U Carnegie stadiju 11 nastaju
razvojne osnove zavrsne plo¢e (lamina terminalis) i komisurne plo¢e u dnu neparnog dijela
telencefalona (telencephalon impar) (Miiller i O'Rahilly 1986, O'Rahilly i Miiller 2006). Takoder se



mogu uoditi i razvojne osnove adenohipofize i neurohipofize, koje se razvijaju kao jedinstveni organ,
te razvojna osnova corpora mamillaria (Miiller i O'Rahilly 1986, O'Rahilly i Miiller 2006). Pojava
marginalne zone u ovom stadiju prva je naznaka funkcionalnog razvoja sredi$njeg Zivéanog sustava
(Miiller i O'Rahilly 1986). Razvojna osnova malog mozga se moze po prvi put uoéiti oko 32 dana

nakon oplodnje, kao zadebljanje alarne ploc¢e rombencefalona (O'Rahilly i Miiller 2006).

1.1.2.Razvoj srediSnjeg Ziv€anog sustava nakon zatvaranja neuralne cijevi (Carnegie

stadiji 13 - 23)

Carnegie stadij 13 je prvi stadij u kojemu je Ziv¢ani sustav potpuno zatvoren i odijeljen od
ostatka organizma (Miiller i O'Rahilly 1988a, O'Rahilly i Miiller 2006). U ovom stadiju jo§ nema
karakteristicnog proSirenja kranijalnog dijela neuralne cijevi (Miiller i O'Rahilly 1988a). U stijenci
sredi$njeg, neparnog dijela telencefalona (telencephalon impar) po prvi puta se mogu uogiti razvojne
osnove mozdanih polutki, a u razvojnoj osnovi diencefalona mogu se uociti mamilarno i
infundibularno podru¢je (Miiller i O'Rahilly 1988a). Oko 32 dana nakon oplodnje pojavljuje se po prvi
puta razvojna osnova malog mozga, u alarnoj plo¢i prvog segmenta rombencefalona (Miiller i
O'Rahilly 1988a, O'Rahilly i Miiller 2006). Razvojna osnova telencefalickih mjehurica pojavljuje se
prvi puta u Carnegie stadiju 14, odvojena od osnove diencefalona di-telencefali¢kim zlijebom (oko 33
dana nakon oplodnje; Miiller i O'Rahilly 1988b, O'Rahilly i Miiller 2006). U ovom stadiju, stijenka
telencefalickih mjehurica sastoji se samo od ventrikularne zone, s iznimkom tri podrucja u kojima
postoji i marginalna zona, a to su: a) razvojna osnova njusnog podrucja, b) razvojna osnova amigdala i
C) razvojna osnova hipokampusa (Miiller i O'Rahilly 1988b). U ovom stadiju pojavljuje se i medijalni
ganglijski brezuljak, koji potjece od razvojne osnove diencefalona (Miiller i O'Rahilly 1988b).
Klasi¢na podjela razvojne osnove velikog mozga na pet mozdanih mjehurica (telencephalon,
diencephalon, mesencephalon, myelencephalon i metencephalon) u potpunosti je vidljiva u Carnegie
stadiju 15 (O'Rahilly i Miiller 2006). Karakteristika ovog stadija je pojava mnogih struktura
diencefalona, koje do tada nisu bile uocljive. Diencefalon se moze podijeliti u pet longitudinalnih
zona: epitalamus, dorzalni talamus, ventralni talamus, subtalamus i hipotalamus (Miiller i O'Rahilly
1988c, O'Rahilly i Miiller 2006). Vidi se i hipotalamicki zlijeb, koji odvaja ventralni talamus od
hipotalamusa (Miiller i O'Rahilly 1988c). Takoder se po prvi puta uocavaju habenularne i mamilarne
jezgre (Miiller i O'Rahilly 1988c). U ovom stadiju pojavljuje se i drugi dio razvojne osnove bazalnih
ganglija — lateralni ganglijski brezuljak, koji potjece od razvojne osnove telencefalona (Miiller i
O'Rahilly 1988c, O'Rahilly i Miiller 2006). Spajanjem rostralnog dijela malog mozga, koji nastaje od
istmickog segmenta, u ovom stadiju nastaje razvojna osnova za velum medullare superius (Miiller i

O'Rahilly 1988c). U Carnegie stadiju 16 moguce je prepoznati glavne tipove mozdane kore:



archicortex (hipokampus), palaesocortex (njusno podrucje) i neocortex (Miiller i O'Rahilly 1989a).
Zbog rasta mozdanih polutki prema rostralno i dorzalno, telencefalon postupno prekriva diencefalon, a
pojavi se i fissura longitudinalis (Miiller i O'Rahilly 1989a). U ovom stadiju pojavljuje se i commisura
posterior (Miiller i O'Rahilly 1989a). U Carnegie stadiju 17, po prvi put mogu se uociti bulbus
olfactorius i tuberculum olfactorium (Miiller i O'Rahilly 1989b, O'Rahilly i Miiller 2006), kao i pojava
mnogih vaznih jezgara u velikom mozgu (amigdala, septalne jezgre), u mezencefalonu (nucleus niger,
nucleus ruber i nucleus interpeduncularis), te locus coeruleus u rombencefalonu (Miiller i O'Rahilly
1989b, O'Rahilly i Miiller 2006). Pojavom straznje komisure u ovom stadiju moze se odrediti jasna
granica izmedu diencefalona i mezencefalona, koja prolazi kroz straznju komisuru i komisuru gornjih
kolikula (Miiller i O'Rahilly 1989b). Rast mozdanih polutki se nastavlja i u Carnegie stadiju 18, a
fissura longitudinalis cerebri dopire do polovice mozdanih polutki (Miiller i O'Rahilly 1990a,
O'Rahilly i Miiller 2006). Vidi se i lateralni ganglijski brezuljak, to jest buduci corpus striatum (Miiller
i O'Rahilly 1990a, O'Rahilly i Miiller 2006). U ovom stadiju moZe se po prvi put uociti i razvojna
osnova nucleus dentatus u malom mozgu (Miiller i O'Rahilly 1990a, O'Rahilly i Miiller 2006). Na
prijelazu iz Carnegie stadija 18 u stadij 19, pojavljuje se razvojna osnova vanjskog segmenta
paliduma, globus pallidus externus (Miiller i O'Rahilly 1990a, O'Rahilly i Miiller 2006). U Carnegie
stadiju 19 moZemo uoditi nucleus accumbens septi (O'Rahilly i Miiller 2006), a u stadiju 20 pocinju se
razvijati medijalna septalna jezgra i dijagonalna jezgra (Miiller i O'Rahilly 1990a, O'Rahilly i Miiller
2006). U Carnegie stadiju 21, po prvi puta se u stijenci telencefalona pojavljuje kortikalna ploca
(Miiller i O'Rahilly 1990b, O'Rahilly i Miiller 2006). Mogu se razaznati tri vazna dijela subtalami¢kog
podrucja: nucleus subthalamicus proper, nucleus entopeduncularis (buduci globus pallidus internus) i
globus pallidus externus (O'Rahilly i Miiller 2006). U Carnegie stadiju 22 javlja se vrlo vazan snop
vlakana — capsula interna, koja u ovom razdoblju povezuje neokorteks s tri podrudja: a) epitalamusom,
b) dorzalnim talamusom i ¢) mesencefalonom (Miiller i O'Rahilly 1990b, O'Rahilly i Miiller 2006).
Posljednji klasi¢ni bazalni ganglij, klaustrum, takoder se pocinje razvijati, a Uz njega nastaje i capsula
externa (Miiller i O'Rahilly 1990b, O'Rahilly i Miiller 2006). Carnegie stadij 23 je posljednji stadij
embrionalnog razdoblja. Karakteristike tog stadija su: a) kortikalna ploca se proteZe kroz skoro cijeli
neokorteks, b) hipokampus je smjesten u temporalnom polu, €) inzula se nazire kao udubljeno
podrucje, d) u strijatumu se uo¢avaju razvojne osnove kaudatusa i putamena, €) globus pallidus
externus se premjestio iz diencefali¢kog u telencefalicki dio hemisfere, f) commisura anterior se
pocela razvijati, g) kriZzanje piramida (decussatio pyramidum) se vidi na granici rombencefalona i
spinalne mozdine, h) colliculi superiores i colliculi inferiores mogu se prepoznati u tektumu
mezencefalona i i) dva para krakova malog mozga (gornji i donji) su dobro razvijeni (Miiller i
O'Rahilly 1990b, O'Rahilly i Miiller 2006).



1.1.3. Fetalni razvoj ljudskog mozga od 8. tjedna nakon oplodnje do rodenja

U fetalnom razdoblju dolazi do novih morfoloskih, kemijskih, genetskih i funkcionalnih
promjena vec ranije opisanih struktura, te pojave novih, dosad neopisanih struktura. Mozdane polutke
odraslog mozga sastoje se od mozdane kore, bijele tvari i bazalnih ganglija. No, stijenka fetalnog
telencefalona je bitno drugacije gradena. Svi dijelovi te stijenke su privremene, fetalne strukture, koje
se postupno pretvaraju u strukture karakteristicne za odraslu dob. Za te privremene fetalne strukture
postoji i posebno nazivlje (The Boulder Committee 1970). To su tzv. embrionalne i fetalne zone, koje
brojimo od ventrikularne prema pijalnoj povrsini telencefalona: a) ventrikularna zona, b)
subventrikularna zona, c) intermedijalna zona i d) marginalna zona. Ta izvorna podjela na Getiri zone
danas je revidirana i dopunjena (Bystron i sur. 2008), pa u ostatku teksta koristimo danasnju podjelu,
kako slijedi: a) ventrikularna zona (VZ), b) subventrikularna zona (SVZ), c) intermedijalna zona (12),
d) subplate zona (SP), e) kortikalna plo¢a (CP) i f) marginalna zona (MZ). Takva tipi¢na laminacija
stijenke fetalnog telencefalona se najbolje uo¢ava u razdoblju od 15. do 24. postovulacijskog tjedna.

Ventrikularna i subventrikularna zona su zone proliferacije, to jest mitoti¢kih dioba preteca
neurona i glije. Ventrikularna zona je prva proliferacijska zona telencefalona, vidljiva od trenutka
nastanka neuralne cijevi. Nakon zatvaranja neuralne cijevi, a prije poCetka neurogeneze, ventrikularna
zona se sastoji od jednog (pseudostratificiranog) reda neuroepitelnih stanica, ¢iji radijalni izdanci sezu
do pijalne povrsine (Rakic 1988, Rakic 1995, Bystron i sur. 2008). U to vrijeme se stanice
ventrikularne zone dijele simetri¢énim diobama (svaka stanica prete¢a se podijeli na dvije nove stanice
pretece), te tako povecavaju i povrsSinu i volumen ventrikularne zone i broj prete¢a buducih neurona
(Rakic 1995, Bystron i sur. 2008). Poc¢etak neurogeneze je oznacen pojavom asimetri¢nih dioba u
ventrikularnoj zoni, tijekom 5. postovulacijskog tjedna (Rakic 1988, 1995, Bystron i sur. 2006).
Asimetri¢nom diobom nastaje jedan postmitoticki neuron budu¢e mozdane kore (koji se vise nikada
ne dijeli) te jedna stanica preteca koja se dalje dijeli (Rakic 1985, 1988, 1995, Noctor i sur. 2001,
Bystron i sur. 2008). U ventrikularnoj zoni postoji vie vrsta stanica prete¢a, no najvaznija i najvecéa
skupina su radijalne glijalne stanice (Zecevic 2004, Howard i sur. 2004, Gal i sur. 2006, Kriegstein i
Alvarez-Buylla 2009, Franco i Miiller 2013). Pretpostavlja se da neurogeneza u ventrikularnoj zoni
covjeka zavrsava oko 18. postovulacijskog tjedna (Rakic i Sidman 1968, Rakic 1995). Po zavrsetku
neurogeneze, ventrikularna zona se pretvori u ependim. Subventrikularna zona se javlja izmedu 7. i 8.
postovulacijskog tjedna (Zecevi¢ 1993), kada se mitoticki aktivne stanice (intermedijalne pretece)
pocnu nakupljati na bazalnoj granici ventrikularne zone (The Boulder Committee 1970, Bystron i sur.
2009). Studije na misevima su pokazale da intermedijalne pretece nastaju u ventrikularnoj zoni
asimetricnom diobom radijalnih glijalnih stanica , a potom se premjestaju (migriraju) u

subventrikularnu zonu, gdje se podijele na dva postmitoticka neurona budu¢e mozdane kore



(Haubensak i sur. 2004, Noctor i sur. 2004, Miyata i sur. 2004, Bystron i sur. 2009). Kod ¢ovjeka,
subventrikularna zona proizvodi ve¢inom interneurone, subplate neurone i neurone supragranularnih
slojeva mozdane kore (Letinic i sur. 2002, Smart i sur. 2002, Rakic 2003, Zecevic i sur. 2005). U
razdoblju od 18. postovulacijskog tjedna (prestanak neurogeneze u ventrikularnoj zoni ) do 24.
postovulacijskog tjedna (prestanak neurogeneze u subventrikularnoj zoni), subventrikularna zona je
jedino mjesto neurogenze za mozdanu koru, a u tom razdoblju se stvaraju neuroni za supragranularne
slojeve mozdane kore (Zecevic i sur. 2005). Po zavrsetku neurogeneze, subventrikularna zona se
pretvori u subependimnu zonu, u kojoj se nalazi zaliha mati¢nih stanica u odraslom mozgu (Sanai i
sur. 2004). Postmitoticki neuroni iz ventrikularne i subventrikularne zone radijalnom migracijom (duz
radijalnih glijalnih stanica) i tangencijalnom migracijom napustaju zone proliferacije te putuju do svog
konaénog polozaja u kortikalnoj plo¢i, to jest budu¢oj mozdanoj kori (Rakic 1972, Hatten 1999, Marin
i Rubenstein 2001, 2003).

Intermedijalna zona je podrucje ogranic¢eno s jedne strane zonama proliferacije, a s druge
strane kortikalnom ploc¢om, odnosno subplate zonom nakon njezinog formiranja (The Boulder
Committee 1970, Bystron i sur. 2008). Intermedijalna zona ispunjena je tangencijalno usmjerenim
aksonima, migriraju¢im neuronima i radijalnim nastavcima radijalnih glijalnih stanica (The Boulder
Committee 1970, Bystron i sur. 2008). Intermedijalna zona se postupno pretvara u bijelu tvar odraslog

mozga, te ju zbog toga Eesto opisujemo i kao fetalnu bijelu tvar.

Kortikalna plo¢a nastaje tijekom 7. postovulacijskog tjedna (Bystron i sur. 2008).
Postmitoti¢ki neuroni se u kortikalnu plocu smjestaju po tzv. pravilu ,,iznutra prema van® (eng.
. inside-out ) §to znaci da mladi (kasnije stvoreni) neuroni moraju migrirati kroz sloj starijih neurona i
smjestiti se iznad njih, blize pijalnoj povrsini. Drugim rije¢ima, neuroni dubljih slojeva su stariji od
neuron povrsinskih slojeva (Angevine i Sidman 1961, Rakic 1974). Vrhunac migracije neurona za
kortikalnu plocu zbiva se izmedu 12. i 20. postovulacijskog tjedna, a migracija svih kortikalnih
neurona se dovrsi tijekom treceg trimestra (Sidman i Rakic 1973, Rakic i sur. 1994, Gressens 2000,
Bystron i sur. 2009). Molekularni fenotip, te arealna i laminarna pripadnost neurona mozdane kore
odredeni su trenutkom rodenja u ventrikularnoj i subventrikularnoj zoni (Rakic 1988, Krubitzer i Kaas
2005, Shen i sur. 2006). Posljednjih godina, tehnoloski napredak omogucio je otkri¢e specifi¢nih gena
za pojedine subpopulacije projekcijskih neurona mozdane kore. Do danas je otkriveno vise od 60
razli¢ith biomarkera za razlicite subpopulacije projekcijskih neurona mozdane kore, specifi¢nih za
pojedini sloj ili za pojedine subpopulacije unutar nekog sloja mozdane kore (Molyneaux i sur. 2007).
Do kraja sedmog mjeseca trudnoce se kortikalna ploca zajedno s marginalnom zonom pretvori u
univerzalnu Sestoslojnu mozdanu koru (Bystron i sur. 2008). Regionalna i arealna diferencijacija
mozdane kore zapo¢ne izmedu Sestog i osmog mjeseca trudnoc¢e (Brodmann 1906), pa nakon toga

postupno nastaju razlike u citoarhitektonskoj gradi razlicitih polja i podru¢ja mozdane kore (npr. broj
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slojeva, veli¢ina stanica, oblik stanica) na kojima se temelje razli¢ite citoarhitektonske mape mozdane

kore.

Marginalna zona je fetalna zona smjestena ispod pijalne povrSine (isprva iznad ventrikularne
zone, a potom iznad kortikalne ploce), a sadrZi malobrojne neurone (The Boulder Committee 1970,
Bystron i sur. 2008). Vrijeme nastanka neurona marginalne zone se bitno razlikuje u glodavaca i
primata. Dok se svi neuroni marginalne zone glodavaca stvore prije pojave kortikalne plo¢e (Jiménez i
sur. 2003), u primata se njihova neurogeneza nastavlja i nakon pojave kortikalne ploce, tijekom prve
dvije trecine trudnoce (Zecevic i Rakic 2001, Rakic i Zecevic 2003). Posebnost ljudske marginalne
zone je i pojava iznimno razvijenog subpijalnog zrnatog sloja tijekom 11. postovulacijskog tjedna
(Brun 1965, Gadisseux i sur. 1992, Meyer i Goffinet 1998, Rakic i Zecevic 2001, Bystron i sur. 2008,
Judas i Pletikos 2010). Marginalna zona sadrzi posebne, krupne fetalne neurone, tzv. Cajal-Retziusove
stanice (Krmpoti¢-Nemanic i sur 1987, Meyer i Gonzalez-Hernandez 1993, Verney i Derer 1995,
Meyer i Goffinet 1998, Meyer i Wahle 1999, Meyer i sur. 2000, 2002, 2003, Abraham i sur. 2004,
Cabrera-Socorro i sur. 2007, Meyer 2010). Ova populacija neurona iznimno je vazna za uspostavu
ispravne laminacije mozdane kore, zbog toga $to ti neuroni sintetiziraju protein reelin, koji je bitan
sastojak izvanstani¢nog matriksa (Meyer i sur. 1999, Tissir i Goffinet 2003, Meyer 2010). Prve Cajal-
Retziusove stanice mogu se uociti u marginalnoj zoni ¢ovjeka u 7. postovulacijskom tjednu (Larroche
1981, Larroche i Houcine 1982). Cajal-Retziusove stanice sintetiziraju neuropeptid Y, NPY (Uylings i
Dellale 1997), te sadrze kalbindin, kalretinin i poneke parvalbumin (Verney i Derer 1995, Cao i sur.
1996, Yan i sur. 1997). U novorodenceta, Cajal-Retziusove stanice sadrze parvalbumin i pokazuju
znakove degeneracije (Ding i sur. 2000). Cajal-Retziusove stanice mogle bi biti jedina populacija
prolaznih stanica u mozgu ¢ovjeka (Meyer 2010). Cajal-Retziusove stanice posebne sui u
evolucijskom smislu. Marginalna zona se tijekom razvoja pretvori u sloj I moZdane kore, u kojem se

nalaze zavrSeci apikalnih dendrita piramidnih neurona i poneki neuron.



