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1. UVOD I SVRHA RADA

Razumijevanje i istrazivanje evolucije ¢ovjeka u velikoj je mjeri potpomognuto
razvojem znanosti kao $to su usporedna genomika i njoj srodne znanosti.
Ona dovodi do spoznaja o genima koji su bili pozitivno selektirani u tom procesu, kao i o
genima koji su bili izlozeni procesu duplikacije, translokacije ili delecije. Unato€ rastu¢em
znanju o evoluciji ljudskog genoma jo$ nam uvijek ostaje nedovoljno jasan odnos izmedu
genetickih promjena i promjena u fenotipu. Ta opaZanja vrijede i za gen FOXP2 koji spada
medu najproucavanije gene u posljednja dva desetlje¢a. Smatra se kako je ovaj gen prosao
pozitivnu selekciju te da je imao ulogu u evoluciji ljudskog govora i jezika. Sposobnost
govorenja i razumijevanja govora, sposobnost je karakteristi¢na za covjeka i kao takva
sastavni je dio nasega drustva 1 kulture. Otkrice 1 istraZivanja funkcije ovoga gena mogli bi
upotpuniti nase razumijevanje o fenotipskim promjenama koje karakteriziraju danasnjeg

covjeka.

1.1. Otkri¢e FOXP2 gena

1.1.1. Obitelj KE

Pocetkom 90-ih godina 20. stolje¢a u Velikoj Britaniji je opisana obitelj u kojoj je
polovina njenih ¢lanova pokazivala poteskocée u artikulaciji govora, orofacijalnoj koordinaciji
te nedostatke u ekspresivnim i receptivnim zadatcima, ali bez oStecenja ostalih kognitivnih

funkcija [1]. Za potrebe istrazivanja i ouvanja anonimnosti, obitelj je dobila ime KE.

1.1.2. Fenotip obitelji KE

U studiji objavljenoj 1998.godine [2] znanstvenici su otkrili kako su ¢lanovi obitelji KE
koji su bili pogodeni osteéenjem, losije rezultate postigli u tri testa: ponavljanju rijeci,
ponavljanju pseudorijeci te izvodenju simultanih i serijskih orofacijalnih pokreta. Daljnja
istrazivanja imala su za cilj to¢nije definirati deficit te su pokazala da je rije¢ o vrlo sloZenom
poremecaju koji uz lingvisticka ima i ne-lingvisticka obiljezja te ne moze u¢i u dijagnosticku

skupinu specifi¢nih jezi¢nih ostecenja.



Sljede¢i korak bio je utvrditi postoje li razlike u slikovnim prikazima mozga izmedu zdravih
clanova KE obitelji i clanova zahvacéenih poremecajem. KoriStenjem MRI uredaja uoceno je
da u mozgovima zahvaéenih ¢lanova postoje podrucja koja su morfoloski promijenjena,
odnosno imaju poveéanu ili smanjenu koli¢inu sive tvari [2, 3]. Clanovi KE obitelji zahvacéeni
poremecajem imali su viSe sive tvari u lentiformnoj jezgri i gyrus angularis (bilateralno), a
manje u dodatnom motori¢kom podrucju i cingularnoj kori, Brokinom podrucju kao i u
nukleusu kaudatusu (bilateralno). Nucleus caudatus je i u pozitronskoj emisijskoj tomografiji
(PET) potvrdio znatno manje volumene obostrano nego $to je to bio slucaj kod zdravih
ispitanika, a analiza funkcionalnom magnetnom rezonancijom (fMRI) nedovoljnu aktivaciju

Brokinog podrucja i putamena za vrijeme produkcije govora i ponavljanja rijeci.

Slika 1.1 Rezultati PET i MRI analize. (A) Parasagitalni presjek kroz lijevu hemisferu, 6 mm od

medijane ravnine. Obojano podrucje pokazuje regije koje su bile manje aktivne kod obitelji KE u
odnosu na kontrolnu skupinu. (B) Koronarni presjek, 14 mm ispred koronarne ravnine kroz prednju
komisuru. Obojana podrucja (lijevi nucleus caudatus i lijeva premotoricka kora) pokazuju regije koje
su bile aktivnije u obitelji KE u odnosu na kontrolnu skupinu. (C) Transverzalni presjek, 2 mm iznad
transverzalne ravnine kroz prednju i straznju komisuru. Obojana podrucja (glava nukleusa kaudatusa,
obostrano) pokazuju regije s manje sive tvari u KE obitelji u odnosu na kontrolnu skupinu.

(Preuzeto iz rada Vargha-Khadem i suradnici, 1998 [2])



1.1.3. Molekularna analiza poremecaja obitelji KE

Paralelno s provodenjem istrazivanja koristenjem slikovnih metoda i testova ponaSanja,
provodene su i genomske analize u svrhu traZenja gena koji bi mogao biti odgovoran za
poremecaj u polovine ¢lanova KE obitelji. Zahvacanje polovine ¢lanova