1.2. Subplate zona i subplate neuroni

1.2.1. Otkrice subplate zone

Povijest otkri¢a subplate zone detaljno je opisana u nedavno objavljenom preglednom ¢lanku
(Judas i sur. 2010a), pa ovdje isticemo samo kljuéne ¢injenice. Wilhelm His subplate zonu nije
smatrao zasebnom zonom, nego dijelom intermedijalne zone (His 1904), a kao vanjski dio
intermedijalne zone opisali su je i Von Economo (Von Economo i Koskinas 1925) te Filimonov
(Filimonoff 1929). Kao uvod u otkri¢e subplate zone moze se oznaciti tri neurofizioloSke studije
prenatalnog razvoja somatosenzibilne mozdane kore u ovce (Astrom 1967, Bernhard i sur. 1967,
Molliver 1967). Pritom je posebice bitan rad Astréma (Astrom 1967), koji je jasno opisao krupne
zvjezdaste neurone ispod kortikalne ploce i smatrao ih dijelom razvojne osnove mozdane kore, te
Marka Molliver (Molliver 1967) koji je pretpostavio da su bas ti neuroni izvor pozitivnih kortikalnih
potencijala kod fetalnih ovaca. Stoga su Mark Molliver i Hendrik van der Loos na Sveu¢ili§tu The
Johns Hopkins (Baltimore) zapoceli elektronsko-mikroskopsku analizu fetalne mozdane kore
glodavaca, macaka i pasa, a 1972. im se pridruzio i Ivica Kostovi¢ ¢ija je zadaca bila istraZivanje
sinaptogeneze u fetalnoj mozdanoj kori ¢ovjeka (Judas i sur. 2010a). Tijekom te suradnje, otkrivena je
rana bilaminarna sinaptogeneza u ljudskoj mozdanoj kori (Molliver i sur. 1973) i po prvi puta je
opisana subplate zona kao zasebni arhitektonski sloj i klju¢an dio razvojne osnove mozdane kore

(Kostovi¢ i Molliver 1974).
1.2.2. Razvojno i evolucijsko porijeklo subplate neurona

Subplate neuroni su jedna od najranije stvorenih populacija neurona tijekom neurogeneze
mozdane kore sisavaca (Kostovi¢ i Rakic 1980, Luskin i Shatz 1985, Valverde i sur. 1989,
Allendoerfer i Shatz 1994, Price i sur. 1997, Hoerder-Suabedissen i Molnar 2013). Postoje zna¢ajne
razlike u porijeklu subplate neurona izmedu razlicitih vrsta, te razlicite teorije o evolucijskom
nastanku subplate neurona. Kod vrsta iz reda Rodentia i Carnivora subplate neuroni se radaju prije
pojave kortikalne ploce i sastavni su dio prolaznog preplate sloja, te njihova neurogeneza prestaje s
pocetkom neurogeneze za kortikalnu plocu, a novonastala kortikalna plo¢a podijeli preplate sloj u
marginalnu zonu i subplate zonu (Konig i sur. 1975, Raedler i Sievers 1975, Rickmann i sur. 1977,
Marin-Padilla 1978, Raedler i Raedler 1978, Caviness 1982, Luskin i Shatz 1985, VValverde i sur.
1989, Allendoerfer i Shaz 1994, Price i sur. 1997, Bystron i sur. 2008, Hoerder-Subedissen i Molnar
2013). Kod ovih vrsta sisavaca, subplate neuroni nastaju u dva podrucja: a) projekcijski (glutamatni)
neuroni nastaju u ventrikularnoj zoni, a b) interneuroni nastaju u ganglijskom brezuljku bazalnog
telencefalona (Bystron i sur. 2008). No, u redu Primates doslo je do znac¢ajne promjene u neurogenezi

subplate neurona (Kostovi¢ i Rakic 1980, 1990, Smart i sur. 2002, Lukaszewicz i sur. 2005, Bayatti i



sur. 2007). Kod majmuna (a i kod ¢ovjeka), neke vrste subplate neurona odgovaraju populaciji
subplate neurona kod Rodentia i Carnivora. Pravo postojanje preplate sloja koji se podijeli na
marginalni sloj i subplate zonu nije dokazano niti histoloskim niti imunohistokemijskim metodama.
Kostovi¢ i Rakic opisali su kod ¢ovjeka i majmuna da velika veéina rano generiranih neurona
smjestenih izmedu marginalne i intermedijalne zone, prije pojave kortikalne ploc¢e, bude ukljucena u
subplate zonu, no nisu opisali postojanje histoloskog preplate sloja (Kostovi¢ i Rakic 1990). Bayatti i
suradnici analizirali su razvoj neokorteksa kod ¢ovjeka izmedu 8. i 17. postovulacijskog tjedna
razli¢itim imunohistokemijskim markerima (Bayatti i sur. 2007). U toj studiji prvi znakovi pojave
subplate zone u vidu ekspresije imunohistokemijskih markera aktivnih sinapsi (sinaptofizin i vVGAT)
uoceni su tek izmedu 10. i 13. postovulacijskog tjedna, sto odgovara presubplate stadiju Kostovica i
Rakica, tj. dva tjedna nakon pojave kortikalne plo¢e (Kostovi¢ i Rakic 1990, Bayatti i sur. 2007). Za
razliku od ranog nastanka i prestanka neurogeneze subplate neurona kod Rodentia i Carnivora, uz
iznimku kod $takora gdje se pojedina¢ni neuroni mogu dodavati u subplate sloj nakon pocetka
neurogeneze za kortikalnu plocu (Rickmann i sur. 1977, Raedler i Raedler 1978), glavnina subplate
neurona se kod Primates kontinuirinao stvara usporedno s neuronima za kortikalnu plocu (Smart i sur.
2002, Lukaszewicz i sur. 2005, Molnar i sur. 2006, Bystron i sur. 2008). Glavni izvor ovih subplate
neurona je subventrikularna zona, koja je evolucijski znacajno narasla kod primata, te je glavni izvor
neurona za supragranularne slojeve mozdane kore i potencijalno za novu subpopulaciju subplate
neurona (Tarabykin i sur. 2001, Smart i sur. 2002, Lukaszewicz i sur. 2005). Vazno je spomenuti da
se, za razliku od Rodentia, gdje se vecina interneurona rada u ganglijskom brezuljku bazalnog
telencefalona (Anderson i sur. 1999), kod ¢ovjeka 65% interneurona rada u ventrikularnoj i
subventrikularnoj zoni (Letini¢ i sur. 2002), §to vjerojatno znaci da u primata nastaju nove vrste

interneurona, kakvih nema kod glodavaca.

Stoga subplate zona kod ¢ovjeka i majmuna nije ostatak rane preplate zone, nego se javlja kasnije,

nakon nastanka kortikalne ploce i sadrzi puno vise fenotipski raznovrsnijih subpopulacija neurona.

Filogenetsko porijeklo subplate zone i neurona dosada nije detaljno istrazeno. Trenutno
postoje tri hipoteze o evolucijskom porijeklu subplate neurona (Montiel i sur. 2011). Prva hipoteza
smatra da su subplate neuroni isklju¢ivo prisutni u vrstama iz razreda Mammalia, te da se sloZenost
subplate zone povecava u ve¢im mozgovima i evolucijski novijim kortikalnim podrucjima (Kostovi¢ i
Rakic 1990, Super i Uylings 2001, Molnar i sur. 2006, Montiel i sur. 2011). Druga hipoteza smatra da
su subplate neuroni prisutni ve¢ u zajedni¢kom pretku vrsta iz razreda Mammalia i Reptilia (Marin-
Padilla 1978, Aboitiz i sur. 2005, Montiel i sur. 2011). Tre¢a hipoteza je mjeSavina prve dvije
hipoteze. Ova hipoteza smatra da je populacija subplate neurona mjesavina neurona prisutnih u
zajednickom pretku Mammalia i Reptilia i novijih populacija koje su se razvile kako je razvoj

mozdane kore i njezinih veza kroz evoluciju postajao sve slozeniji (Aboititz 1999, Aboitiz i sur. 2005,
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Montiel i sur. 2011, Wang i sur. 2011). Za rjeSenje ove dvojbe oko porijekla subplate neurona
potrebno je dodatno analizirati morfoloske i molekularne fenotipove subplate neurona, te detaljno
analizirati ekspresiju gena u subplate neuronima kod razli¢itih vrsta sisavaca. Zasad je razborito
pretpostaviti da je u ¢ovjeka populacija subplate neurona sastavljena i od subpopulacije neurona
stvorenih prije oblikovanja koritkalne ploce (§to bi odgovaralo preplate populaciji u Rodentia i
Carnivora) i od mnogo vece i raznovrsnije subpopulacije neurona koji se nastavljaju stvarati

usporedno s neurogenezom neurona kortikalne ploce.

1.2.3. Razvoj subplate zone

Razvoj subplate zone moze se podijeliti u Cetiri stadija: a) presubplate stadij, b) stadij
formiranja subplate zone, c) stadij razvijene subplate zone i d) stadij postupnog nestanka subplate zone
(Kostovi¢ i Rakic 1990). Najranije naznake subplate zone mogu se vidjeti oko 12. postovulacijskog
tjedna, u presubplate stadiju (Kostovi¢ i Rakic 1990). U tom stadiju moze se uo€iti na prijelazu izmedu
kortikalne ploce i intermedijalne zone uski pojas tkiva s rijetko rasporedenim stanicama, bogat
dendritima i aksonima orijentiranima u razli¢itim smjerovima i malim brojem asimetri¢nih sinapsi
(Kostovi¢ i Rakic 1990). Oko 13. postovulacijskog tjedna pocinje se formirati subplate zona (Kostovi¢
i Rakic 1990). U ovom stadiju gustoca stanica u dubokim dijelovima kortikalne ploce se smanjuje i
postupno transformira u Siroki sloj smjesten izmedu kortikalne ploce i intermedijalne zone (Kostovi¢ i
Rakic 1990). Subplate zona moze se podijeliti u dva sloja: gornji subplate podsloj, koji nalikuje na
,rahli, rasprseni® duboki dio kortikalne ploce, i donji subplate podsloj (Kostovi¢ i Rakic 1990). Oko
15. postovulacijskog tjedna subplate zona je formirana i u tom obliku postoji do otprilike 35.
postovulacijskog tjedna. To razdoblje dijelimo u dvije faze : a) fazu povecanja debljine subplate zone i
b) fazu maksimalne razvijenosti subplate zone (Kostovi¢ i Rakic 1990). Izmedu 15. i 18.
postovulacijskog tjedna, subplate zona se ubrzano podebljava i postaje najdeblji sloj stijenke fetalnog
telencefalona (Kostovi¢ i Raki¢ 1990). Debljina se povecava prvenstveno zahvaljujuéi obilnom
urastanju aksona, a ne pristizanju novih neurona (Rakic 1977, 1988, Kostovi¢ i Rakic 1990). Pri kraju
ovog razdoblja, debljina subplate zone je Cetiri puta veca od debljine kortikalne plo¢e (Kostovié i
Rakic 1990). Tri vrste stanica mogu se uociti u subplate zoni u ovom razdoblju: a) postmitoti¢ni
migrirajuéi neuroni (Rakic 1972, Kostovi¢ i Rakic 1990), nezreli astrociti (Schmechel i Rakic 1979,
Kostovic i Rakic 1990) i c) veliki multipolarni i piramidni neuroni (Kostovi¢ i Rakic 1980, 1990).
Sinapticki kontakti izmedu neurona subplate zone i aksona protezu se cijelom debljinom subplate zone
i te sinapse ve¢inom su asimetri¢ne (Kostovié¢ i Rakic 1990). Faza maksimalne razvijenosti subplate
zone je izmedu 20. i 35. postovulacijskog tjedna, pa subplate zona ostaje najdeblji dio stijenke fetalnog

telencefalona (Kostovi¢ i Rakic 1990). U ovom razdoblju mozemo razlikovati pet morfoloskih tipova
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subplate neurona: a) veliki multipolarni neuroni, b) piramidni neuroni, ¢) veliki fuziformni neuroni, d)
obrnuti piramidni neuroni i €) polimorfni neuroni s kruskolikim tijelom (Kostovi¢ i Rakic 1990).
Postupno nestajanje subplate zone zapocinje oko 35. postovulacijskog tjedna (Kostovié i Rakic 1990).
Kako se tada po¢nu razvijati vijuge i brazde, te dolazi do citoarhitektonske diferencijacije kortikalne
ploce, dolazi i do regionalnih razlika u nestajanju subplate zone. Subplate zona prvo nestaje u dubini
sulkusa, a tek nakon toga u krunama vijuga (Kostovi¢ i Rakic 1990). Nestanak subplate zone zavr$ava
izmedu prvog i Sestog postnatalnog mjeseca (Kostovi¢ i Rakic 1990). S druge strane, subplate neuroni
ne nestaju sa subplate zonom, nego se ukljuce u supkortikalnu bijelu tvar kao intersticijski neuroni
bijele tvari (Kostovi¢ i Rakic 1980, 1990).

1.2.4. Morfoloski i molekularni fenotipovi subplate neurona

Subplate neuroni mogu se podijeliti u pet razli¢itih morfoloskih tipova: a) polimorfni, b)
fuziformni, ¢) multipolarni, d) piramidni i e) obrnuti piramidni neuroni (Mrzljak i sur. 1988, 1992,
Kostovi¢ i Rakic 1990). Subplate neuroni su morfoloski razvijeniji od neurona mozdane kore, a
njihovi dendriti su dulji od dendrita kortikalnih neurona sve do 32. postovulacijskog tjedna (Mrzljak i
sur. 1992). Intenzivna diferencijacija subplate neurona zbiva se izmedu 17. i 25. postovulacijskog
tjedna, dok su razne skupine aferentnih aksona smjestene u subplate zoni (Mrzljak i sur. 1988, 1992).
Dendriti¢ko stablo subplate neurona kontinuirano se povecava tijekom razvoja ljudskog mozga, te je

najvece pri rodenju i tijekom prvih tjedana zivota (Mrzljak i sur. 1988, 1992).

Subplate neuroni imaju raznovrsne molekularne fenotipove, pri ¢emu je osobito bitno da
pokazuju svojstva i inhibicijskih GABA interneurona (Tablica 2 i 3) i projekcijskih glutamatnih
neurona (Tablica 4). Ekspresija razli¢itih neurotransmitera kod subplate neurona bila je predmet
brojnih istraZivanja (Tablica 2). Nazo¢nost inhibicijskog neurotransmitera GABA u subplate
neuronima je dokazana izravnom imunohistokemijom (Tablica 2), te prisustvom sintetskih proteina
(GAD 67, Tablica 4) i razli¢itih transportera (GAT1 i vGAT, Tablica 4). S druge strane, nazo¢nost
glutamata je pokazana na temelju indirektnih dokaza. Prisutnost vezikularnog transportera za glutamat
(VGLUT, Tablica 4), sintetskog enzima (glutaminaza, Tablica 4) i razli¢itih strukturnih proteina koji se
nalaze jedino u glutamatnim piramidnim neuronima (npr. MAP2, Tablica 4), te piramidna morfologija
mnogih subplate neurona danas se uzimaju kao dovoljno snazan dokaz za prisutnost glutamata kao
neurotransmitera u subplate neuronima. Daljnja klasifikacija subplate neurona u zasebne skupine je
vrlo sloZena. Na primjer, Petilla Interneuron Nomenclature Group je 2008. godine predlozila skupinu
kriterija za klasifikaciju interneurona. Prema tim Kriterijima, interneurone treba klasificirati na temelju

morfoloskih, molekularnih i fizioloskih kriterija (Petilla Interneuron Nomenclature Group 2008). U
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vazne molekularne kriterije spadaju ekspresija razli¢itih neurotransmitera, puferskih proteina za kalcij
(eng. calcium-binding proteins), strukturnih proteina, ionskih kanala, transportera, receptora,
transkripcijskih faktora, koneksina, te razli¢ith markera na stani¢énoj membrani (Petilla Interneuron
Nomenclature Group 2008). Ekspresija razli¢itih molekula iz gore navedenih kategorija opisana je u
subplate zoni. Osim dva glavna neurotransmitera, subplate neuroni eksprimiraju i mnoge druge
neurotransmitere kao $to su NPY, somatostatin, tvar P, NO, kolecistokinin, APP i VIP (Tablica 2).
Puferski proteini za kalcij (kalbindin, kalretinin i parvalbumin), kao klasi¢ni markeri razli¢itih
subpopulacija interneurona, takoder su eksprimirani u subplate zoni (Tablica 3). Subplate neuroni
eksprimiraju i vazne sinapticke proteine (npr. sinaptofizin), ionske kanale (npr. KCC2), citoskeletne
proteine (npr. MAP2, TUJ1), enzime vazne za pravilno funkcioniranje raznih neurotransmiterskih
sustava (npr. acetilkolinesteraza), te mnoge druge strukturne proteine poznatih i nepoznatih funkcija
(Tablica 4). Subplate je ujedno i najranije mjesto ekspresije mnogih od navedenih proteina. Na
primjer, prva ekspresija sinaptofizina kao markera sinapsi u mozgu ¢ovjeka javlja se ve¢ u 16.
postovulacijskom tjednu, §to je znatno ranije nego u kortikalnoj plo¢i (Bayatti i sur. 2007, Wang i sur.
2011). Receptori za razli¢ite neurotransmitere (npr. GABA, glutamat, adrenalin), faktore rasta (NGF,
HGF), hormone (estrogen), te drugi razli¢iti receptori mogu se uociti u subplate zoni (Tablica 5).
Subplate neuroni eksprimiraju mnoge transkripcijske faktore (Tablica 6). Subplate neuroni
eksprimiraju i razli¢ite membranske i ekstracelularne proteine (Tablica 7). U ovoj skupini mogu se
pronaci faktori rasta (npr. HGF i CTGF), adhezijske molekule (npr. PTP {, neurocan) i plazmatski
proteini (npr. fetuin). Posljednjih godina, pojavom visokoproto¢nih metoda za analizu ekspresije gena,
moguce je analizirati veliki broj eksprimiranih gena kako u subplate zoni tako i u drugim podrucjima
mozga. Ovakv tip analize najée$ce se koristi za analizu ekspresije gena u subplate zoni miSa (Osheroff
i Hatten 2009, Wang i sur. 2010, 2011, Oeschger i sur. 2012, Hoeder-Suabedissen i sur. 2013). Ove
studije iznjedrile su nekoliko potencijalnih gena specifi¢nih za subplate zonu kao §to su Nurrl, Ctgf,
Cplx3, MoxD1 (Wang i sur. 2010, 2011, Hoerder-Suabedissen i Molnar 2013, Hoeder-Suabedissen i
sur. 2013).
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Tablica 2. Popis neurotransmiterskih biomarkera u subplate i intersticijskim neuronima. E =
embrionalni dani; P = postnatalni dani; GW = tjedni trudnoée; PCW = postovulacijski tjedni; g

= godine
BIOMARKER VRSTA | DOB 1ZVOR
Covjek Okhotin i Kalinchenko 2003
APP Majmun Okhotin i Kalinchenko 2003
Stakor Okhotin i Kalinchenko 2003
14, 17, 20, 24, 26, 28, Yan i sur. 1992
Covjek | 30, 32 GW
7-13 PCW Zecevic i Milosevic 1997
Majmun Huntley i sur. 1988
Meinicke i Rakic 1992
Macka E50, E56, E6O Chun | Shatz 1989a
GABA Chun i Shatz 1989b
Lauder i sur. 1986
E16-21 Van Eden i sur. 1989
Stakor E16-PO Cobas i s_ur. 1991
P0O-P3 Fonseca i sur. 1995
PO - P40 Robertson 2000
P54 Arimatsu i sur. 2003
Mis E13-18 Del Rio i sur. 2000
Covjek | Odrasli Ang i Shul 1995
Kolecistokinin Macka | E60 Chun i Shatz 1989a
Mis E16> Del Rio i sur. 2000
33-94q. Meyer i sur. 1992
Fischer i Kuljis 1994
GW 15, 17, 20, 24, 28, Yan i sur. 1996
32
15-28 PCW Yan i Ribak 1997
Covjek | Odrasli Smiley i sur. 1998
NO i NADPH 18 — 40 PCW i odrasli Downen i sur. 1999
Judas i sur. 1999
20 - 35 PCW deAzevedo i sur. 2002
Odrasli Garcia-Marin i sur. 2010
Majmun | Odrasli Barone i Kennedy 2000
Macka | Odrasle Mizukawa i sur. 1988
Stakor Clancy i sur. 2001
E16-P10 Csillik i sur. 2002
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Tablica 2. Nastavak

BIOMARKER VRSTA | DOB 1ZVOR
67-91¢. Chan-Palay i sur. 1985
19., 279., 32¢., 40g. Berman i Fredrickson 1992
Fischer i Kuljis 1994
Odrasli Ang i Shul 1995
Coviek 14 PCW - 34 godine Delalle i sur. 1997
14 PCW — 34 godine Uylings i Delalle 1997
16 PCW Okhotin i Kalinchenko 2003
11 - 40 PCW Wai i sur. 2004
12,5 PCW, 16 PCW Bayatti i sur. 2008
16 PCW Wang i sur. 2011
Huntley i sur. 1988
NPY Majmun Mehra i Hendrickson 1993
Smiley i sur. 2000
Okhotin i Kalinchenko 2003
Chun i sur. 1987
y Whale i Meyer 1987
Macka I F25E56, £60 Chun i Shatz 1989a
P2iP4 Antonini i Shatz 1990
PO - P40 Robertson 2000
Stakor | P7-P10 Csillik i sur. 2002
Okhotin i Kalinchenko 2003
Mi E16> Del Rio i sur. 2000
Beglopoulos i sur. 2005
22 - 32 PCW Kostovic¢ i sur. 1991
Coviek Fischer i Kuljis 1994
Odrasli Ang i Shul 1995
Okhotin i Kalinchenko 2003
Huntley i sur. 1988
Majmun Smiley i sur. 2000
Somatostatin Okhotin i Kalinchenko 2003
Chun i sur. 1987
Macka | E50, E56, E60 Chun i Shatz 1989a
P2iP4 Antonini i Shatz 1990
Feldman i sur. 1990
Stakor | PO — P40 Robertson 2000
Okhotin i Kalinchenko 2003
Coviek Odrasli Ang i Shul 1995
Okhotin i Kalinchenko 2003
Majmun Okhotin i Kalinchenko 2003
Tvar P —
Stakor Del Rio i sur. 1991
Okhotin i Kalinchenko 2003
Mis Beglopoulos i sur. 2005
VIP Mis P5> Del Rio i sur. 2000
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Tablica 3. Popis biomarkera puferskih proteina za kalcij u subplate i intersticijskim neuronima.

Skraéenice kao u prethodnoj tablici.

BIOMARKER VRSTA | DOB 1ZVOR
Coviek 20 PCW> Ulfig 2002
Odrasli Garcia-Marin i sur. 2010
Calbindin Macka | Rodenje Alcantara i Ferres 1995
- E18> Liu i Graybiel 1992
Stakor Sanchez i sur. 1992
Mis E13-18 Del Rio i sur. 2000
20 PCW> Ulfig 2002
Covijek Bayatti i sur. 2007
16 PCW Wang i sur. 2011
o Odrasli Garcia-Marin i sur. 2010
Calretinin Stakor | E14-E21, PO-P3 Fonseca i sur. 1995
E14.5, 155, 16.5 Zhou i sur. 1999
Mis E12, E15-18 Del Rio i sur. 2000
Hevner i sur. 2003
Beglopoulos i sur. 2005
Coviek 26 PCW > Honig i sur. 1996
Parvalbumin ] Odrasli Garcia-Marin i sur. 2010
Stakor | E16-P10 Csillik i sur. 2002
Mis Beglopoulos i sur. 2005
S100A4 Coviek 12-32 tjedp_a (zadnja Chan i sur. 2003.
menstruacija)
S100A5 Coviek 12-32 tjedrl_a (zadnja Chan i sur. 2003.
menstruacija)
S100A13 Coviek 12-32 tjedrl_a (zadnja Chan i sur. 2003.
menstruacija)
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Tablica 4. Popis biomarkera razli¢itih strukturnih stani¢nih proteina u subplate i intersticijskim

neuronima. Skraéenice kao u tablici 2.

BIOMARKER VRSTA | DOB 1ZVOR
Coviek Odrasli Kos_tovi_c i Rakic 1980
AChE Odrasli Smiley i sur. 1998
Majmun | Odrasli izmedu 4i7 g. Smiley i sur. 1998
Stakor | PO — P40 Robertson 2000
Adenilat ciklaza 1i 8 Mis P3-4, Odrasli Nicol i sur. 2005
Covjek Wolozin i sur. 1988
Valverde i sur. 1990
Alz-50 Macka Naegele i sur. 1991
Dunn i sur. 1995
Stakor Al-Ghoul i Miller 1989
Bcetll Mis E15i E18 Michishita i sur. 2004
Camk4 Stakor | E17> Navarro i sur. 2013
" Osheroff i Hatten 2009
Cplx3 Mis Hoeder-Suabedissen i Molnar 2013
. E18> Wolff i sur. 1984
Stakor -
GAD (67) P8 Navarro i sur. 2013
Mis Beglopoulos i sur. 2005
.. 14 — 42 PCW Honig i sur. 1996
GAP43 Covjek Bayatti i sur. 2008
GAT-1 éovjek Odrasli Garc_l'a-Marini sur. 2010
Stakor P5-P30 Yan i sur. 1997
.. 10.5 PCW Bayatti i sur. 2007
VGAT Coviek o Grasii Garcla-Marin i sur. 2010
Covjek | Odrasli Garcia-Marin i sur. 2010
vGLUTL Mis | E13-EL7 Ina i sur. 2007
Glutaminase Stakor | P54 Arimatsu i sur. 2003
KAT-1 Stakor | E16-21, P1-7 Csillik i sur. 2002
.. 16 PCW Bayatti i sur. 2007
keez Coviek e pcw Wang i sur. 2011
16 - 22 GW Sims i sur. 1988
33-94g. Meyer i sur. 1992
Covjek | 22 —42 PCW Honig i sur. 1996
16 PCW Bayatti i sur. 2007
MAP2 Odrasli Garcia-Marin 1 sur. 2010
Chunisur. 1987
Macka | E50, E56, E60 Chun i Shatz 1989a
E30-E60 Allendoerfer i sur. 1990
Stakor Choi i sur. 2010
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Tablica 4. Nastavak

BIOMARKER VRSTA | DOB 1ZVOR
NADE Mis E15-P1 Kendall i sur. 2003
Covjek | Odrasli Garcia-Marin i sur. 2010
. Torres-Reveron i Frielander 2007
NeuN Stakor P8 Navarro i sur. 2013
Mis P1-P9 Couégnas i sur. 2007
NRIF Mis E15-P1 Kendall i sur. 2003
SMI32 Covjek | Odrasli Garcia-Marin i sur. 2010
SP-1 Macka | P6, 10, 11, 12, 14 Wahle i sur. 1994
STOP Mis P1-P9 Couégnas i sur. 2007
Synaptojanin Covjek | 15GW>70g. Acrai i sur. 2001
Stakor E18 Sun i sur. 2002
TUJ1 Choi i sur. 2010
Mis PO> Del Rio i sur. 2000
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Tablica 5. Popis biomarkera neurotransmiterskih receptora u subplate i intersticijskim

neuronima. Skraéenice kao u tablici 2.

BIOMARKER VRSTA | DOB 1ZVOR
Majmun Meinicke i Rakic 1992
E16-PO Cobas i sur. 1991
GABAATECEPION | &iakor [ GD 18,20, PD 1 Van Eden i sur. 1995
Toress-Reveron i Frielander 2007
GABABR1iR2 Stakor E16-18, P7 Lopez-Bendito i sur. 2002
Covjek Okhotin i Kalinchenko 2003
Tvar P receptor Majmun Okhotin. i Kalinchenko 2003
Macka | P17 Matute i sur. 1993
Stakor Okhotin i Kalinchenko 2003
Somatostatin receptor Stakor Gonzalez i sur. 1989
Calcitonin receptor Stakor E19 Tolcos i sur. 2003
(CTR Cla)
AMPA/kainate « Torres-Reveron i Frielander 2007
Stakor
receptors
NMDA receptori Stakor Torres-Reveron i Frielander 2007
42 adrenergic receptor Majmun E65-E143, P1> Lidow i Rakic 1994
Stakor | P1> Winzer-Serhan i Leslie 1999
B adrenergic receptor | Majmun E90-128 (BAL17) i Lidow i Rakic 1994
E107-128
Covjek | 17-24 GW i 34-42 GW | Schroder i sur. 2001
04 nACHR Stakor | E20-P25 Ostermann i sur. 1995
o7 nAChR Stakor | E16-P10 Csillik i sur. 2002
. Covjek | Odrasli Smiley i sur. 1998
m2 receptori - — - ——
Majmun | Odrasli izmedu4i7 g. Smiley i sur. 1998
Covjek Kordower i Mufson 1992
Majmun Meinicke i Rakic 1993
p75NGFR Macka Allendoerfer i sur. 1990
Stakor Koh i Higgins 1991
Mis E16.5 Zhou i sur. 1999
Estrogen-R Stakor E18, E20, PO-P21 Miranda i Toran-Allerand 1992
Lparl/Edg2 Mis Hoerder-Suabedissen i Molnar 2013
c-Met Stakor | E18 Sun i sur. 2002
Trk Covjek | 5-34 GW Chen i sur. 1996
Erbb3 i Erbb4 Majmun Thompson i sur. 2007
GR Mis E17.5 Tsiarli i sur. 2013
- Jahagirdar i Wagner 2010
PR Stakor Jahagirdar i sur. 2012
Glicinski receptor Stakor Kilb i sur. 2008
VGFR-3 Stakor E17>
Pricklel Mis E16.5-E17.5 Liu isur. 2013
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Tablica 6. Popis transkripcijskih faktora i drugih gena eksprimiranih u subplate i inersticijskim

neuronima. Skraéenice kao u tablici 2.

BIOMARKER VRSTA | DOB 1ZVOR
Bclllb Mis Kwan i sur. 2008
Bhlhb5 Mis E16.5 Brunelli i sur. 2003
Clim2 Mis P3 Bulchand i sur. 2003
Dab-1 Covjek | Sredina gestacije Meyer i sur. 2003
EGR-1 (zif-268) Macka | 0.5i 1 tjedan Kaplan i sur. 1995
Emx1, Emx2 Mis Bishop i sur. 2003
Stakor | E12.5 Hirata i sur. 2004
Fezf2 Mis Chen i sur. 2005
E14.5, E16.5 Kwan i sur. 2008
Foxp2 Mis E14.5 Ferland i sur. 2003
Lmo3 Mis E17.5, P3 Bulchand i sur. 2003
Mibpl Mis E15.5-17.5 Campbell i Levitt 2003
Covjek | 12-22 PCW Wang i sur. 2011
E18, E20, E22, P3, P7, | Arimatsu i sur. 2003
Stakor | P14, P48, P54
P8 Navarro i sur. 2013
NURR1 Osheroff i Hatten 2009
Mi E15, E17, P9 Wang i sur. 2011
Hoerder-Suabedissen i Molnar 2013
Hoerder-Suabedissen i sur. 2013
Sox5 Mis E14.5, E16.5 Kwan i sur. 2008
Covjek | Prenatalno Bayatti i sur. 2007
TBR1 -~ -
Mis Beglopoulos i sur. 2005
Tle4 Mis Kwan i sur. 2008
Zfpm2 Mis Kwan i sur. 2008

19




Tablica 7. Popis biomarkera membranskih i ekstracelularnih proteina u subplate i

intersticijskim neuronima. Skracenice kao u tablici 2.

BIOMARKER VRSTA | DOB 1ZVOR
OLZZinC-bi[-Tding Coviek 14 PCW Wang i sur. 2011
globulin
CNR/Pcdha Mis E15-E17.5 Morishita i sur. 2004
Covjek | 12-22 PCW Wang i sur. 2011
Stakor | E16> Heuer i sur. 2003
CTGF E15, E17, P8 Wang i sur. 2011
Mis Hoerder-Suabedissen i Molnar 2013
Hoerder-Suabedissen i sur. 2013
Dab-1 Covjek | Sredina gestacije Meyer i sur. 2003
Majmun | E65, ES0,E95 Donoghue i Rakic 1999
Efrini Stakor Kenmuir i sur. 2012
Mis Bishop i sur. 2003
Coviek 14 PCW Wang i sur. 2011
Fetuin 20 - 40 PCW Elsas i sur. 2012
Stakor | PO—P8 Elsas i sur. 2012
GAP 43 Covjek | 16 PCW Bayatti i sur. 2007
HGF Stakor | E18 Sun i sur. 2002
MoxD1 Mis Hoerder-Suabedissen i sur. 2009
Neurexophilin 3 Mis Beglopoulos i sur. 2005
Stakor E16> Miller i sur. 1995
Neurocan Fukuda i sur. 1997
Mis E14.5 Ohyama i sur. 2004
Nogo-A Covjek | 16 —36 PCW Haybaeck i sur. 2013
Podocalyxin Mis E14-PO Vitureira i sur. 2005
PTP ( Mis E14.5, E 15.5 Ohyama i sur. 2004
SEZ-6 Mis E17.5 Kim i sur. 2002
Tmem163 Mis Osheroff i Hatten 2009
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1.3. Intersticijski neuroni bijele tvari odrasle mozdane kore

1.3.1. Klasi¢ni pogled na intersticijske neurone bijele tvari

Prvi opis intersticijskih neurona bijele tvari dao je Theodor Meynert 1867. godine kao
fuziformne neurone vertikalno orijentirane u kruni vijuge, a horizontalno ispod brazde (Meynert 1867,
Judas i sur. 2010a). Mnogi drugi istrazivaci toga doba uo€ili su intersticijske neurone bijele tvari i
smatrali ih normalnom sastavnicom bijele tvari ¢ovjeka (Boll 1874, Henle 1879, Judas i sur. 2010a).
Ovakav pogled na intersticijske neurone bijele tvari dobio je kona¢nu potvrdu u dvjema vrlo
utjecajnim klasiénim publikacijama o citoarhitektonici ljudskog mozga. Prvo su Cécile i Oskar Vogt u
svojem radu iz 1919. godine uveli ,,sedmi sloj* moZdane kore koji zbog povijesnih razloga nazivaju
slojem VIb (Vogt i Vogt 1919, Judas i sur. 2010a). Druga vazna potvrda postojanja intersticijskih
neurona bijele tvari kao normalnog dijela bijele tvari dosla je u knjizi Von Economa i Koskinasa
(Judas i sur. 2010a). U njihovoj knjizi iz 1925. godine, Von Economo i Koskinas detaljno su opisali
podsloj Vb, prijelaz u bijelu tvar, prisutnost intersticijskih neurona bijele tvari i njihovo razvojno
porijeklo (Von Economo i Koskinas 1925, Judas i sur. 2010a). Vazno je za spomenuti da osim §to su
ih smatrali normalnim nalazom u bijeloj tvari ¢ovjeka, Von Economo i Koskinas su tvrdili da se ovi
neuroni ne razvijaju od embrionalne kortikalne ploce, nego od neuroblasta koji su zastali u migraciji
ispod kortikalne plo¢e (Von Economo i Koskinas 1925, Judas i sur. 2010a). Von Economov u¢enik
José Aldama analizrao je mozdanu koru djece (u dobi od 11 mjeseci i 5.5 godina), te je pokazao da i u
ovom stadiju postoje mnogobrojni intersticijski neuroni bijele tvari, zbog ¢ega je tesko odrediti
preciznu granicu izmedu mozdane kore i bijele tvari u ovom stadiju (Aldama 1930, Judas i sur.
2010a). Zanimljivo je za spomenuti da Santiago Ramon y Cajal, Koji je prvi upotrebljavao termin
mintersticijski* za neurone smjestene izvan sive tvari mozga, neurone smjestene u bijeloj tvari mozga
covjeka nije smatrao posebnom skupinom neurona nego kao dislocirane duboke neurone dubokih
slojeva mozdane kore (Ramon y Cajal, 1911, 1995, Judas i sur. 2010a). Na temelju ovih radova
mozemo zakljuciti da su intersticijski neuroni bijele tvari na prijelazu 19. u 20. stoljece smatrani
normalnim sastojkom supkortikalne bijele tvari Covjeka. No ovakav stav bit ¢e snazno poljuljan u

nadolaze¢im godinama.

1.3.2. Klasi¢ni pogled o intersticijskim neuronima u razvojnim poremecajima mozga.

U to doba mnogi neuropatolozi zainteresirali su se za razvojne poremecéaje mozga, a te studije
razvijale su se u dva glavna pravca (Judas i sur. 2010a). Constantin von Monakow i njegovi studenti

razvili su prvi pristup ovom pitanju. Prema njihovom shvacanju, vecina poremecaja migracije
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kortikalnih neurona moze se svrstati pod naziv ,.heterotopia®, a najblazi oblik su pojedinacni neuroni
ili male grupice neurona koje su tijekom migracije zastale (ili su preusmjerene) na krivom mjestu
(uobicajeno u bijeloj tvari; Von Monakow 1901, Judas i sur. 2010a). Heinrich Vogt je podrzao slican
koncept najlakSeg poremecaja migracije, ali je istaknuo da se ovi neuroni mogu dalje razvijati,
preZivjeti i stvoriti veze, pa tako prolazni migracijski stadij postane trajno fiksirano stanje (Vogt 1905,
Judas i sur. 2010a). Isto tako tvrdio je da se intersticijski neuroni mogu uociti i u normalnim
mozgovima, ali uvijek unutar giralne bijele tvari, a u patoloskim slu¢ajevima su mnogo brojniji i mogu
se uociti i u dubokoj bijeloj tvari (Vogt 1905, Judas i sur. 2010a). Drugi pristup razvio je Otto Ranke
(Judas i sur. 2010a). U svojoj studiji iz 1910. godine Ranke (Ranke 1910) je uveo dva bitna shvacanja
0 neuronima smjestenim u bijeloj tvari: a) da ova populacija neurona predstavalja specifi¢énu
funkcionalnu, ali prolaznu, fetalnu populaciju neurona, koja nestaje nakon $to ispuni svoju razvojnu
ulogu i b) da je njihovo prezivljenje u postnatalnom ili odraslom mozgu o¢iti znak patologije (Judas i
sur. 2010a). Velika veéina neuropatologa je prihvatila Rankeov stav o neuronima bijele tvari, te su
trebala gotovo dva desetljeca da se intersticijski neuroni bijele tvari ponovno po¢nu smatrati

normalnim dijelom bijele tvari (Judas i sur. 2010a).

1.3.3. Intersticijski neuroni bijele tvari nakon otkri¢a subplate zone

Kako je ve¢ spomenuto, subplate zona postupno nestaje kao zasebni, prepoznatljiv
arhitektonski sloj. S druge strane, subplate neuroni su o¢uvani i ukljucuju se u bijelu tvar mozdane
kore, te se nazivaju intersticijski neuroni bijele tvari (Kostovi¢ i Rakic 1980, 1990, Valverde i Facal-
Valverde 1988, Chun i Shatz 1989b). Autoradiografijom kod majmuna (Kostovi¢ i Rakic 1980) i
macke (Chun i Shatz 1989b) je dokazano da intersticijski neuroni bijele tvari potjecu od subplate
neurona i da su medu najstarijim neuronima mozdane kore. Kod Rodentia i Carnivora uocena je
znacajna degeneracija subplate neurona, i njihova programirana smrt, pa je populacija intersticijskih
neurona bijele tvari znac¢ajno smanjena (Luskin i Shatz 1985, Wahle i Meyer 1987, Valverde i Facal-
Valverde 1988, Chun i Shatz 1989, Woo i sur. 1991, Allendoerfer i Shatz 1994, Hoerder-Suabedissen i
Molnar 2013). Programirana smrt subplate neurona ne pogada jednako sve subpopulacije. U nedavnoj
studiji Hoerder-Suabedissen i Molnar su pokazali na mi$u da subpopulacije suplate neurona koje
eksprimiraju Nurrl, Lparl i Cplx3 selektivno prezivljavaju programiranu smrt stanica (Hoerder-
Suabedissen i Molnar 2013). S druge strane, iako je kod primata i covjeka opisana degeneracija i
programirana smrt pojedina¢nih subplate neurona, masivno nestajanje subplate neurona nije nikada
uoceno (Kostovi¢ i Rakic 1980, 1990, Mrzljak i sur. 1988). Studije koje bi se bavile brojno$¢u
intersticijskih neurona u bijeloj tvari covjeka i analizom prezivjelih subpopulacija subplate neurona

dosada nisu radene.
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Neuroni bijele tvari mogu se pronaci ispod svih podru¢ja mozdane kore, kako kod Covjeka
tako i1 kod eksperimentalnih Zivotinja (Valverde i Facal-Valverde 1988, Valverde i sur. 1989, Meyer i
sur. 1992, Garcia-Marin i sur. 2010). Postoje razlike u gusto¢i neurona bijele tvari u razli¢itim
podrucjima mozdane kore (Meyer i sur. 1992, Rojiani i sur. 1996, Smiley i sur. 1998, Okhotin i
Kalinichenko 2003, Eastwood i Harrison 2003, 2005, Garcia-Marin i sur. 2010). Najveca gustoca
intersticijskih neurona bijele tvari uo¢ljiva je odmah ispod mozdane kore i opada s udaljenosti od
granice sive i bijele tvari (Meyer i sur. 1992, Rojiani i sur. 1996, Smiley i sur. 1998, Okhotin i
Kalinichenko 2003, Eastwood i Harrison 2003, 2005, Garcia-Marin i sur. 2010). Zanimljivo je da je
nedavna studija Garcia-Marina i suradnika pokazala da razlike u gusto¢i intersticijskih neurona bijele
tvari izmedu razli¢itih podru¢ja mozdane kore nastaju prevenstveno zbog razlike u gusto¢i neurona u
povrsinskom dijelu bijele tvari, dok je gusto¢a neurona u dubokom dijelu bijele tvari vrlo sliéna u

razli¢itim podruc¢jima (Garcia-Marin i sur. 2010).

1.3.4. Morfoloski i molekularni fenotipovi intersticijskih neurona.

Intersticijski neuroni bijele tvari su heterogena skupina razli¢itih morfoloskih fenotipova, kao
$to su: fuziformni (Kostovi¢ i Rakic 1980, Okhotin i Kalinichenko 2003, Garcia-Marin i sur. 2010),
polimorfni (Kostovi¢ i Rakic 1980, Okhotin i Kalinichenko 2003, Garcia-Marin i sur. 2010), piramidni
(Meyer i sur. 1992) i zvjezdasti (Meyer i sur. 1992). O udjelu razli¢itih morfoloskih tipova postoje
oprec¢ni stavovi. Veéina autora navodi da su ti neuroni uglavnom fuziformni i polimorfni, dok su
Meyer i suradnici opisali intersticijske neurone bijele tvari kao pretezno piramidne (Meyer i sur.
1992). Garcia-Marin i suradnici su na temelju imunohistokemijske analize ekspresije SMI32 proteina
u intersticijskim neuronima bijele tvari zakljucili da su to ve¢inom ekscitacijski neuroni s dendritickim
trnovima, no nisu ih izrijekom opisali kao piramidne (Garcia-Marin i sur. 2010). Polimorfni neuroni su
smjesteni bliZze granici sive i bijele tvari, dok su fuziformni neuroni smjesteni dublje u bijeloj tvari
(Kostovi¢ i Rakic 1980, Okhotin i Kalinichenko 2003, Garcia-Marin i sur. 2010). Pretpostavlja se da
na morfologiju neurona utjece orijentacija snopova aksona u bijeloj tvari (Okhotin i Kalinichenko
2003).

Aktivni sinapticki kontakti se mogu uociti na dendritima i somi intersticijskih neurona bijele
tvari. Broj aksosomatskih sinapsi je malen, smanjuje se s dobi i pracen je povecanjem broja
aksodendritickih sinapsi (Kostovi¢ i Rakic 1980). O vrsti sinapsi na tijelu i dendritima intersticijskih
neurona postoje oprecni nalazi. Kostovi¢ i Rakic su u svojoj studiji 1980. godine pokazali da su
aksosomatske sinapse simetricne i asimetricne dok su aksodendriticke sinapse samo asimetri¢ne
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(Kostovi¢ i Rakic 1980). Rezultati nedavne studije Garcia-Marin i suradnika iz 2010 godine pokazuju
da su aksosomatske sinapse samo simetri¢ne, dok su aksodendriti¢ke sinapse simetri¢ne i asimetri¢ne
(Garcia-Marin i sur. 2010). Gustoca sinapsi na intersticijskim neuronima bijele tvari je vrlo niska, te se

smanjuje s dubinom smjestaja u bijeloj tvari (Kostovi¢ i Rakic 1980, Garcia-Marin i sur. 2010).

Intersticijski neuroni mogu biti i projekcijski (glutamatni) neuroni i interneuroni (GABA +
peptidi). Za razliku od subplate neurona, gdje je GABA kao neurotransmiter dokazana izravnom
imunohistokemijom, kod intersticijskih neurona bijele tvari ni jedna studija nije analizirala ekspresiju
GABA na ovakav nacin. Indirektni dokaz da intersticijski neuroni bijele tvari pripadaju
GABAergickoj subpopulaciji nalazimo u ekspresiji tri najéesc¢a puferska proteina za kalcij (kalbindin,
kalretinin i parvalbumin, Tablica3) i GABA transportera (Tablica 4). Studije koje su analizirale
ekspresiju razlicitih neurotransmitera kod intersticijskih neurona bijele tvari najcesce su se bavile
ekspresijom NO (Tablica 2, Okhotin i Kalinchenko 2003). NO pozitivni neuroni vrlo ¢esto Salju svoje
aksone prema krvnim Zilama, pa je stoga predloZeno da reguliraju lokalnu mikrocirkulaciju (Okhotin i
Kalinichenko 2003, Suarez-Sola i sur. 2009). Uz NO opisana je i ekspresija NPY, somatostatina, tvari
P, kolecistokinina i APP neuropeptida u intersticijskim neuronima bijele tvari (Tablica 2). Sli¢no kao i
za GABA populaciju, glutamatna populacija dokazana je na temelju piramidne morfologije (Meyer i
sur. 1992) i molekularnih biomarkera (vVGLUT, MAP2, SMI32; Tablica 4).
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2. Hipoteza

Ovaj rad se temelji na dvije medusobno povezane hipoteze, od kojih je prva bitna za
komparativnu razvojnu neurobiologiju, a druga za razvojnu i odraslu neuropatologiju. Prva hipoteza
jest da SP/intersticijski neuroni imaju dvojno porijeklo, to jest da ,,subplate” zona u mozgu majmuna i
covjeka sadrzi: (a) filogenetski stariju populaciju projekcijskih neurona koji su nastali u VZ i
molekularne markere dijele s neuronima infragranularnih slojeva VI i V, te (b) filogenetski noviju
populaciju projekcijskih neurona koji su nastali u SVZ i molekularne markere dijele s neuronima
supragranularnih slojeva III i II. Prva populacija je zajednicka mozgu glodavaca i primata, a druga

populacija je specifi¢na za evoluciju mozga primata i covjeka.

Druga hipoteza jest da postoje regionalne razlike u morfoloskim i molekularnim fenotipovima
intersticijskih neurona, da su te razlike u skladu s regionalnim trendovima u samoj mozdanoj kori
(slojevima Il — IV — npr. trendovi piramidalizacije, granularizacije) te da te razlike ne ovise o

topografskom poloZaju neurona u razlic¢itim dijelovima girusa (culmen, stijenka, fundus).
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3. Ciljevi rada

Op¢i cilj rada jest analizirati razvojno porijeklo intersticijskih neurona i regionalne razlike u

njihovoj distribuciji, morfoloskim i molekularnim fenotipovima u odraslom mozgu.
Specificni ciljevi su:

1. Utvrditi jesu li kod intersticijskih neurona o¢uvani svi morfoloski tipovi fetalnih subplate

neurona ili su u odraslom mozgu preostali samo neki od tih tipova

2. Usporediti regionalne razlike u brojnosti intersticijskin neurona u primarnim osjetnim (vidno,
somatosenzibilno), primarnim motoric¢kim (gyrus precentralis), asocijacijskim (prefrontalna

kora, donji tjemeni reznji¢) i limbickim (gyrus cinguli) podrucjima mozdane kore.

3. Utvrditi postoje li razlike u relativnoj ucestalosti intersticijskih neurona piramidne, vretenaste
ili interneuronske morfologije u kortikalnim podrucjima koja su karakterizirana
piramidalizacijom (veéina stanica poprima piramidni oblik — npr. precentralni girus), odnosno

granularizacijom (vecina stanica poprima zrnati oblik — npr. primarna vidna kora).

4. Utvrditi jesu li regionalne razlike u morfologiji intersticijskih neurona ovisne o morfologiji i
topografiji kortikalnih vijuga — jesu li razlike u morfoloskim tipovima uo€ljive jedino u bijeloj
tvari krune girusa, dok su neuroni na dnu svih sulkusa uniformno fuziformni i vodoravno

orijentirani?

5. Utvrditi imaju li intersticijski neuroni iste molekularne biomarkere (transkripcijske faktore)
kao neuroni infragranularnih slojeva (slojevi V1'i V), kao neuroni supragranularnih slojeva
(slojevi I1'i 1), ili kombinaciju obje vrste biomarkera u razli¢itim omjerima, ovisno o

kortikalnom podruéju (asocijacijska vs. primarna kora).
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4. Materijal i metode

U izradi ove studije koriStene su metode za analizu ekspresije gena te analizu ekspresije
proteina. Posljedi¢no tome koriStene su i tri vrste uzoraka tkiva. Studija je izradena na postmortalnim
uzorcima ljudskog mozdanog tkiva. Svi koriSteni uzorci su uzeti iz mozgova bez vidljivih
neuropatoloskih promjena, s urednom citoarhitektonskom gradom, te bez anamnestickih znakova

postojanja psihijatrijske ili neuroloske bolesti.

4.1. Analiza ekspresije proteina — Imunohistokemija

Za analizu ekspresije proteina koristili smo metodu imunohistokemije. Imunohistokemija je
radena prema standardnom protokolu laboratorija za imunohistokemiju Hrvatskog instituta za
istrazivanje mozga. Postmortalni uzorci odraslog ljudskog mozga fiksirani su u otopini 4%
paraformaldehida puferiranog fosfatnim puferom (pH = 7.4) od 4 do 8 tjedana. Potpuno fiksirani
mozgovi serijski su izrezani u koronarnoj ravnini u kriske debljine 1.5 do 2 cm (Slika 1.). Svaka takva
kriska je podijeljena u manje blokove (Slika 2.) koji su dvojako obradeni: blokovi namijenjeni za
krioprezervaciju stavljeni su u 10% otopinu saharoze, a blokovi namijenjeni za parafinsko uklapanje
stavljeni su u 70% otopinu etanola. Postupak krioprotekcije se provodio na sljedeci nacin: nakon
potpunog potonuca blokova u 10% otopini saharoze, mozgovi su premjesteni u 20% otopinu saharoze.
Nakon potonuca blokova u 20% otopini saharoze blokovi su zaledeni na suhom ledu te pohranjeni za
trajno ¢uvanje na -80 °C. Blokovi namijenjeni za parafinsko uklapanje su prosli postupak dehidracije
kroz seriju etanola kako slijedi: 70%, 90%, 95% i 100% etanol. Nakon toga blokovi su uronjeni u
parafin, te nakon orijentacije blokova uklopljeni u parafin i pohranjeni na sobnoj temperaturi.
Krioprotektirani blokovi su odabrani za imunohistokemijsku studiju (5 blokova po mozgu, Tablica 8.).
Blokovi su rezani na kriostatu (Leica CM3000) na 100 um debljine. Za potrebe studije analizirani su
sljede¢i proteini: NeuN (1:500), MAP2 (1:200), KCC2 (1:2000) i Parvalbumin (1:1000) (Tablica 8.).

Koristena je ,,free-floating® metoda imunohistokemije prema sljede¢em protokolu:

1. Pretretman u otopini metanol peroksida (7.5ml metanola, 2.5ml dH,O, 15um H,0,) — 30

minuta
2. lIspiranje u PBS-u — 3x 10 minuta

3. Blokiranje u otopini 5% BSA i 0.5% Tritona X-100 pripremljenoj u PBS-u — 1 sat
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10.

11.

12.

13.

14.

Inkubacija u primarnom protutijelu na sobnoj temperaturi — 1 sat
Inkubacija u primarnom protutijelu na +4 °C — preko noci
Ispiranje u PBS-u — 3x 10 minuta

Inkubacija u sekundarnom protutijelu — 1 sat

Ispiranje u PBS-u — 3x 10 minuta

Inkubacija u tercijarnom protutijelu — 1 sat

Isprianje u PBS-u — 3x 10 minuta

Razvijanje preparata s pomo¢u DAB kompleksa (Sigma fast DAB with metal enhancer set) —

prema potrebi
Ispiranje u PBS-u — 3x 10 minuta
Susenje preparata na sobnoj temperaturi

Pokrivanje preparata sredstvom Histamount
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Slika 1. Podijela mozdane polutke na kriske. Desna polutka ljudskog mozga podijeljena je u 10
kriski oznac¢enih kao D1 — D10. Debljina jedne kriske (1.5 do 2 cm) uvjetuje ukupan broj kriski u
polutci.
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Slika 2. Podjela kriski na manje blokove tkiva. Primjer podjele i oznacavanja kriski na manje
blokove za izradu histoloskih preparata. Svaki blok oznaéen je s dva slova i jednom brojkom. Prvo
slovo oznacéava polutku (u ovom slucaju desna polutka — D), broj oznacava redni broj kriske u mozgu
od ¢eonog pola prema zatiljnom polu (npr. D2 — druga kriska u desnoj polutci) i drugo slovo
oznacava manji blok u kriski (u smjeru kazaljke na satu).
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Tablica 8. Popis uzoraka Kkoristenih u ovom radu. PCW = postovulacijski tjedni.

MOZAK

DOB

METODA

BLOK

CO 366

66 godina

NeuN

D2 VENT

D4 DORZ MED

D4 DORZ LAT

D5 TEMP

D10 OCC VIS

Parvalbumin

D4 DORZ LAT

D5 TEMP

CO 369

51 godina

NeuN

D2B

D4A

D6A

D8A

KCC2

D2B

D4A

D7C

MAP2

L2A

L4B

L4D

C0 371

N/A

NeuN

L2B

L4A

L5 ANG

L6 HIPP A

L9A

Parvalbumin

L2B

L4A

LS ANG

L6 HIPP A

L9A

CD 277

13 mjeseci

KCC2

ENT

HIPP

FRONT

VIDNI

CF 588

17 PCW

KCC2

L3

CD 297

20 PCW

KCC2

D2

S40/09

20 PCW

KCC2

D3

F89/09

22 PCW

KCC2

D3

CD 320

23 PCW

KCC2

D2

D3

CD 293

24 PCW

KCC2

D2
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MOZAK DOB METODA BLOK
CD 311 25 PCW KCC2 D3
CING2
CD 289 3 mjeseca KCC2 CING3
CING4
CF 597 31 PCW KCC2 L4
CF 551 33 PCW KCC2 D4
CF 554 36 PCW KCC2 D2A
CF 587 40 PCW KCC2 D5
D1 DORZ
D4 DORZ
. _ D4 VENT
CD 255 6,5 godina KCC2 DB
HIPP
L1 DORZ
R} . FRONT
CD 277 13 mjeseci MAP2 VIDNI
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4.2. Histokemijski prikaz aktivnosti nikotin-adenin dinukleotid fosfat-
dijaforaze (NADPH-d)

Mozgovi koristeni za NADPH-d histokemiju fiksirani su u 4% paraformaldehidu puferiranom
fosfatnim puferom (pH = 7.4) u trajanju od 24 do 48 sati, te su izrezani u koronarnoj ravnini. Blokovi
su krioprotektirani u seriji otopina saharoze koncentracija od 5% do 30%, smrznuti i izrezani na
kriostatu (Leitz, Savezna Republika Njemacka) u preparate debljine 40 — 90 um. NADPH-d
histokemija radena je prema standardnom protokolu laboratorija za neurohistologiju i kemijsku
anatomiju Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga (Ellison i sur. 1987, Judas i sur. 1999).
Inkubacijska otopina (50 ml 0.1M PBS — ph = 8.0; 1 ml 0.8% Triton X-100; 1 mM beta-NADPH-d;
0.8 mM nitro-blue tetrazolium) je svjeze pripremljena, te su slobodno plutajuéi rezovi ili rezovi
montirani na predmetna stakalca inkubirani od 3 do 7 sati na 37 °C. Reakcija je prekinuta uranjanjem
obojanih rezova u 0.1 M PBS. Rezovi su hakon toga isprani u destiliranoj vodi, postavljeni na
predmetna stakalca, suSeni preko no¢i, dehidrirani u stupnjevanoj seriji etanola, kratko o¢is¢eni u

xylolu i pokriveni pokrovnim stakalcima uz koristenje medija Permount.

4.3. Stereoloska analiza preparata

U svrhu odredivanja brojnosti intersticijskih neurona bijele tvari u¢injena je stereoloska
analiza imunohistokemijskih NeuN preparata. Analiza je u¢injena pomoc¢u programa Stereo
Investigator (MBF Bioscience, Sjedinjene Americke Drzave) i Olympus BX51 motoriziranog
mikroskopa sa sljede¢im postavkama: veli¢ina optikog polja = 1 mm?, veli¢ina polja brojanja = 100
um®, visina opti¢kog disektora = 80 pm. Sveukupno je analizirano 42 preparata (Tablica 8). Na
svakom preparatu prvo je odredena kontura preparata, te nakon toga bijela tvar preparata podijeljena je
u segmente prema pripadnosti razli¢itim vijugama. Bijela tvar koja pripada odredenoj vijuzi definirana
je kao bijela tvar izmedu stijenki vijuge, te bijela tvar ispod dna dviju susjednih brazdi do dubine od 3

mm (Slika 3, 4 i 5). Svaki segment bijele tvari zasebno je analiziran.
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Slika 3. Segmenti bijele tvari u CO 366. Bijela tvar podijeljena je u segmente ispod vijuga. Svaki

segment oznacen je drugom bojom, a bijele tocke predstavljaju mjesta gdje se nalaze intersticijski
neuroni bijele tvari. CO 366 D2 VENT (A — C), CO 366 D4 DORZ LAT (E — G), CO 366 D4 DORZ
MED (H -1), CO 366 D5 TEMP (J — L), CO 366 D10 OCC VIS (M — 0).
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Slika 4. Segmenti bijele tvari u CO 369. Bijela tvar podijeljena je u segmente ispod vijuga. Svaki

segment oznacen je drugom bojom, a bijele tocke predstavljaju mjesta gdje se nalaze intersticijski
neuroni bijele tvari. CO 369 D2B (A — C), CO 369 D4A (E — G), CO 369 D6A (H — 1), CO 369 D8A
(J-1L).
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Slika 5. Segmenti bijele tvari u CO 371. Bijela tvar podijeljena je u segmente ispod vijuga. Svaki

segment oznacen je drugom bojom, a bijele tocke predstavljaju mjesta gdje se nalaze intersticijski
neuroni bijele tvari. CO 371 L2B (A — C), CO 371 L4A (E — G), CO CO 371 L5 ANG (H—1), CO 371
L6 HIPP A (J—L), CO 371 L9A (M - O).
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4.4. In vivo analiza volumena mozga

4.4.1. Ispitanici i snimanje

U svrhu odredivanja volumena bijele tvari kod ¢ovjeka ucinjeno je MR snimanje cetvoro

zdravih dobrovoljaca u dobi od 21 — 24 godine zivota (Tablica 9). MR snimanja u¢injena su na

Poliklinici Neuron pri Hrvatskom institutu za istrazivanje mozga na MR uredaju snage magnetskog

polja 3 Tesla (Magnetom TrioTim, Siemens, Savezna Republika Njemacka). Ispitanici su snimani u 12

kanalnom prijamniku za glavu, a za volumetrijsku analizu je koristena visoko rezolucijska 3D

MPRAGE sekvenca u sagitalnoj ravnini sa sljede¢im parametrima snimanja: TR/TE = 2300/3ms, kut

savijanja = 9°, matrica = 256 x 256, veli¢ina voksela = 1x1x1 mm.

Tablica 9. Ispitanici i volumeni bijele tvari.

Volumen bijele

Volumen bijele tvari

Volumen bijele tvari

Mozak tvari (mm°) izvan vijuga (mm?) vijuga (mm?®)
MM 001 740.028,45 122.257,7 617.770,75
MM 002 571.764,5 81.212,59 490.551,91
MZ 001 523.782,63 95.374,67 428.407,96
MZ 002 481.036,53 86.673,86 394.362,67
Srednja vrijednost 579.153,0275 96.379,705 482.773,3225

4.4.2. Volumetrijska analiza

Za volumetrijsku analizu koriStena je automatska metoda segmentacije mozdanih volumena uz

pomo¢ racunalnog programa CIVET (McGill University, Montreal , Kanada). Koristeni program na

temelju razlika u intezitetima pojedinacnih voksela automatski pronalazi granicu izmedu razli¢itih

mozdanih volumena (npr. izmedu sive i bijele tvari ili izmedu sive tvari i likvora). Nakon §to je

ucinjena automatska segmentacija mozdanih volumena, pristupilo se odredivanju volumena bijele

tvari vijuga. Bijelom tvari koja ne pripada vijugama smatrana je sva bijela tvar koja se nalazi ispod 3

mm od dna brazde. Za tu svrhu koristen je program Analyze 8.1. (Mayo Clinic, Sjedinjene Americke

Drzave). Na MR snimkama odredena je dubina od 3 mm ispod dna brazde, te su susjedne tocke

povezane u jedinstveni volumen. Nakon $to je utvrden volumen ovako dobivene bijele tvari koja ne

pripada vijugama, isti je oduzet od ukupne bijele tvari te je dobiven volumen bijele tvari vijuga.
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4.5. Analiza ekspresije gena (transkriptoma) ljudskog mozga pomo¢éu

mikropostroja

Analiza ekspresije gena uéinjena je u laboratoriju prof. dr. sc. Nenada Sestana (Yale
University School of Medicine, Department of Neurobiology) pomoc¢u metode mikropostroja (eng.
Microarray). Uzorci koristeni u ovom dijelu studije podijeljeni su u 15 stadija prema razvojnoj dobi
(Tablica 10). Analizirano je 16 razli¢itih podruc¢ja ljudskog mozga (Tablica 11) iz 57 ljudskih
mozgova u rasponu dobi od 5.7 postovulacijskih tjedana do 82 godine Zivota. Uzorci su uzeti svjezi,
nefiksirani i smrznuti u izopentanu ohladenom na -40 °C, te pohranjeni u ledenice na -80 °C. Prvi
korak izolacije RNA iz uzoraka je mehanicko usitnjavanje uzoraka u tarionicima u teku¢em dusiku,
kako bi se sprijecilo topljenje uzoraka i degradacija RNA. Za lizu tkiva koriSten je homogenizator s
metalnim kuglicama (Bullet Blender, Next Advance), pri ¢emu su 60 mg smrvljenog tkiva i jednaka
koli¢ina metalnih kuglica stavljeni u ohladenu tubicu za mikrocentrifugu. Dva volumena RTL otopine
(Qiagen) su dodani tkivu i kuglicama. Uzorci su mijesani u homogenizatoru 1 minutu. Nakon provjere
pogledom da je postignuta Zeljena homogenizacija, uzorci su 5 minuta inkubirani na 37 °C. Nakon
toga, RTL otopina je dodana do 0.6 ml te ponovno homogenizirana 1 minutu. Ukupna RNA izolirana
je pomocu nefenolnog postupka, koriste¢i Rneasy Plus Mini kit (Qiagen), pri ¢emu su uzorci tretirani
DNase-om (Turbo DNase, Ambion) prema uputama proizvodaca. Apsorbancija izolirane RNA je
izmjerena uredajem NanoDrop (Thermo Scientific), te su uzorci s omjerom Axgo-Aago iznad 1.9
smatrani kvalitetnim uzorcima pogodnim za daljnju analizu. Vrijednost RIN (eng. RNA integrity
number — Broj RNA integriteta) odredena je pomoc¢u Bioanalyzer RNA 6000 Nano ili 6000 Pico
paketa (Agilent) ovisno o koli¢ini RNA, te su uzorci s vrijednostima ve¢im od 5.5 smatrani dovoljno
kvalitetnima za nastavak analize. Za analizu transkriptoma ljudskog mozga koristeni su Affymetrix
GeneChip Human Exon 1.0 ST mikropostroji. Hibridizacija na mikropostroj u€injena je u Yale Center
for Genome Analysis (Yale University, New Haven, CT, Sjedinjene Americke Drzave) i u Gene Logic
Inc. (Gaithersburg, MD, Sjedinjene Americke Drzave) prema uputama proizvodaca, te nakon provjere
kvalitete hibridizacije na mikropostroj, kreirani su CEL dokumenti. Nakon provjere kvalitete
dobivenih rezultata i eliminacije uzoraka nezadovoljavajuce kvalitete, 1.340 uzoraka koriSteno je za
analizu transkriptoma ljudskog mozga (za detalje vidi Kang i sur. 2011). Za analizu uzoraka koristen
je program Partek Genomic Suite 6.5 (Partek Incorporated, St. Louis, MO. Sjedinjene Americke
Drzave). Koristene postavke za analizu uzoraka su: RMA korekcija pozadinskog Suma, kvantilna
normalizacija, aritmeti¢ka sredina za sumaciju setova proba i log,-transformacija dobivenih inteziteta
flourescencije. Za analizu koriSteni su setovi proba iz ,,pro§irenog™ seta proba (setovi proba koje
hibridiziraju na Genebank mRNA koje nisu oznacene kao puni transkripti i Ensembl kolekciju gena).

Iz analize su iskljuene sve probe koje sadrzavaju SNP-ove u svojoj sekvenci. Srednja vrijednost za
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sve probe u ,,prosirenom* setu koristena je za odredivanje razine ekspresije gena. Geni s log,-
transformiranom vrijednoséu ve¢om od 5.50 smatrani su kao eksprimirani u nasim uzorcima (log,-

vrijednost>5.50).

Tablica 10. Stadiji razvoja ljudskog mozga prema Kang i sur. (2011). PCW = postovulacijski
tjedni.

STADIJ DOB

1 4 -8 PCW

2 8 -10 PCW
3 10-13 PCV
4 13 -16 PCW
5 16 — 19 PCW
6 19 — 24 PCW
7 24 — 38 PCW
8 0 — 6 Mjeseci
9 6 — 12 Mjeseci
10 1 -6 Godina
11 6 — 12 Godina
12 12 — 20 Godina
13 20 — 40 Godina
14 40 — 60 Godina
15 60 Godina >




Tablica 11. Popis analiziranih podru¢ja mozga prema Kang i sur. (2011).

KRATICA PODRUCJE

OFC Orbitalna prefrontalna kora

DFC Dorzolateralna prefrontalna kora
VFC Ventrolateralna prefrontalna kora
MFC Medijalna prefrontalna kora
M1C Primarna motoricka kora

S1C Primarna somatosenzibilna kora

IPC Straznja parijetalna kora

AlC Primarna slusna kora

STC Gornja temporalna kora

ITC Donja temporalna kora

V1C Primarna vidna kora

HIP Hipokampus
AMY Amigdala

STR Strijatum

MD Mediodorzalna jezgra talamusa
CBC Mali mozak
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5. Rezultati

5.1. Brojnost intersticijskih neurona bijele tvari

Ukupan broj intersticijskih neurona bijele tvari u mozgu ¢ovjeka dosada nije utvrden. U svrhu
utvrdivanja broja intersticijskih neurona bijele tvari potrebno je dobiti dvije vrste podataka: a) gusto¢u
intersticijskih neurona bijele tvari u mozgu po mm? (Tablica 12) i b) prosje¢an volumen bijele tvari u
vijugama ljudskog mozga (Tablica 9). Prosjecan volumen bijele tvari mozga ¢ovjeka iznosi
579.153,03 mm?, a prosjecan volumen bijele tvari vijuga iznosi 482.773,32 mm® §to iznosi 83%
ukupne bijele tvari. Prijasnje studije su pokazale da gustoca intersticijskih neurona bijele tvari
pokazuje velike interindividualne razlike, te se mijenja s dobi (Garcia-Marin i sur. 2010). U naSoj
studiji prosje¢na gusto¢a neurona bijele tvari u tri mozga iznosila je: 861,78, 1263,31 i 1403,65
neurona/mm?®. Mnoze¢i prosjeéni volumen bijele tvari vijuga s gustoéom intersticijskih neurona bijele
tvari dolazimo do ukupnog broja intersticijskih neurona bijele tvari u mozgu koji iznosi:
416.044.391,7, 609.892.362,9 i 677.644.770,6 neurona u mozgu ¢ovjeka. Prema ovim rezultatima
intersticijskih neurona bijele tvari u ¢ovjeCem mozgu ima vise od ukupnog broja neurona u mozgu
misa, hr¢ka, stakora i zamorca (Herculano-Houzel i sur. 2006), a njihov broj je usporediv s ukupnim
brojem neurona u mozgu majmuna vrste marmozet (Herculano-Houzel i sur. 2007). Ovako veliki broj
ukazuje da su intersticijski neuroni bijele tvari vrlo vazna funkcionalna populacija u mozgu Covjeka, te

da velika vecina subplate neurona u ljudskom mozgu prezivi do odrasle dobi.

Analiza regionalnih razlika u gusto¢i intersticijskih neurona bijele tvari pokazala je da postoje
male regionalne razlike izmedu razli¢itih reznjeva. Najmanja gustoca intersticijskih neurona
zabiljeZena je u limbi¢kom reznju (Gyrus cinguli — 916,66). Ceoni (1.229,59), tiemeni (1.208,38),
zatiljni (1.195,11) i sljepoocni (1.124,79) rezanj pokazuju sli¢ne vrijednosti gustoce intersticijskih

neurona.
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Tablica 12. Gusto¢a intersticijskih neurona bijele tvari u pojedina¢nim segmentima bijele tvari

p - Procijenjeni broj | Volumen | Gustoéa neurona
reparat Podrucje neurona (mm3) 00 mm?

C0O366 D2 VENT 001 Segment 1 3.000 2.22 1.351,35
C0O366 D2 VENT 001 Segment 2 3.375 2.67 1.264,04
C0O366 D2 VENT 001 Segment 3 4.875 2.43 2.006,17
C0O366 D2 VENT 001 Segment 4 2.875 3.31 868,58
C0O366 D2 VENT 001 Segment 5 3.000 3.58 837,99
C0O366 D2 VENT 001 Segment 6 7.375 4.67 1.579,23
C0O366 D2 VENT 001 Segment 7 8.375 4.59 1.824,62
C0O366 D2 VENT 001 Segment 8 3.125 2.77 1.128,16
C0O366 D2 VENT 001 Segment 9 12.250 3.65 3.356,16
C0O366 D2 VENT 003 Segment 1 3.625 2.88 1.258,68
C0O366 D2 VENT 003 Segment 2 5.375 2.38 2.258,40
C0O366 D2 VENT 003 Segment 3 4.250 2.40 1.770,83
C0O366 D2 VENT 003 Segment 4 3.250 3.22 1.009,32
C0O366 D2 VENT 003 Segment 5 3.125 3.61 865,65
C0O366 D2 VENT 003 Segment 6 6.375 4.23 1.507,09
C0O366 D2 VENT 003 Segment 7 10.000 4.24 2.358,49
C0O366 D2 VENT 003 Segment 8 1.500 2.64 568,18
C0O366 D2 VENT 003 Segment 9 10.625 3.51 3.027,07
C0O366 D2 VENT 004 Segment 1 2.375 2.08 1.141,83
C0O366 D2 VENT 004 Segment 2 4.125 2.84 1.452,46
C0O366 D2 VENT 004 Segment 3 3.625 2.53 1.432,81
C0O366 D2 VENT 004 Segment 4 2.500 3.38 739,64
C0O366 D2 VENT 004 Segment 5 4.625 3.65 1.267,12
C0O366 D2 VENT 004 Segment 6 7.000 5.19 1.348,75
C0O366 D2 VENT 004 Segment 7 8.750 4.88 1.793,03
C0O366 D2 VENT 004 Segment 8 3.375 2.71 1.245,39
C0O366 D2 VENT 004 Segment 9 16.125 4.27 3.776,35
C0O366 D4 DORZ MED 005 | Segment 1 6.875 5.65 1.216,81
C0366 D4 DORZ MED 005 | Segment 2 17.625 14.76 1.194,11
C0366 D4 DORZ MED 005 | Segment 3 7.750 4.34 1.785,71
C0366 D4 DORZ MED 004 | Segment 1 4.750 5.67 837,74
C0366 D4 DORZ MED 004 | Segment 2 16.750 14.04 1.193,02
C0O366 D4 DORZ MED 004 | Segment 3 4.000 3.95 1.012,66
C0366 D4 DORZ MED 003 | Segment 1 5.500 5.50 1.000,00
C0366 D4 DORZ MED 003 | Segment 2 22.250 13.07 1.702,37
C0O366 D4 DORZ MED 003 | Segment 3 5.750 4.66 1.233,91
C0366 D4 DORZ LAT 005 Segment 1 10.375 5.80 1.788,79
C0O366 D4 DORZ LAT 005 Segment 2 6.875 7.49 917,89
C0O366 D4 DORZ LAT 005 Segment 3 13.750 15.71 875,24
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p . Procijenjeni broj | Volumen | Gustoéa neurona
reparat Podrudje 3 3
neurona (mm?) po mm

C0O366 D4 DORZ LAT 002 Segment 1 4.750 4.88 973,36
C0O366 D4 DORZ LAT 002 Segment 2 7.875 6.96 1.131,47
C0O366 D4 DORZ LAT 002 Segment 3 10.625 14.68 723,77
C0O366 D4 DORZ LAT 001 | Segment 1 7.500 5.44 1.378,68
C0O366 D4 DORZ LAT 001 | Segment 2 8.500 6.14 1.384,36
C0O366 D4 DORZ LAT 001 | Segment 3 9.500 15.94 595,98
C0O366 D5 TEMP 005 Segment 1 7.000 9.52 735,29
C0O366 D5 TEMP 005 Segment 2 5.625 4.69 1.199,36
C0O366 D5 TEMP 005 Segment 3 11.750 10.17 1.155,36
C0O366 D5 TEMP 003 Segment 1 10.125 9.27 1.092,23
C0O366 D5 TEMP 003 Segment 2 6.000 4.60 1.304,35
C0O366 D5 TEMP 003 Segment 3 13.000 9.22 1.409,98
C0366 D5 TEMP 001 Segment 1 6.250 10.84 576,57
C0O366 D5 TEMP 002 Segment 2 8.250 5.29 1.559,55
C0O366 D5 TEMP 003 Segment 3 11.250 12.15 925,93
CO 366 OCC VIS 005 Segment 1 1.875 1.89 992,06
CO 366 OCC VIS 005 Segment 2 750 2.91 257,73
CO 366 OCC VIS 005 Segment 3 5.000 3.78 1.322,75
CO 366 OCC VIS 005 Segment 4 2.500 4.21 593,82
CO 366 OCC VIS 005 Segment 5 4.125 3.79 1.088,39
CO 366 OCC VIS 004 Segment 1 4.250 1.71 2.485,38
CO 366 OCC VIS 004 Segment 2 5.250 3.39 1.548,67
CO 366 OCC VIS 004 Segment 3 9.625 4.01 2.400,25
CO 366 OCC VIS 004 Segment 4 1.750 3.86 453,37
CO 366 OCC VIS 004 Segment 5 4.875 3.80 1.282,89
CO 366 OCC VIS 001 Segment 1 2.875 1.50 1.916,67
CO 366 OCC VIS 001 Segment 2 4.375 3.41 1.282,99
CO 366 OCC VIS 001 Segment 3 5.875 4,20 1.398,81
CO 366 OCC VIS 001 Segment 4 2.125 3,94 539,34
CO 366 OCC VIS 001 Segment 5 7.125 4,03 1.767,99
C0O369 D6A 005 Segment 1 3.250 6,91 470,33
C0O369 D6A 005 Segment 2 6.125 10,13 604,64
C0O369 D6A 003 Segment 1 5.875 5,93 990,73
C0O369 D6A 003 Segment 2 5.750 10,02 573,85
C0369 D6A 001 Segment 1 4.857 7,47 650,20
C0O369 D6A 001 Segment 2 5.750 10,35 555,56
C0369 D4A 003 Segment 1 4.625 2,95 1.567,80
C0O369 D4A 003 Segment 2 3.375 5,79 582,90
C0O369 D4A 003 Segment 3 7.375 6,14 1.201,14
C0O369 D4A 003 Segment 4 8.000 6,53 1.225,11
C0O369 D4A 002 Segment 1 2.125 2,84 748,24
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p . Procijenjeni broj | Volumen | Gustoéa neurona
reparat Podrudje 3 3
neurona (mm?) po mm

C0O369 D4A 002 Segment 2 3.875 5,87 660,14
C0O369 D4A 002 Segment 3 7.375 7,73 954,08
C0369 D4A 001 Segment 1 3.625 2,78 1.303,96
C0O369 D4A 001 Segment 2 5.125 5,72 895,98
C0O369 D4A 001 Segment 3 6.875 6,90 996,38
C0O369 D2B 003 Segment 1 1.750 2,53 691,70
C0O369 D2B 003 Segment 2 5.125 5,59 916,82
C0O369 D2B 003 Segment 3 3.625 3,96 915,40
C0O369 D2B 003 Segment 4 2.750 4,03 682,38
C0O369 D2B 003 Segment 5 3.125 2,82 1.108,16
C0O369 D2B 003 Segment 6 7.625 8,43 904,51
C0O369 D2B 004 Segment 1 3.125 2,58 1.211,24
C0O369 D2B 004 Segment 2 5.375 6,89 780,12
C0O369 D2B 004 Segment 3 3.250 3,44 944,77
C0O369 D2B 004 Segment 4 3.375 3,71 909,70
C0O369 D2B 004 Segment 5 2.125 3,05 696,72
C0O369 D2B 004 Segment 6 5.500 7,40 743,24
C0O369 D2B 001 Segment 1 2.500 2,65 943,40
C0O369 D2B 001 Segment 2 3.250 5,42 599,63
C0O369 D2B 001 Segment 3 7.250 3,91 1.854,22
C0369 D2B 001 Segment 4 2.500 3,82 654,45
C0O369 D2B 001 Segment 5 3.250 3,20 1.015,63
C0O369 D2B 001 Segment 6 4.500 7,98 563,91
C0O369 D8A 004 Segment 1 5.250 3,83 1.370,76
C0O369 D8A 004 Segment 2 3.750 5,40 694,44
C0O369 D8A 004 Segment 3 1.750 2,58 678,29
C0O369 D8A 004 Segment 4 3.375 6,40 527,34
C0O369 D8A 004 Segment 5 3.375 3,32 1.016,57
C0O369 D8A 004 Segment 6 1.625 2,46 660,57
C0369 D8A 002 Segment 1 4.875 3,43 1.421,28
C0O369 D8A 002 Segment 2 3.375 4,42 763,57
C0O369 D8A 002 Segment 3 3.125 2,38 1.313,03
C0O369 D8A 002 Segment 4 2.625 5,61 467,91
C0O369 D8A 002 Segment 5 3.125 3,30 946,97
C0369 D8A 002 Segment 6 3.125 2,47 1.265,18
C0O369 D8A 001 Segment 1 5.000 3,53 1.416,43
C0O369 DSA 001 Segment 2 1.625 3,85 422,08
C0O369 DSA 001 Segment 3 2.875 3,48 826,15
C0O369 D8A 001 Segment 4 5.000 5,36 932,84
C0O369 DSA 001 Segment 5 2.000 3,36 595,24
C0O369 D8A 001 Segment 6 3.500 2,83 1.236,75
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p . Procijenjeni broj | Volumen | Gustoéa neurona
reparat Podrudje 3 3
neurona (mm?) po mm

CO371 L9A 005 Segment 1 8.375 7,13 1.174,61
CO371 L9A 005 Segment 2 9.000 6,40 1.406,25
CO371 L9A 005 Segment 3 6.750 5,28 1.278,41
CO371 L9A 005 Segment 4 10.125 6,56 1.543,45
CO371 L9A 003 Segment 1 9.625 6,91 1.392,91
CO371 L9A 003 Segment 2 8.750 6,60 1.325,76
CO371 L9A 003 Segment 3 7.000 5,46 1.282,05
CO371 L9A 003 Segment 4 7.875 5,93 1.327,99
CO371 L9A 001 Segment 1 10.875 7,06 1.540,37
CO371 L9A 001 Segment 2 8.625 7,05 1.223,40
CO371 L9A 001 Segment 3 7.625 6,05 1.260,33
CO371 L9A 001 Segment 4 13.250 7,50 1.766,67
CO371 L2B 003 Segment 1 7.625 4,63 1.646,87
C0O371 L2B 003 Segment 2 5.500 5,16 1.065,89
CO371 L2B 003 Segment 3 3.375 4,81 701,66
CO371 L2B 003 Segment 4 7.000 7,51 932,09
CO371 L2B 003 Segment 5 5.375 5,60 959,82
CO371 L2B 003 Segment 6 7.375 7,75 951,61
C0O371 L2B 003 Segment 7 7.375 3,66 2.015,03
CO371 L2B 003 Segment 8 9.750 3,79 2.572,56
CO371 L2B 002 Segment 1 6.625 5,04 1.314,48
CO371 L2B 002 Segment 2 6.500 5,91 1.099,83
CO371 L2B 002 Segment 3 5.000 6,12 816,99
CO371 L2B 002 Segment 4 9.500 7,59 1.251,65
CO371 L2B 002 Segment 5 4.250 5,38 789,96
CO371 L2B 002 Segment 6 10.375 7,53 1.377,82
CO371 L2B 002 Segment 7 6.875 3,85 1.785,71
CO371 L2B 002 Segment 8 9.750 3,19 3.056,43
CO371 L2B 001 Segment 1 6.625 4,40 1.505,68
C0371 L2B 001 Segment 2 5.125 5,96 859,90
C0O371 L2B 001 Segment 3 2.625 5,19 505,78
C0O371 L2B 001 Segment 4 10.125 7,89 1.283,27
CO371 L2B 001 Segment 5 8.875 5,47 1.622,49
C0O371 L2B 001 Segment 6 7.750 7,06 1.097,73
C0O371 L2B 001 Segment 7 6.000 3,72 1.612,90
C0O371 L2B 001 Segment 8 6.625 3,00 2.208,33
CO371 L5 ANG 003 Segment 1 15.375 9,85 1.560,91
CO371 L5 ANG 003 Segment 2 18.125 9,27 1.955,23
CO371 L5 ANG 002 Segment 1 15.125 9,81 1.541,79
CO371 L5 ANG 002 Segment 2 18.750 8,81 2.128,26
CO371 L5 ANG 001 Segment 1 17.625 9,74 1.809,55
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p . Procijenjeni broj | Volumen | Gustoéa neurona
reparat Podrudje 3 3
neurona (mm?) po mm

CO371 L5 ANG 001 Segment 2 19.125 9,39 2.036,74
CO371 L6HIPPA 003 Segment 1 6.000 6,26 958,47
CO371 L6HIPPA 003 Segment 2 6.125 3,95 1.550,63
CO371 L6HIPPA 003 Segment 3 2.000 2,61 766,28
CO371 L6HIPPA 002 Segment 1 6.375 5,68 1.122,36
CO371 L6HIPPA 002 Segment 2 7.375 4,23 1.743,50
CO371 L6HIPPA 002 Segment 3 1.500 2,44 614,75
CO371 L6HIPPA 001 Segment 1 8.000 6,79 1.178,20
CO371 L6HIPPA 001 Segment 2 5.875 3,96 1.483,59
CO371 L6HIPPA 001 Segment 3 2.375 2,73 869,96
C0O371 D4A 003 Segment 1 3.875 5,70 679,82
CO371 D4A 003 Segment 2 4.500 6,60 681,82
CO371 D4A 003 Segment 3 9.750 5,46 1.785,71
C0O371 D4A 003 Segment 4 11.500 7,12 1.615,17
CO371 D4A 003 Segment 5 25.500 20,95 1.217,18
C0O371 D4A 002 Segment 1 4.375 5,12 854,49
CO371 D4A 002 Segment 2 6.875 7,12 965,59
CO371 D4A 002 Segment 3 9.375 5,17 1.813,35
C0O371 D4A 002 Segment 4 11.125 6,79 1.638,44
CO371 D4A 002 Segment 5 22.625 17,84 1.268,22
C0O371 D4A 001 Segment 1 3.875 5,70 679,82
C0O371 D4A 001 Segment 2 7.375 6,19 1.191,44
CO371 D4A 001 Segment 3 9.000 5,07 1.775,15
CO371 D4A 001 Segment 4 11.250 7,11 1.582,28
CO371 D4A 001 Segment 5 25.875 17,27 1.498,26
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5.2. Morfologija intersticijskih neurona bijele tvari i njihov prostorni

razmjestaj

Intersticijski neuroni bijele tvari prema svojoj morfologiji mogu su klasificirati u dvije velike
skupine: a) intersticijski neuroni piramidne morfologije i b) intersticijski neuroni interneuronske
morfologije (Slika 6, 7). U skupinu intersticijskih neurona piramidne morfologije ukljucili smo sve
neurone piramidnog tj. trokutastog oblika tijela. U interneuronskoj skupini nalaze se neuroni razli¢itih
morfologija kao §to su vretenasti, poligonalni, bipolarni tj. svi oblici tijela neurona koji ne odgovaraju
profilu piramidne skupine. Morfoloski tipovi intersticijskih neurona iz ove dvije skupine mogu se
pronaéi u svim dijelovima mozga i u svim dijelovima bijele tvari s razli¢itom ucestaloséu (Slika 8, 9).
Intersticijski neuroni piramidne morfologije ¢es$ce se pronalaze u krunama girusa, te njihova ucestalost
u populaciji opada s udaljavanjem od granice izmedu mozdane kore i bijele tvari (Slika 8, 9). S druge
strane intersticijski neuroni interneuronske morfologije ¢esée se pronalaze ispod dna sulkusa, a
ucestalost u populaciji im raste s udaljavanjem od granice mozdane kore i bijele tvari (Slika 8, 9). lako
se svi morfoloski tipovi intersticijskih neurona mogu uoditi u svim podruc¢jima mozga, postoje
regionalne razlike u njihovoj ucestalosti. Intersticijski neuroni piramidne morfologije ¢es¢i suu
¢eonom i tjemenom reznju, dok ih ima vrlo malo ili gotovo uop¢e nema u primarnom vidnom

podrucju i entorinalnom podrucju, gdje prevladavaju intersticijski neuroni interneuronske morfologije.

47



Slika 6. Glavni morfoloski tipovi intersticijskih neurona. Dva morfoloska tipa intersticijskih

neurona prevladavaju u bijeloj tvari — stanice piramidne morfologije (strelica) i bipolarni, vretenasti
neuroni (dvostruka strelica). Mjerka je 50 um.

48



Slika 7. MAP2 pozitivni intersticijski neuroni u ¢eonoj mozdanoj kori. Bipolarni (A), piramidni

(B), triangularni (C) i obrnute piramide (D) mogu se uociti u svim dijelovima bijele tvari kore mozga
djeteta starog 13 mjeseci. Mjerka je 100 pm.
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Slika 8. Gustoca intersticijskih neurona u kruni i stijenci vijuge,te u dnu sulkusa, u tjemenom
reznju. Gustoca intersticijskih neurona se smanjuje od krune vijuge (A) preko stijenke (B) do najnizih
vrijednosti u dnu sulkusa (C). U kruni i stijenci vijuga mogu se uogiti isti morfoloski tipovi

intersticijskih neurona, dok u dnu sulkusa prevladavaju bipolarni neuroni. Mjerka je 200 um.
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Slika 9. Intersticijski neuroni bijele tvari u kruni vijuge i dnu sulkusa u ¢eonom reznju. Gustoca

intersticijskih neurona bijele tvari veca je u kruni vijuga (A) nego u dnu sulkusa (B). Piramidni
(strelica), multipolarni (dvostruka strelica) i bipolarni (zvjezdica) neuroni mogu se vidjeti u kruni
vijuga, dok je ve¢ina neurona u dnu sulkusa bipolarne morfologije (zvjezdica u B). Mjerka je 200 um.




5.3. Molekularni fenotip intersticijskih neurona bijele tvari u usporedbi sa

subplate neuronima

Mnoge prijasnje studije bavile su se ekspresijom razli¢itih molekularnih biomarkera fetalnih
subplate neurona i intersticijskih neurona u odraslom mozgu ¢ovjeka (Tablica 2 — 7). U svrhu analize
prezivljavanja pojedinih subplate populacija u odraslom mozgu (kao intersticijskih neurona
supkortikalne bijele tvari) analizirali smo dva molekularna biomarkera: KCC2 kao biomarkera
GABAergickih sinapsi i NADPH pozitivne neurone kao biomarker nitrinergickih (NO) interneurona.
Najranija ekspresija KCC2 proteina u ¢eonoj mozdanoj kori uocena je u subplate neuronima ve¢ u 18.
postovulacijskom tjednu (Slika 10). Oko 24. postovulacijskog tjedna, kada je subplate zona najveca i
najbolje razvijena, KCC2 imunoreaktivnost moze se uo¢iti u svim podru¢jima mozdane kore (Slika
10, 11, 12, 13). U odrasloj dobi, KCC2 je eksprimiran u svim podru¢jima mozdane kore i u svim
morfoloskim tipovima intersticijskih neurona (Slika 10, 11, 12, 13). Analizom ekspresije KCC2
proteina u odrasloj dobi i usporedbom s ekspresijom KCC2 proteina u fetalnom razdoblju, dolazimo
do zakljucka da su svi morfoloski tipovi KCC2 pozitivnih neurona prisutnih u fetalnom razdoblju u
subplate neuronima takoder prisutni i u odrasloj dobi u intersticijskim neuronima. NADPH-d pozitivni
neuroni mogu se uociti u subplate zoni ve¢ u 15. postovulacijskom tjednu, a od 18. postovulacijskog
tjedna NADPH-d neuroni u subplate zoni su najbrojniji NADPH-d neuroni u stijenci telencefalona. U
novorodenceta, NADPH-d neuroni su vrlo brojni, a njihovi dendriti nastavljaju rasti. U odrasloj dobi,
brojni NADPH-d neuroni vidljivi su kroz cijelu bijelu tvar vijuga (Slika 14). Najcesci tipovi NADPH-
d pozitivnih intersticijskih neurona su triangularni, piramidni, vretenasti i bipolarni, $to odgovara
morfolo§kim tipovima NADPH-d subplate neurona (Slika 14, 15, 16).
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Slika 10. Ekspresija KCC2 proteina u ¢eonoj mozdanoj kori od 16. postovulacijskog tjedna do

51. godine. KCC2 nije eksprimiran u kortikalnoj plo¢i (A) i subplate zoni (B) u 16. postovulacijskom
tjednu. Od 18. postovulacijskog tjedna, ekspresija KCC2 moze se uociti u subplate neuronima (D) i
ponekom neuronu kortikalne ploée (C). Od 23. postovulacijskog tjedna, KCC2 je eksprimiran i u
kortikalnoj plo¢i i u subplate neuronima, koji se postnatalno pretvore u intersticijske neurone bijele
tvari. Kortikalni neuroni — 24. postovulacijski tjedan (G), 3 mjeseca (I), 13 mjeseci (K), 6m5 godina
(M), 51 godina (O). Subplate neuroni i intersticijski neuroni — 24. postovulacijski tjedan (H), 3
mjeseca (J), 13 mjeseci (L), 6,5 godina (N), 51 godina (P). Mjerka je 100 um.
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Slika 11. Ekspresija KCC2 proteina u mozdanoj kori (gyrus cinguli) od 20. postovulacijskog

tjedna do 51. godine. KCC2 nije eksprimiran u kortikalnoj ploéi (A) u 20. postovulacijskom tjednu,
ali je prisutan u subplate zoni (B). U 22. postovulacijskom tjednu, slabija ekspresija KCC2 moze se
uociti u kortikalnoj ploci (C) i jaca ekspresija u subplate zoni (D). Slican obrazac ekspresije KCC2
moze se uociti i u 31. postovulacijskom tjednu (E, F) te 34. postovulacijskom tjednu (G, H). Od 36.
postovulacijskog tjedna, snazna ekspresija KCC2 moze se uociti i u kortikalnoj ploci (I) i u subplate
zoni (J). Kortikalna plo¢a — novorodence (K), 6,5 godina (M), 51 godina (O). Subplate zona -
novorodence (L), 6,5 godina (N), 51 godina (P). Mjerka je 100 um.
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Slika 12. Ekspresija KCC2 proteina u hipokampusu i entorinalnoj mozdanoj kori od 25.

postovulacijskog tjedna do 6,5 godina. Piramidni neuroni hipokampusa (A) i entorinalne mozdane
kore (B) pokazuju snaznu ekspresiju KCC2 ve¢ od 25. postovulacijskog tjedna. Sli¢an obrazac
ekspresije KCC2 moze se uociti u hipokampusu (C, E, G, I, K) i entorinalnoj mozdanoj kori (D, F, H,
J, L) u 31. (C, D), 33. (E, F) i 38. postovulacijskom tjednu (G, H), te u djece stare 13 mjeseci (I, J) i
6,5 godina (K, L). Mjerka je 100 um.
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Slika 13 Ekspresija KCC2 proteina u tjemenoj, sljepoo¢noj i zatiljnoj mozdanoj kori od 22.

postovulacijskog tjedna do 51. godine. Isti obrazac ekspresije KCC2 u kortikalnoj ploci i subplate
zoni ( ekspresija u tijelu neurona i proksimalnim dendritima) moze se uoéiti u razli¢itim dijelovima
tjemeno-sljepooc¢no-zatiljne mozdane kore od 22. postovulacijskog tjedna pa do 51. godine. Kortikalna
ploca (A, C, E, G, I, K, M) i subplate i intersticijski neuroni (B, D, F, H, J, L, N, P) u 22.
postovulacijskom tjednu (A, B), 23 PCW (C,D), te 31. (E,F), 33. (G,H) i 38. postovulacijskom tjednu
(1,9), u djece stare 13 mjeseci (K,L) i 6,5 godina (M,N) te u odrasle osobe stare 51 godinu (O,P).
Mjerka je 100 pum.
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Slika 14. NADPH-d pozitivni intersticijski neuroni u bijeloj tvari. NADPH-d pozitivni neuroni
vidljivi su u cijeloj bijeloj tvari donje ¢eone vijuge (A, B) u djece stare 3 godine i 12 godina (C, D).
Slika C prikazuje tipican multipolarni intersticijski neuron. Slika D prikazuje vretenasti neuron koji

pruza akson prema mozdanoj kori. Mjerka 150 pm (A i B), 100 um (C i D).

57



Slika 15. Morfoloski tipovi NADPH-d intersticijskih neurona. U premotorickoj kori mogu se uociti
triangularni (A, B, F) i piramidni (C, D, E) intersticijski neuroni u djece stare 3 godine (A) i 12 godina
(D, E, F), te u odrasle osobe stare 57 godina (B, C,). Mjerka je 20 pum.
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Slika 16. Morfoloski tipovi NADPH-d intersticijskih neurona. Vretenasti (A, B, C), i ,,bitufted” (D,
E, F) NADPH-d pozitivni intersticijski neuroni vidljivi su u srednjoj i donjoj ¢eonoj vijuzi djeteta
starog 12 godina. Ovi morfoloski tipovi dominiraju u dnu sulkusa, ali se mogu uo¢iti i u krunama i

stijenkama vijuga. Mjerka je 20 um.
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5.4. Ekspresija u ljudskom mozgu misjih gena specifi¢nih za subplate zonu

Trenuta¢no ne postoje podaci o genima specifiénim za subplate zonu u ljudskom mozgu.
Jedini dostupni podaci su dobiveni na miSevima (Osheroff i Hatten 2009, Hoerder-Suabedissen i sur.
2009, 2013, Oeschger i sur. 2011, Wang i sur. 2011, Hoerder-Suabedissen i Molnar 2012). Na temelju
tih studija odabrali smo osam gena specifi¢nih za subplate zonu (Adra2a, Ctgf, Htrld, Innp48, Moxd1,
Nurrl, Nxph4 i Tpd52I1), koji su eksprimirani i u odrasloj bijeloj tvari, te analizirali njihovu ekspresiju

u mozgu covjeka.

ADRA2A (Alfa 2A podjedinica adrenalinskog receptora) je eksprimiran u vrlo visokim vrijednostima u
prenatalnom razdoblju u neokorteksu, te u nizim vrijednostima u CBC, HIP, MD i STR (Tablica 13 i
Slika 17). Od 24. postovulacijskog tjedna, vrijednosti ekspresije ADRA2A znacajno se smanje u svim
podruc¢jima mozga. Nakon rodenja, ADRA2A prisutan je u svim podruc¢jima osim STR, a nakon 60.

godine nema ekspresije u mozgu Covjeka (Tablica 8 i Slika 17).

CTGF (faktor rasta vezivnog tkiva) nije eksprimiran prenatalno do 24. postovulacijskog tjedna u
vecini kortikalnih podruéja (osim ITC). Nakon 24. postovulacijskog tjedna, CTGF je eksprimiran u
niskim vrijednostima u cijelom mozgu, s iznimkom pojedinih stadija i podruc¢ja (Tablica 14 i slika 18)

te CBC nakon nakon 6. godine zivota.

HTR1D (serotoninski receptor 1D) nije eksprimiran u ljudskom mozgu osim u STR nakon rodenja

(Tablica 15 i Slika 19).

INPP4B (tip Il inozitol fosfat 4-fosfataze) eksprimiran je kontinurirano u MD od 10. postovulacijskog
tjedna. U drugim podrué¢jima mozga, INPP4B nije eksprimiran prenatalno do rodenja, a nakon rodenja
varijabilno se javlja ekspresija u pojedinim podruéjima i vremenskim razdobljima (Tablica 16 i Slika

20) u vrlo niskim vrijednostima.

MOXD1 (monooksigenaza) ima varijabilan obrazac ekspresije u ljudskom mozgu. Dvije strukture u
kojima MOXDL1 nije eksprimiran su CBC (s izuzetkom stadija 6) i MD (s izuzetkom stadija 3i4). U
svim podruc¢jima mozdane kore, MOXDL je eksprimiran od 6. godine Zivota nadalje. U prenatalnom
razdoblju, vecina podru¢ja mozdane kore pokazuje ekspresiju niskih vrijednosti od najranijih stadija, S
prolaznim razdobljima nestanka ekspresije od 24. postovulacijskog tjedna do 6. postnatalnog mjeseca
(Tablica 17 i Slika 21).

NURRL1 (nuklearni receptor) eksprimiran je prenatalno u kortikalnim podru¢jima od 10. do 19.
postovulacijskog tjedna (s iznimkom STC u stadiju 4 i V1C i MFC u stadiju 5), u sljepoo¢no-
tjemenom dijelu izmedu 19. i 24. postovulacijskog tjedna, te u CBC nakon rodenja. U ostalim

podru¢jima i vremenskim razdobljima NURR1 nije eksprimiran (Tablica 18 i Slika 22).
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Cetiri podrugja mozga ne pokazuju ekspresiju NXPH4 (neureksofilin 4) ni u jednom vremenskom
razdoblju (A1C, ITC, MD i STR). Ekspresija NXPH4 postoji u AMY samo izmedu 6. postnatalnog
mjeseca i prve godine zivota. Najduza ekspresija prisutna je u CBC, gdje postoji od 10.
postovulacijskog tjedna do 20. godine (s iznimkom stadija 10). U ostalim podru¢jima, ekspresija
NXPH4 prisutna je od 10. do 16. postovulacijskog tjedna, s iznimkom S1C, V1C koje pokazuju
ekspresiju do 19. postovulacijskog tjedna, te M1C, koja pokazuje ekspresiju do 19. postovulacijskog

tjedna i izmedu 6. postnatalnog mjeseca i prve godine zivota (Tablica 19 i Slika 23).

TPD52L1 (prvi tumorski protein nalik na D52) nije eksprimiran ni u jednom podrucju ljudskog mozga
(Tablica 20 i Slika 24).
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Tablica 13. Ekspresija gena ADRA2A u ljudskom mozgu. Sivo osjenéana polja su uzorci u kojima
ADRA2A nije eksprimiran.

Area 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
OFC 992 | 954 | 106 | 9.72 | 7.16 | 743 | 6.71 | 517 | 6.68 | 6.99 | 599 | 5.68 | 4.97
184 | 018 | 903 | 262 | 945 | 925 | 206 | 943 | 047 | 954 | 884 76 773
MEC 894 | 874 | 100 | 100 | 728 | 7.32 | 6.62 | 510 | 6.19 | 6.40 | 597 | 519 | 4.57
745 | 339 | 531 [ 569 | 285 | 571 | 579 | 286 1 605 | 886 | 216 | 258
DEC 959 | 937 | 104 | 984 | 752 | 6.64 | 6.23 | 561 | 7.20 | 6.96 | 6.47 | 5.04 | 4.61
898 | 453 21 337 | 213 | 143 32 347 | 238 | 233 | 114 | 759 | 951
VEC 100 | 995 | 108 | 101 | 7.87 | 7.32 | 6.33 | 559 | 6.79 | 7.25 | 6.20 | 5.67 | 5.15
721 | 305 | 166 | 915 | 755 | 629 | 599 | 372 | 154 | 693 | 437 | 122 | 105
M1C 101 | 934 | 109 | 100 | 7.05 | 7.29 | 7.69 | 6.02 | 6.02 | 6.99 | 6.40 | 545 | 554
236 | 616 | 449 | 854 | 545 | 991 | 664 | 492 | 226 | 341 | 979 | 602 | 849
sic 103 | 964 | 110 | 970 | 711 | 696 | 6.32 | 598 | 7.14 | 7.31 | 6.04 | 597 | 5.43
978 | 018 | 166 | 547 | 299 | 456 | 868 | 555 | 846 | 944 | 683 | 838 | 451
IPC 106 | 104 | 10.7 | 9.78 | 7.36 | 7.38 | 6.77 | 534 | 6.68 | 6.94 | 6.31 | 5.67 | 4.70
491 | 488 | 227 | 936 | 504 | 101 | 202 | 423 | 917 | 598 | 655 | 514 | 258
sTC 10.7 | 10.7 | 10.0 | 951 | 811 | 7.17 | 6.18 | 543 | 594 | 6.66 | 6.12 | 558 | 4.90
886 | 943 | 936 | 163 | 206 | 013 | 663 | 424 | 874 | 523 | 724 | 448 | 352
ALC 109 | 105 | 105 | 965 | 770 | 691 | 7.30 | 551 | 7.23 | 6.92 | 6.13 | 548 | 5.13
083 | 099 | 367 | 953 | 001 | 861 | 186 | 033 | 137 | 212 | 838 | 318 | 761
ITC 103 | 987 | 9.79 | 934 | 696 | 7.39 | 6.41 | 549 | 6.29 | 6.65 | 597 | 484 | 4.36
033 | 785 | 076 | 225 | 161 | 639 | 973 | 065 | 048 | 585 | 139 31 561
VIC 100 | 970 | 105 | 941 | 510 | 7.88 | 6.40 | 586 | 7.00 | 7.13 | 6.38 | 6.27 | 5.28
031 | 288 | 055 | 998 | 001 | 136 | 773 | 697 | 865 | 759 | 589 | 012 | 893
AMY 6.18 | 6.38 | 898 | 9.03 | 581 | 531 | 647 | 482 | 534 | 468 | 456 | 412 | 4.05
497 | 479 | 571 | 459 | 066 | 608 | 432 | 685 | 175 | 714 | 105 16 929
CBC 788 | 7.24 | 688 | 7.39 | 561 | 6.99 | 6.09 | 528 | 574 | 6.19 | 6.03 | 5.08 | 4.77
822 | 225 | 673 97 325 | 175 | 124 73 182 | 565 | 291 | 077 | 269
HIP 6.79 | 6.68 | 7.74 | 7.46 | 546 | 6.44 | 549 | 555 | 560 | 511 | 520 | 4.24 | 440
784 | 623 | 321 | 087 | 019 | 788 | 798 | 832 | 058 | 187 | 224 | 092 | 984
MD 6.68 | 6.62 | 6.16 | 6.27 | 542 | 6.63 | 538 | 545 | 7.09 | 596 | 479 | 485 | 4.10
221 | 966 | 641 | 153 88 773 88 574 | 803 | 653 | 975 | 288 44
STR 728 | 6.61 | 6.67 | 573 | 401 | 425 | 404 | 394 | 3.73 | 391 | 408 | 3.64 | 3.78
943 | 322 | 741 | 886 | 855 | 452 | 552 | 579 | 713 | 833 33 296 16
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Slika 17. Ekspresija gena ADRA2A u ljudskom mozgu. ADRA2A je eksprimiran u visokim
vrijednostima do 24. postovulacijskog tjedna, kada se po¢inje smanjivati na nize vrijednosti u odrasloj
dobi.
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Tablica 14. Ekspresija gena CTGF u ljudskom mozgu. Sivo osjenéana polja su uzorci u kojima
CTGF nije eksprimiran.

Area 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
OFC 497 | 543 | 533 | 497 | 6.08 | 7.01 | 7.23 | 7.87 | 654 | 6.43 | 6.12 [ 536 | 6.29
094 [ 144 | 768 | 355 | 637 | 594 | 593 | 374 | 707 | 591 89 697 | 714
MEC 5.15 | 574 | 563 | 586 [ 696 [ 759 [ 799 | 751 | 6.63 | 7.57 | 6.37 | 5.84 | 6.50
975 | 951 | 151 37 431 25 752 | 517 | 129 | 226 | 191 | 977 | 507
DEC 532 | 525 | 480 | 543 | 6.66 | 6.48 | 718 | 7.33 | 6.75 | 6.49 | 6.25 | 6.39 | 6.34
141 37 972 | 194 | 697 | 952 | 439 | 067 87 593 | 107 | 182 | 274
VEC 527 | 538 | 479 | 598 [ 699 [ 781 | 697 | 6.01 | 6.20 | 7.09 | 6.03 | 5.89 | 5.36
345 | 128 68 927 | 693 | 898 | 638 [ 397 | 885 | 276 | 009 | 323 | 911
M1C 496 | 530 | 520 | 6.17 | 657 | 740 | 824 | 739 | 721 | 6.93 | 6.07 | 596 | 6.34
996 | 208 | 217 | 082 | 906 | 496 | 697 | 941 | 783 | 008 | 341 34 12
sic 521 | 496 | 538 | 531 | 6.22 | 711 | 764 | 6.80 | 6.28 | 6.58 | 576 | 5.66 | 5.85
191 | 885 | 566 | 245 | 741 [ 276 61 863 | 293 | 193 | 941 | 895 | 977
IPC 534 | 513 | 512 | 473 | 6.43 | 650 [ 7.08 | 7.17 | 6.30 | 6.48 | 6.17 | 546 | 5.72
984 | 009 | 506 89 956 | 168 | 231 5 098 | 634 | 458 | 495 | 431
sTC 479 | 472 | 432 | 480 | 575 | 669 | 7.35 | 743 | 590 | 6.46 | 6.17 | 559 | 591
439 | 739 | 349 | 016 | 576 | 431 93 48 927 | 704 | 962 | 784 | 532
ALC 540 | 522 | 430 | 430 | 574 | 723 | 795 | 6.76 | 6.13 | 6.80 | 6.31 | 570 | 6.19
627 | 834 | 669 | 719 | 971 | 798 | 186 | 302 | 558 | 651 | 569 | 836 | 472
ITC 597 | 647 | 6.78 | 594 | 632 | 744 | 746 | 6.72 | 575 | 6.89 | 568 | 593 | 6.67
03 96 347 | 327 | 766 | 071 | 955 [ 589 | 383 | 081 | 823 | 805 | 971
VIC 498 | 531 | 476 | 456 | 6.20 | 651 | 6.72 | 6.36 | 6.38 | 582 [ 6.03 | 594 | 6.64
343 | 935 | 219 | 311 | 049 | 807 | 465 | 357 77 407 | 928 | 593 05
AMY 560 | 641 | 472 | 655 | 7.02 | 751 | 856 | 7.14 | 548 | 6.19 | 6.19 | 589 | 6.74
874 | 863 37 596 | 308 68 54 774 27 583 58 748 92
CBC 529 | 6.17 | 497 | 463 | 6.77 | 571 | 449 | 568 | 428 | 463 | 465 | 450 | 4.67
891 | 136 | 272 | 725 | 411 | 446 | 911 | 962 | 964 | 319 69 882 41
HIP 6.26 | 712 | 696 | 740 | 7.37 | 758 | 7.45 | 740 | 6.74 | 6.02 | 6.53 | 6.30 | 6.28
35 019 | 871 | 836 | 391 | 347 | 855 | 329 | 424 | 276 | 429 | 247 | 927
MD 6.41 | 6.37 | 495 | 525 | 7.15 [ 5.02 | 566 | 6.08 | 6.08 | 558 | 523 | 539 | 5.56
807 | 719 | 246 | 958 | 385 | 509 | 018 16 791 | 514 | 561 | 445 | 041
STR 470 | 580 | 438 | 434 | 750 | 6.33 | 659 | 6.33 | 563 | 515 [ 494 | 587 | 6.35
754 | 155 | 199 | 925 | 468 | 494 | 239 19 733 91 93 589 | 567
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Slika 18. Ekspresija gena CTGF u ljudskom mozgu. CTGF nije eksprimiran u mozdanoj kori prije
24. postovulacijskog tjedna, kad postane eksprimiran u svim podru¢jima mozdane kore. Iznimka je

jedino ITC, gdje je CTGF eksprimiran tijekom cijelog Zivota.
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Tablica 15. Ekspresija gena HTR1D u ljudskom mozgu. Sivo osjenc¢ana polja su uzorci u kojima

HTR1D nije eksprimiran.

Area 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
OFC 3.67 | 394 | 3.73 | 3.84 | 397 | 435 | 474 | 359 | 407 | 449 | 480 | 4.69 | 413
362 | 174 | 954 | 749 | 406 | 983 | 992 | 136 64 938 | 543 | 384 | 179
MEC 3.78 | 3.68 | 3.83 | 3.78 | 4.11 | 490 | 4.46 | 418 | 432 | 440 | 414 | 425 | 3.79
333 | 778 | 103 | 445 | 676 | 716 | 497 | 674 | 623 | 646 | 838 | 143 | 279
DEC 361 | 357 | 3.76 | 3.85 | 3.83 | 5.00 [ 467 | 3.68 | 448 | 434 | 438 | 486 | 4.31
925 | 959 | 662 | 777 | 184 | 709 | 002 | 706 | 692 92 712 57 929
VEC 3.75 | 371 | 3.89 | 404 | 414 | 421 | 518 | 3.93 | 416 | 473 | 481 | 443 | 4.27
427 | 405 | 966 6 167 45 652 | 859 [ 413 | 053 85 659 | 504
M1C 3.80 | 3.60 | 3.86 | 3.82 | 398 | 441 | 470 | 3.92 | 415 | 3.90 | 412 | 414 | 3.78
564 | 931 | 539 | 964 06 469 | 222 | 908 86 318 | 559 | 793 | 332
sic 3.60 | 3.71 | 410 | 400 | 4.08 | 462 | 470 | 3.98 | 432 | 465 | 421 | 438 | 3.75
553 | 172 | 987 | 453 | 112 | 736 | 243 | 807 | 884 | 856 09 131 | 295
IPC 3.56 | 3.78 | 3.67 | 3.85 | 4.04 | 445 | 475 | 4.04 | 450 | 443 | 469 | 450 | 4.19
959 | 314 | 671 | 108 26 683 | 256 | 611 | 039 | 131 92 12 961
sTC 3.87 | 407 | 3.80 | 416 | 3.88 | 429 | 473 | 434 | 4.09 | 473 | 474 | 482 | 4.06
396 | 091 | 742 | 337 | 136 | 023 | 057 45 817 | 999 | 194 | 013 | 298
ALC 355 | 399 | 3.72 | 410 | 3.77 | 469 | 500 | 3.79 | 419 | 473 | 486 | 496 | 4.34
525 | 307 | 174 | 321 | 463 | 329 | 597 | 042 | 666 | 106 | 387 | 356 | 442
ITC 3.80 | 417 | 3.90 | 3.87 | 3.69 | 473 | 3.97 | 3.93 | 446 | 437 | 482 | 487 | 454
937 | 515 | 385 | 052 | 878 | 767 | 103 | 035 | 615 | 234 | Q75 83 009
VIC 3.72 | 402 | 400 | 435 | 455 | 533 [ 575 | 441 | 5.05 | 449 | 501 | 544 | 471
466 | 353 | 026 | 736 | 252 | 072 | 396 27 194 63 429 | 788 | 872
AMY 514 | 430 | 460 | 408 | 3.70 | 457 | 3.99 | 428 | 597 | 487 | 470 | 464 | 3.80
535 [ 145 | 377 | 844 | 581 | 106 65 44 105 75 533 | 607 | 032
CBC 3.73 | 399 | 428 | 390 | 3.85 | 390 | 3.61 | 3.41 | 3.47 | 352 | 3.60 | 3.74 | 3.75
039 | 132 78 942 | 867 [ 763 | 273 | 338 | 951 | 771 | 964 | 439 | 181
HIP 368 | 393 | 387 | 3.82 | 3.60 | 3.99 | 412 | 3.80 | 426 | 3.80 | 4.14 | 3.97 | 3.77
021 64 094 | 945 57 232 | 649 | 557 | 723 | 918 84 924 | 295
MD 383 | 381 | 369 | 398 | 395 | 3.78 | 519 | 438 | 3.75 | 420 | 3.72 | 3.80 | 4.33
174 83 964 | 821 65 386 08 418 | 943 56 461 | 805 [ 237
STR 413 | 398 | 465 | 480 | 392 | 551 | 745 | 6.67 | 729 | 7.76 | 8.02 | 7.65 | 7.55
748 | 577 | 967 | 137 | 307 | 968 | 678 | 268 | 202 | 043 48 654 07
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Slika 19. Ekspresija gena HTR1D u ljudskom mozgu. HTR1D je eksprimiran jedino u strijatumu

nakon Sestog postnatalnog mjeseca.
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Tablica 16. Ekspresija gena INPP4B u ljudskom mozgu. Sivo osjen¢ana polja su uzorci u kojima

INPP4B nije eksprimiran.

Area 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
OFC 422 | 418 | 412 | 423 | 501 | 532 | 597 | 5.09 | 5.62 | 558 [ 571 | 6.00 | 6.03
098 | 465 | 142 | 606 48 348 | 843 74 217 | 654 | 919 | 185 | 873
MEC 417 | 419 | 403 | 414 | 488 | 546 | 554 | 538 | 6.09 | 552 | 573 | 557 | 592
955 | 746 | 264 | 097 | 998 | 486 | 942 | 079 | 356 | 465 | 706 | 152 | 674
DEC 4.05 | 3.98 | 406 | 404 | 522 | 580 | 586 | 5.10 | 493 | 549 [ 561 | 5.87 | 5.80
151 | 155 | 623 | 787 | 452 | 546 | 127 47 499 | 725 | 921 | 144 | 052
VEC 424 | 413 | 418 | 437 | 500 | 554 | 568 | 521 | 6.40 | 573 | 547 | 6.11 | 5.86
58 815 | 369 | 813 | 268 | 118 | 489 | 473 | 941 | 535 | 327 | 086 | 626
M1C 407 | 412 | 3.89 | 450 | 502 | 542 | 514 | 539 | 5.61 | 549 | 547 | 552 | 5.68
378 99 813 27 782 37 165 | 761 | 882 | 464 | 314 | 166 27
sic 407 | 3.99 | 391 | 442 | 473 | 548 | 531 | 5.14 | 532 | 560 [ 5.62 | 570 | 5.90
123 | 218 | 261 | 506 | 888 | 546 | 501 | 706 [ 975 | 087 | 678 [ 454 | 314
IPC 4.06 | 405 | 393 | 402 | 477 | 538 | 549 | 542 | 559 | 571 | 572 | 6.30 | 591
635 | 241 | 373 | 606 | 126 | 826 58 028 | 183 | 605 | 815 | 659 22
sTC 403 | 3.99 | 398 | 403 | 476 | 552 | 542 | 545 | 587 | 564 [ 592 | 594 | 554
911 | 495 | 413 | 321 | 001 | 046 | 738 | 879 | 462 | 602 | 672 | 921 | 872
ALC 4.08 | 407 | 3.88 | 401 | 468 | 498 | 5.02 | 522 | 6.03 | 544 | 582 | 574 | 558
795 | 489 | 106 | 282 | 355 | 102 | 563 | 949 | 604 | 501 | 335 | 258 | 339
ITC 4.03 | 407 | 398 | 420 | 485 | 571 | 547 | 563 | 6.50 | 5.69 | 6.00 | 578 | 5.79
662 | 607 | 796 | 092 | 206 | 308 | 987 | 336 | 934 | 772 | 502 | 356 | 069
VIC 397 | 398 | 3.88 | 3.93 | 452 | 487 | 517 | 514 | 541 | 520 | 592 | 6.22 | 543
277 | 386 09 472 | 401 | 321 93 2 57 35 832 | 717 | 706
AMY 474 | 481 | 438 | 436 | 537 | 541 | 523 | 493 | 6.38 | 588 | 6.04 | 6.29 | 5.92
634 05 517 | 535 | 968 | 595 | 714 | 045 | 132 53 395 26 478
CBC 430 | 423 | 478 | 469 | 518 | 595 | 581 | 5.06 | 6.16 | 5.78 | 585 | 478 | 5.34
889 [ 234 | 069 | 366 | 078 | 214 | 317 | 688 | 478 | 703 | 057 | 442 | 461
HIP 417 | 435 | 436 | 460 | 508 | 559 | 535 | 556 | 595 | 564 | 594 | 6.28 | 5.55
135 67 32 735 | 974 | 103 | 569 | 155 | 042 | 222 | 379 | 324 03
MD 554 | 566 | 6.48 | 698 | 6.01 | 558 | 6.67 | 6.27 | 7.7 | 6.52 | 7.20 | 7.34 | 6.12
315 05 176 | 379 | 338 | 841 71 524 | 208 | 168 43 166 | 531
STR 487 | 492 | 459 | 452 | 537 | 521 | 530 | 535 | 546 | 528 | 588 | 6.08 | 5.12
254 | 099 | 504 | 046 | 241 | 858 81 009 [ 313 | 541 | 155 | 493 | 804
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Slika 20. Ekspresija gena INPP4B u ljudskom mozgu. INPP4B nije eksprimiran u mozgu do 6.

godine zivota, s iznimkom MD. Nakon 6. godine zivota, eksprimiran je u niskim vrijednostima.
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Tablica 17. Ekspresija gena MOXD1 u ljudskom mozgu. Sivo osjen¢ana polja su uzorci u kojima

MOXDL1 nije eksprimiran.

Area 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
OFC 771 | 937 | 792 | 583 | 465 [ 563 | 6.15 | 535 | 6.34 | 6.18 | 6.16 | 6.49 | 6.70
63 727 | 933 | 882 | 022 | 328 | 819 | 639 | 623 | 133 | 162 | 651 | 112
MFEC 5.88 | 7.87 | 881 | 5.06 | 580 | 511 | 554 | 5.04 | 6.62 | 6.16 | 6.27 | 6.24 | 6.63
721 | 187 | 115 | 895 | 876 | 706 | 751 | 833 | 137 | 047 | 804 | 938 | 731
DEC 6.97 | 806 | 743 | 492 | 516 | 525 | 540 | 519 | 594 | 6.61 | 6.08 | 6.63 | 6.55
759 | 494 | 276 45 863 [ 233 | 474 | 567 | 948 | 177 | 415 | 747 | 433
VEC 6.13 | 565 | 586 | 455 [ 455 [ 517 | 531 | 561 | 6.21 | 6.56 | 5.95 | 6.67 | 6.60
998 | 421 | 074 | 901 | 645 71 269 29 848 | 339 | 305 [ 956 | 022
M1C 557 | 592 | 556 | 457 | 480 | 547 | 565 | 527 | 6.59 | 6.87 | 6.70 | 7.21 | 7.29
558 | 483 | 756 | 033 | 471 | 914 | 365 | 689 | 221 | 231 | 404 | 114 | 895
sic 551 | 6.20 | 465 | 421 | 502 | 539 | 586 | 544 | 6.86 | 6.30 | 583 | 6.98 | 6.47
897 | 286 | 015 [ 808 | 671 | 118 | 962 | 586 33 15 37 183 | 314
IPC 498 | 529 | 455 | 410 | 455 | 528 | 585 | 594 | 6.25 | 6.83 | 6.22 | 6.59 | 7.22
59 928 | 995 | 567 | 021 | 062 | 977 | 833 | 998 | 801 | 772 | 455 | 707
sTC 468 | 559 | 6.70 | 424 | 485 | 6.11 | 653 | 569 | 6.99 | 6.60 | 6.36 | 6.66 | 6.48
076 | 216 | 452 | 954 | 027 | 748 | 134 | 389 6 188 | 072 51 805
ALC 478 | 5.13 | 427 | 426 | 479 | 576 | 595 | 575 | 6.68 | 6.64 | 6.15 | 6.24 | 6.18
214 | 191 | 232 | 682 | 574 | 927 | 421 | 199 | 904 | 273 | 584 | 035 | 366
ITC 473 | 597 | 6.24 | 465 | 499 | 654 | 648 | 6.23 | 7.37 | 6.79 | 6.75 | 6.36 | 7.27
465 | 735 | 586 | 516 | 666 | 805 | 472 | 712 | 185 | 206 | 736 | 874 | 416
VIC 525 | 6.06 | 789 | 6.09 | 495 | 6.31 | 558 | 6.16 | 586 | 576 | 545 | 490 | 541
981 | 872 | 965 | 108 32 823 | 842 | 497 93 193 | 076 | 285 | 939
AMY 9.10 | 9.27 | 8.06 | 8.26 | 6.88 | 7.61 | 858 | 7.01 | 9.21 | 816 | 811 | 6.46 | 7.71
644 | 402 | 733 | 648 | 119 | 546 | 678 | 758 | 616 | 865 | 543 55 198
CBC 498 | 447 | 546 | 572 | 406 | 3.75 | 3.78 | 3.82 | 3.78 | 3.88 [ 3.79 | 3.81 | 3.70
922 | 198 2 092 [ 803 95 603 | 046 12 094 | 084 | 377 | 142
HIP 418 | 491 | 6.03 | 6.05 | 581 | 766 | 7.86 | 7.36 | 830 | 7.79 | 7.30 | 6.96 | 6.80
015 | 853 | 948 65 336 | 638 | 933 | 774 | 553 | 437 | 169 | 702 | 864
MD 6.95 | 6.31 | 442 | 417 | 417 | 433 | 498 | 428 | 5.06 | 472 | 473 | 439 | 4.99
604 | 079 | 705 75 968 | 452 | 816 | 818 | 578 | 362 | 636 | 739 74
STR 586 | 6.72 | 518 | 6.21 | 551 [ 559 | 6.03 | 538 | 6.16 | 581 | 6.25 | 6.64 | 6.11
047 | 847 | 495 | 489 | 454 | 705 | 272 06 663 | 117 | 592 | 938 | 341
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Slika 21. Ekspresija gena MOXD1 u ljudskom mozgu. MOXD1 je eksprimiran tijekom cijelog
zivota u mozdanoj kori, s iznimkom perinatalnog razdoblja (izmedu 24. postovulacijskog tjedna i 6.

postnatalnog mjeseca).
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Tablica 18. Ekspresija gena NURR1 u ljudskom mozgu. Sivo osjenc¢ana polja su uzorci u kojima

NURRL1 nije eksprimiran.

Area 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
OFC 6.65 | 6.21 | 564 | 493 | 459 | 478 | 495 | 428 | 484 | 542 | 464 | 453 | 481
27 097 | 432 325 | 071 135 | 345 | 318 | 994 | 858 83 725 | 711
MEC 6.72 | 6.22 | 5.19 | 481 | 458 | 484 | 472 | 427 | 451 | 498 | 472 | 481 | 4.79
929 341 | 987 005 142 718 722 | 944 | 327 99 683 55 349
DEC 706 [ 642 | 586 | 506 | 459 [ 455 | 517 | 450 | 476 | 522 | 490 | 458 | 4.77
802 677 104 702 741 699 15 962 258 | 647 423 119 | 846
VEC 6.34 | 567 | 591 | 5.02 | 468 [ 469 | 5.08 | 419 | 486 | 492 | 486 | 464 | 4.81
814 | 308 | 542 092 | 215 905 57 045 35 548 112 | 666 | 514
M1C 6.56 [ 6.08 | 546 | 5.02 | 456 | 464 | 494 | 477 | 484 | 533 | 485 | 475 | 4.87
26 033 | 007 251 195 | 413 | 335 | 592 758 | 499 597 | 726 | 482
sic 6.38 | 566 | 574 | 513 | 453 [ 517 | 5.09 | 475 | 535 | 476 | 473 | 473 | 4.77
274 81 279 | 476 96 395 | 636 157 | 905 | 507 612 | 091 | 472
IPC 6.41 [ 551 | 599 | 584 | 474 | 447 | 495 | 482 | 476 | 507 | 494 | 464 | 4.68
629 846 57 902 | 502 944 | 466 689 | 057 | 289 036 | 894 | 496
sTC 5.77 | 540 | 6.34 | 696 | 455 [ 480 | 495 | 486 | 462 | 488 | 479 | 470 | 4.56
833 856 | 665 816 73 911 132 | 498 | 957 | 368 | 512 | 883 | 057
ALC 6.20 [ 569 | 7.16 | 6.78 | 471 | 459 | 5.08 | 477 | 5.03 | 499 | 489 | 459 | 4.81
679 079 | 645 134 75 546 | 491 289 | 438 | 706 111 | 027 604
ITC 6.28 | 572 | 6.27 | 588 | 462 | 492 | 518 | 473 | 487 | 512 | 484 | 458 | 4.76
932 876 | 816 195 58 189 | 683 | 594 | 861 | 234 | 487 | 389 | 415
VIC 6.41 | 558 | 540 | 490 | 414 | 472 | 473 | 442 | 458 | 490 | 491 | 470 | 4.78
027 392 947 809 08 031 123 257 | 457 9 024 | 532 37
AM | 425 | 423 | 499 | 483 | 511 | 521 | 512 | 480 | 497 | 494 | 475 | 476 | 5.08
Y 761 756 | 255 03 124 019 55 613 128 | 875 629 | 889 | 021
CBC 405 | 406 | 408 | 399 | 464 | 578 | 716 | 570 | 7.15 | 6.64 | 7.24 | 6.52 | 6.04
314 | 948 128 986 176 563 285 | 353 712 | 544 | 09 | 873 | 721
HIP 511 | 515 | 492 | 5.00 | 5.00 | 465 | 478 | 484 | 488 | 469 | 492 | 4.47 | 4.98
864 171 | 211 782 | 044 744 | 034 | 455 | 324 | 489 34 691 553
MD 392 | 392 | 400 | 3.79 | 384 | 399 | 412 | 407 | 482 | 443 | 408 | 414 | 451
833 816 158 965 | 869 238 | 901 | O77 | 095 | 215 [ 897 | 006 | 025
STR 394 | 414 | 410 | 3.77 | 3.96 | 3.95 | 417 | 441 | 488 | 447 | 413 | 3.92 | 410
422 864 | 231 49 627 185 | 424 72 538 | 816 172 | 485 66
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Slika 22. Ekspresija gena NURR1 u ljudskom mozgu. NURR1 nije eksprimiran u mozdanoj kori
nakon 19. postovulacijskog tjedna i tijekom cijelog Zivota u AMY, HIP, MD, STR. U CBC postane

eksprimiran nakon rodenja.
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Tablica 19. Ekspresija gena NXPH4 u [judskom mozgu. Sivo osjen¢ana polja su uzorci u kojima

NXPHA4 nije eksprimiran.

Area 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
OFC 6.11 | 570 | 532 | 485 | 431 | 459 | 497 | 436 | 443 | 477 | 458 | 460 | 4.37
819 | 422 24 14 962 639 | 842 68 805 | 393 187 | 841 247
MFEC 6.03 | 6.30 | 548 | 478 | 441 | 484 | 481 | 437 | 428 | 491 | 484 | 482 | 455
49 896 | 609 832 | 948 203 | 686 | 315 658 | 085 693 | 874 | 463
DEC 6.23 | 6.28 | 529 | 487 | 473 | 469 | 484 | 477 | 451 | 502 | 473 | 443 | 4.39
926 836 | 322 05 665 55 679 745 | 335 133 601 | 795 | 649
VEC 6.19 | 6.12 | 5.06 | 486 | 465 [ 491 | 5.07 | 429 | 436 | 516 | 473 | 464 | 4.65
37 262 618 646 | 276 326 | 078 | 513 | 844 66 07 376 | 384
M1C 6.18 | 6.25 | 6.12 | 538 | 489 [ 485 | 551 | 458 | 456 | 509 | 4.77 | 453 | 4.48
208 | 494 | 756 264 61 147 614 | 842 743 | 879 935 | 889 | 763
sic 6.29 | 6.24 | 584 | 515 | 481 | 483 | 494 | 445 | 459 | 452 | 461 | 451 | 4.58
243 975 74 869 | 643 613 109 | 912 | 553 | 431 431 | 866 | 977
IPC 594 | 629 | 511 | 462 | 502 | 429 | 494 | 443 | 449 | 445 | 461 | 438 | 4.41
618 617 663 814 | 043 094 | 141 | 803 14 908 | 969 142 588
sTC 577 | 571 | 448 | 424 | 457 | 480 | 5.07 | 441 | 405 | 469 | 464 | 432 | 4.33
848 842 508 979 | 447 699 | 645 293 645 | 917 525 | 025 | 281
ALC 538 | 525 | 432 | 449 | 435 | 449 | 496 | 459 | 469 | 457 | 453 | 433 | 4.68
802 96 648 279 83 813 | 853 38 521 | 629 826 | 924 | 025
ITC 514 | 541 | 493 | 453 | 485 | 514 | 496 | 448 | 434 | 476 | 450 | 450 | 4.55
421 63 075 282 128 394 | 693 | 086 | 462 | 045 05 431 241
VIC 6.89 | 6.64 | 567 | 492 | 444 | 488 | 486 | 442 | 444 | 481 | 441 | 4.44 | 4.37
349 377 | 423 987 | 426 262 | 561 | 026 238 | 784 | 862 | 205 163
AM | 477 | 483 | 472 | 458 | 424 | 478 | 571 | 474 | 462 | 483 | 462 | 474 | 445
Y 193 909 | 763 | 437 | 387 055 129 748 | 921 | 911 208 | 385 | 781
CBC 819 | 793 | 6.77 | 6.68 | 6.12 | 6.42 | 574 | 477 | 577 | 6.08 | 549 | 545 | 4.93
55 092 505 292 | 457 968 | 828 | 033 | 357 49 591 | 566 | 431
HIP 6.39 | 6.29 | 484 | 451 | 426 | 461 | 436 | 441 | 456 | 451 | 438 | 441 | 4.32
34 077 848 125 | 669 123 | 652 | 327 | 434 | 674 | 305 | 923 | 543
MD 444 | 477 | 443 | 415 | 464 | 427 | 414 | 430 | 445 | 464 | 420 | 422 | 450
232 666 | 411 147 | 561 051 67 408 | 381 | 599 03 182 932
STR 454 | 462 | 464 | 417 | 460 | 430 | 480 | 425 | 423 | 461 | 428 | 430 | 432
887 331 | 738 584 | 686 241 | 881 | 082 | 477 | 327 663 68 95
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Slika 23. Ekspresija gena NXPH4 u ljudskom mozgu. NXPH4 je eksprimiran u mozdanoj kori do
16. postovulacijskog tjedna, te u CBC do 20. godine. U drugim podru¢jima i vremenskim razdobljima
nije eksprimiran.
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Tablica 20. Ekspresija gena TPD52L1 u ljudskom mozgu. Sivo osjencana polja su uzorci u kojima
TPD52L1 nije eksprimiran.

Area 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
OFC 3.88 | 3.71 | 3.86 | 4.01 | 4.02 | 428 | 442 | 434 | 443 | 454 | 456 | 4.63 | 4.70
242 | 412 | 252 | 959 | 411 | 348 | 528 | 599 | 201 | 377 | 693 | 189 | 458
MEC 395 | 3.74 | 3.85 | 412 | 3.80 | 4.07 | 419 | 437 | 460 | 437 | 442 | 4.64 | 455
126 08 182 | 151 | 403 | 642 [ 943 56 466 36 441 | 664 | 934
DEC 3.76 | 3.73 | 3.82 | 3.98 | 3.98 | 409 [ 409 | 429 | 432 | 448 | 462 | 472 | 4.69
387 | 117 82 15 965 | 746 | 085 | 711 | 118 39 074 | 614 | 999
VEC 3.77 | 377 | 3.83 | 401 | 3.86 | 404 | 432 | 432 | 443 | 427 | 452 | 474 | 4.79
954 | 165 | 633 | 115 | 268 | 326 48 523 28 492 | 753 | 771 | 552
M1C 3.71 | 3.69 | 3.79 | 3.87 | 392 | 409 | 441 | 435 | 435 | 451 | 457 | 461 | 454
107 | 429 | 626 | 318 | 207 | 797 | 738 | 879 | 663 | 306 | 935 [ 385 | 186
sic 380 | 3.85 | 3.84 | 3.83 | 3.82 | 406 | 419 | 463 | 483 | 451 | 449 | 456 | 4.79
964 | 841 | 222 | 528 | 794 | 585 46 406 | 593 | 621 | 864 | 933 | 582
IPC 384 | 376 | 3.78 | 3.81 | 3.76 | 406 | 432 | 466 | 457 | 438 | 437 | 476 | 4.59
421 | 139 | 767 | 128 | 379 | 387 | 802 32 726 | 119 | 784 | 923 48
sTC 3.77 | 3.83 | 3.78 | 3.73 | 3.75 | 404 | 425 | 464 | 453 | 429 | 455 | 4.62 | 4.57
21 598 82 59 214 | 496 87 071 | 292 | 389 | 062 | 184 | 351
ALC 380 | 395 | 3.69 | 3.78 | 391 | 429 | 419 | 432 | 424 | 454 | 431 | 480 | 4.69
262 | 794 | 177 | 736 | 704 | 072 | 451 76 297 | 423 | 665 | 768 | 491
ITC 384 | 394 | 380 | 3.87 | 398 | 411 | 424 | 442 | 485 | 469 | 461 | 459 | 4.47
225 | 464 | 718 | 925 | 489 43 129 | 751 | 434 | 841 [ 992 5 507
VIC 390 | 3.77 | 3.73 | 3.71 | 397 | 410 | 410 | 452 | 439 | 442 | 451 | 449 | 4.66
748 | 507 | 836 | 438 | 619 | 103 | 287 | 953 | 274 | 258 | 918 | 045 | 736
AMY 405 | 3.89 | 3.89 | 3.84 | 3.96 | 417 | 450 | 437 | 465 | 442 | 460 | 432 | 4.97
534 | 213 | 479 | 532 | 805 | 875 | 737 | 313 | 946 | 949 | 588 | 026 | 089
CBC 421 | 402 | 406 | 418 | 3.89 | 427 | 407 | 3.84 | 3.88 | 3.89 [ 3.90 | 4.21 | 4.08
327 | 956 | 986 | 579 24 625 | 271 | 901 03 984 | 778 | 305 44
HIP 379 | 3.75 | 395 | 394 | 393 | 429 | 425 | 437 | 457 | 447 | 459 | 450 | 4.84
05 29 024 | 562 | 878 | 832 | 792 | 492 79 729 | 632 | 733 | 287
MD 417 | 419 | 422 | 420 | 417 | 427 | 427 | 4.08 | 3.87 | 433 | 427 | 409 | 4.08
345 | 994 | 159 | 202 83 546 | 009 | 304 | 865 | 939 | 996 | 218 | 844
STR 450 | 441 | 506 | 476 | 395 | 441 | 517 | 488 | 483 | 476 | 511 | 526 | 5.17
815 | 084 | 445 | 631 | 079 | 954 | 129 | 873 | 399 | 873 | 396 | 724 | 309
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Slika 24. Ekspresija gena TPD52L1 u ljudskom mozgu. TPD52L1 nije eksprimiran u mozgu niti u

jednom Zivotnom razdoblju.
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6. Rasprava

6.1. Intersticijski neuroni bijele tvari su znacajna populacija neurona u

odraslom ljudskom mozgu

Dosadasnje studije o intersticijskim neuronima bijele tvari nisu se bavile njihovom brojnosc¢u
u mozgu (Das i Kreutzberg 1968, Kostovi¢ i Rakic 1980, Meencke 1983, Meyer i sur. 1992, Akbarian
i sur. 1993a, 1993b, 1996, Ang i Shul 1995, Anderson i sur. 1996, Rojiani i sur. 1996, DeAzevedo i
sur. 1997, Smiley i sur. 1998, Kirkpatrik i sur. 1999, 2003, Beasley i sur. 2002, van de Nes i sur. 2002,
Eastwood i Harrison 2003, 2005, 2006, Rioux i sur. 2003, Connor i sur. 2009, Garcia-Marin i sur.
2010, Judas i sur. 2010b). Kako bismo odredili prosje¢an broj intersticijskih neurona u mozgu ¢ovjeka,
potrebno je odrediti volumen bijele tvari i prosje¢nu gustoéu neurona u mozgu ¢ovjeka u $to vecem
broju podruéja, kako bi se dobila §to preciznija vrijednost. Za ostvarivanje ovog cilja, na$ laboratorij je
u jedinstvenoj poziciji zbog dugogodisnjeg iskustva s citoarhitektonskom analizom ljudskog mozga i
MR snimanjem ljudskog mozga. Prosjecna brojnost intersticijskih neurona od pola milijarde u bijeloj
tvari vise je od ukupnog broja neurona u mozgu misa i Stakora (Herculano-Houzel i sur. 2006). Studije
koje su se bavile brojem intersticijskih neurona ograniéile su se na procjenu gustoce intersticijskih
neurona u odredenom podrucju kod zdravih mozgova (Rojiani i sur. 1996, Eastwood i Harrison 2005,
Garcia-Marin sur. 2010) ili usporedbom gustoce izmedu zdravih kontrolnih mozgova i patoloskih
mozgova (Meencke 1983, Akbarian i sur. 1993a, 1993b, 1996, Kirkpatrick i sur. 1999, 2003,
Eastwood i Harrison 2003, 2005, Molnar i sur. 2003, Rioux i sur 2003, Connor i sur. 2009).
Usporedba dobivenih vrijednosti gustoce intersticijskih neurona u ovim studijama je vrlo teSka zbog
koristenja razli¢itih metodologija. Prosje¢na gustoca intersticijskih neurona u prijas$njim radovima je
vrlo varijabilna. Dva su razloga ovoj varijabilnosti. Prvi uzrok su interindividualne varijabilnosti zbog
dobi, te zbog postmortalnog vremena. Drugi uzrok ovoj varijabilnosti je razli¢ita metodologija analize
gustoce intersticijskih neurona. Na primjer, ako usporedimo gustoc¢u intersticijskih neurona, dobivenu
u ovom radu u ¢eonoj mozdanoj kori, s dvije prijasnje studije koje su analizirale gusto¢u intersticijskih
neurona na dva razli¢ita na¢ina, dolazimo do vrijednosti od 1.229 neurona/mm?® u ovom radu, 1.145
neurona/mm?® u studiji iz 1983. godine (Meencke 1983), a u nedavno objavljenoj studiji Garcia-Marin i
suradnika iznosi 1.591 neurona/mm? (2.660 neurona/mm?® u povrsinskom dijelu bijele tvari i 522
neurona/ mm® u dubinskom dijelu bijele tvari; Garcia-Marin i sur. 2010). Garcia-Marin i suradnici su
pokazali da postoje regionalne razlike u gusto¢i intersticijskih neurona bijele tvari. Prema njihovim
rezultatima, razlike postoje zbog razlicitih gusto¢a neurona u povrsinskom dijelu bijele tvari, dok je
gustoca neurona u dubinskom dijelu bijele tvari sli¢na u svim podrué¢jima mozga. Rezultati ove
disertacije pokazuju da regionalne razlike u gusto¢i neurona postoje samo izmedu limbickog reznja

(gyrus cinguli) i ostatka mozdane kore. Razlike izmedu ¢eonog, tjemenog, sljepoocnog i zatiljnog
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reznja su minimalne i zanemarive (manje od 10% ukupne gustoce). Razlog za ovakav nalaz moze se
pronadi u metodologiji racunanja. Garcia-Marin i suradnici su mjerili gustocu neurona u dva odvojena
odjeljka (povrsinski i dubinski dio bijele tvari; Garcia-Marin i sur. 2010), dok smo u ovoj disertaciji
mjerili gustocu neurona zajedno u oba odjeljka. Kako je dubinski dio bijele tvari povr§inom puno veci
od povrsinskog dijela bijele tvari, doprinosi i vise u gusto¢i neurona, pa ¢e razlike izmedu pojedinih
regija koje se uoce u povrsinskom dijelu bijele tvari nestati kada se oba odjeljka analiziraju zajedno. |
u ovoj disertaciji uoc€ili smo da je najveci broj intersticijskih neurona smjesten blize granici bijele i
sive tvari, kako je opisano i u prethodnim studijama. To¢na procjena gusto¢e neurona vazna je za
neuropatologiju. Mnoge studije tvrdile su da postoje razlike u gusto¢i intersticijskih neurona u
patoloskim stanjima kao §to su: shizofrenija (Anderson i sur. 1996, Kirkpatrick i sur. 1999, 2003,
Eastwood i Harrison 2003, 2005, 2006, Molnar 2003, Rioux i sur. 2003, Connor i sur. 2009), bipolarni
poremecaj (Connor i sur. 2009), epilepsija (Meencke 1983), depresija (Molnar 2003) i Alzheimerova
bolest (van de Nes 2002). No, zbog velikih interindividualnih razlika, razlika u metodologiji
analiziranja gustoce, te zbog toga §to su analizirana razlicita kortikalna podrucja, kvalitetna usporedba
nije moguca. Za kvalitetnu usporedbu prijeko je potrebno prvo utvrditi normalne vrijednosti

intersticijskih neurona, pa ih usporediti s patoloskim mozgovima koriste¢i istu metodu.

6.2. Intersticijski neuroni bijele tvari pripadaju razli¢itim morfoloskim

tipovima

Intersticijski neuroni bijele tvari pripadaju razli¢itim morfoloskim tipovima. Najcesce
opisivani morfoloski tipovi intersticijskih neurona su piramidni, vretenasti, bipolarni i poligonalni
(Kostovi¢ i Rakic 1980, Meyer i sur. 1992, Okhotin i Kalinichenko 2003, Suarez-Sol4 i sur. 2009,
Garcia-Marin i sur. 2010, Judas i sur. 2010b). Analiza morfoloskih tipova intersticijskih neurona u
ovoj disertaciji potvrdila je rezultate prijasnjih studija. Meyer i suradnici u svojoj studiji iz 1992.
godine tvrde da je vise od 90% intersticijskih neurona piramidne morfologije (Meyer i sur. 1992).
Garcia-Marin i suradnici podrzavaju ovu tvrdnju na temelju njihove analize ekspresije SMI32 proteina
(Garcia-Marin i sur. 2010). U ovoj disertaciji, iako nismo kvantitativno analizirali omjer pojedinih
morfoloskih tipova intersticijskih neurona, na temelju kvalitativne analize ne mozemo podrzati ovu
tvrdnju. Iako je gustoca piramidnih neurona u povrsinskom dijelu bijele tvari (blize granici sive i bijele
tvari) veca, tu postoji i mnogo neurona interneuronske morfologije. Nadalje, Meyer i suradnici su u
svojoj studiji klasificirali kao piramidne neurone mnoge intersticijske neurone koji nemaju klasicnu

piramidnu morfologiju. Mnogi neuroni koje su oni oznadili kao piramidne zapravo imaju bipolarnu,
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multipolarnu ili vretenastu morfologiju (Slika 2 — 4. Meyer i sur. 1992). Ovakve neurone uocavali smo
i u ovoj disertaciji u svim razinama bijele tvari. Mnogi od ovih neurona mogu biti glutamatni (kao npr.
zvjezdaste zrnate stanice s dendritickim trnovima), ali ne moraju nuzno biti piramidne morfologije. U
skladu s ovom tvrdnjom, SMI32 bi prepoznao glutamatne neurone bijele tvari koji nisu piramidne
morfologije (Garcia-Marin i sur. 2010). Stoga posljednji autori nisu prihvatili tvrdnju 0 90% neurona

piramidne morfologije.

6.3. Intersticijski neuroni bijele tvari u odraslom mozgu su preZivjeli fetalni

subplate neuroni

Kostovic¢ i Rakic su 1980. godine predlozili, na temelju autoradiografskih eksperimenata, da
intersticijski neuroni u mozgu ¢ovjeka potjecu od subplate neurona (Kostovi¢ i Rakic 1980, 1990,
Judas$ i sur. 2010b). Nakon njih, mnoge druge studije su potvrdile ovu tvrdnju kod macke (Luskin i
Shatz 1985, Chun i Shatz 1989), misa (Hoerder-Subedissen i Molnar 2013), te mnogih drugih vrsta
(Reep 2000). Pitanje o broju i tipovima subplate neurona koji preZive u postnatalnom razdoblju, te u
odraslom mozgu ostanu kao intersticijski neuroni bijele tvari, jo§ uvijek nije rijeSeno. Mnoge studije
(uglavnom na eksperimentalnim Zivotinjama) tvrde da ve¢ina subplate neurona nakon rodenja
podlijeze programiranoj smrti, te da samo mala subpopulacija tih neurona prezivi kao intersticijski
neuroni bijele tvari (Luskin i Shatz 1985, Wahle i Shatz 1987, Chun i Shatz 1989, Allendoerfer i Shatz
1994). Veéina ovih studija svoje rezultate je dobila na razli¢itim eksperimentalnim Zivotinjama. Sto se
tice ljudskog mozga, nema uvjerljivih rezultata koji bi potvrdivali masivnu programiranu smrt
subplate neurona. Dvije studije Mrzljaka i suradnika, koje su se bavile razvojem i rastom subplate
neurona, pokazale su da se u subplate zoni moze uo¢iti pet morfoloskih tipova subplate neurona
(polimorfni, vretenasti, multipolarni, piramidni i obrnute piramide) koji kod novorodenceta i u ranom
postnatalnom razdoblju ne pokazuju znakove smanjivanja i degeneracije dendrita (Mrzljak i sur. 1988,
1992). KCC2 je natrij-kloridni transporter vazan za inhibicijsko djelovanje GABAergicke sinapse, te
je prisutan u svim GABAergickim sinapsama (Rivera i sur. 1999, Blaesse i sur. 2009). KCC2 je
pogodan za analizu razli¢itih morfoloskih tipova neurona zbog ubikvitarne ekspresije na svim
neuronima s GABAergic¢kim sinapsama. Prisustvo svih morfoloskih tipova KCC2 imunorekativnih
intersticijskih neurona u odraslom mozgu (koji odgovaraju morfoloSkim tipovima subplate neurona
koje su opisali Mrzljak i suradnici; Mrzljak i sur. 1988) kao i u fetalnom razdoblju, govori u prilog

tvrdnji da velika vec¢ina subplate neurona prezivi u odraslom mozgu. Stoga rezultati ove disertacije
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takoder pokazuju da, barem u ljudskom mozgu, vecina subplate neurona prezivi u odraslom mozgu

kao intersticijski neuroni bijele tvari.

6.4. Geni specifi¢ni za subplate zonu kao biomarkeri intersticijskih neurona

u odraslom mozgu

Pojavom modernih metoda visoke proto¢nosti za analizu ekspresije gena, postalo je moguce
analizirati ekspresiju cijelog genoma u jednom uzorku. Takav napredak u tehnologiji omogucio je
analizu ekspresije gena u razli¢itim podru¢jima mozga ili slojevima mozdane kore, te otkri¢e gena
specifi¢nih za pojedine strukture. Trenutno postoji nekoliko skupova podataka kod ¢ovjeka, misa i
majmuna koji mogu posluziti ovoj svrsi. Nazalost, kod ¢ovjeka (Kang i sur. 2011) i majmuna (Bernard
i sur. 2012) podaci o transkriptomu u mozgu postoje samo za mozdanu koru, a ne i za
subplate/intersticijske neurone. Usporedba transkriptomskih podataka o ekspresiji gena kod misa u
mozdanoj kori (Belgard i sur. 2010) i u subplate zoni (Hoerder-Suabedissen i sur. 2013) dovela je do
otkri¢a osam gena specifi¢nih za misju subplate zonu. Zbog postojanja velikih razlika u ekspresiji
gena izmedu razlicitih vrsta (Watakabe i sur. 2007, Watakabe 2009) sama spoznaja da je gen
specifi¢no eksprimiran u subplate zoni kod misa ne znaci da je nuzno eksprimiran i u ¢ovjeka po istom
obrascu. To se potvrdilo i na obrascu ekspresije misjih subplate specifi¢nih gena u mozgu ¢ovjeka,
gdje samo pet kandidata zbog niskih razina vrijednosti ekspresije su potencijalni geni kandidati
specificni za subplate/intersticijske neurone. Ovakav pristup pronalaZenju gena specificnih za
subplate/intersticijske neurone opravdan je, jer suzuje skupinu potencijalnih kandidata na manji broj,
$to u konacnici vodi brZzem 1 efikasnijem pronalazenju stvarnih razlika. Svaki od ovih gena dobiven
metodama genetske analize potrebno je evaluirati i u histoloskim preparatima pomocu
imunohistokemije ili in-situ hibridizacije, zbog moguénosti razli¢itog obrasca ekspresije u razli¢itim
vrstama. Analiza ranog stadija nastanka subplate zone (izmedu 17. i 22. postovulacijskog tjedna)
potvrdila je da postoji razlika u ekspresiji izmedu misa i ¢ovjeka za dva Cesto analizirana gena (Ctgf i
Nurrl) specifi¢na za misju subplate zonu (Wang i sur. 2010). Otkri¢e gena/proteina specifi¢nog za
ljudske subplate/intersticijske neurone uvelike bi unaprijedilo razumijevanje i dijagnostiku mnogih
razvojnih i degenerativnih bolesti ljudskog mozga. Stoga ova disertacija sluzi kao pilot studija za
opseznu analizu transriptoma ljudske subplate zone i intersticijskih neurona odraslog mozga, te
njegovo ,.smjestanje u citoarhitektonske i stani¢ne okvire, uz primjenu imunohistokemije i in-situ

hibridizacije (u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost — voditelj: Prof.dr.sc. Milo§ Judas).
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7. Zakljucak

Intersticijski neuroni bijele tvari su znacajna populacija neurona u mozgu ¢ovjeka. Broj intersticijskih
neurona bijele tvari veci je od ukupnog broja neurona u vaznim eksperimentalnim modelima u
neuroznanosti kao §to su Stakor i mis. Regionalne razlike u gustoci intersticijskih neurona nisu
znacajne, zbog velikog udjela intersticijskih neurona u dubokoj bijeloj tvari koja ne pokazuje
regionalnu varijabilnost. Na temelju dosadasnjih studija, te rezultata ove disertacije, mozemo zakljuéiti
da su intersticijski neuroni bijele tvari prezivjeli subplate neuroni, te da ne postoji opsezna
programirana smrt subplate neurona nakon rodenja. Temeljem analize morfoloskih tipova
intersticijskih neurona i njihovom usporedbom s tipovima subplate neurona, mozemo zakljuéiti da su
svi morfoloski tipovi subplate neurona prisutni i u odraslom mozgu, §to govori u prilog tvrdnji da svi
tipovi fetalnih subplate neurona nastavljaju postojati i u supkortikalnoj bijeloj tvari odraslog ljudskog
mozga. lako trenutno nema podataka 0 genima specificnim za subplate zonu u mozgu ¢ovjeka,
analizom ekspresije gena specifi¢nih za subplate zonu u mozgu misa pronasli smo potencijalne
kandidate kao $to su: HTR1D, INPP4B, NURR1, NXPH4 i TPD52L1. Subplate neuroni i intersticijski
neuroni u mozgu ¢ovjeka zahtijevaju detaljniju analizu modernim metodama kao §to su in-Situ

hibridizacija i analiza transkriptoma pomoc¢u mikropostroja.
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8. Sazetak

Broj intersticijskih neurona u bijeloj tvari mozdane kore ¢ovjeka do sada nije bio poznat. Intersticijski
neuroni ¢ine veliku populaciju neurona u bijeloj tvari ljudskog telencefalona, a vjeruje se da su
ukljuéeni u patogenezu mnogih razvojnih i degenerativnih bolesti i poremecaja mozga. Stoga je bitno
poznavati njihovu regionalnu raspodjelu te morfoloske i molekularne fenotipove. U ovom radu smo
analizirali brojnost,i fenotipove intersticijskih neurona u pet razlicitih kortikalnih podrucja. Prosje¢ni
broj intersticijskih neurona u odraslom ljudskom mozgu je 567.860.508,4 neurona/mm®. Regionalne
razlike mogu se uociti izmedu cingularne kore i ostalih kortikalnih podru¢ja, no nisu uo¢ene znacajne
razlike u gusto¢i neurona izmedu ¢eonog, tjemenog, sljepoo¢nog i zatiljnog reznja. Svi morfoloski
tipovi neurona fetalne subplate zone su prisutni i kod intersticijskih neurona odrasle mozdane kore. Na
temelju subplate specifi¢nih gena u misa i analizom njihove ekspresije u mozgu covjeka pronasli smo
pet potencijalnih kandidata za subplate specifi¢ne gene kod ¢ovjeka. Ova disertacija uvod je u
opsezniju analizu transkriptoma, te u detaljnu izradu molekularnog fenotipa subplate i intersticijskih

neurona.
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9. Summary

Title: Developmental origin of white matter interstitial neurons and their regional differences in
distribution, morpology and phenotype in human brain

The number of interstitial neurons of white matter is currently unknown. The interstitial neurons of
white matter are large and important population of neurons in the human brain linked with a number
of developmental and degenerative brain disorders. Thus, it is of vital importance to determine
regional distribution, morphologic types and molecular phenotype of interstitial neurons. In present
study we analyzed the number, morphology and phenotype of interstitial neurons in five regions of
adult human brain. The avarage nubmer of interstitial neurons of white matter in humans is
567.860.508,4 neurons/mm?. The only regional difference in the density of interstitial neurons is
observed in cyngulate cortex. There is no significant difference in intestitial neurons density between
frontal, parietal, temporal and occipital cortex. All morphological types of subplate neurons are
present also in the interstitial neurons. Upon analyzing expression patterns of mouse subplate specific
genes in human brain we elucidatad five potential candidate genes for human subplate specific genes.
This study is introduction for the more detailed study of gene expression and more detailed molecular

profile of subplate and interstitial neurons of white matter.
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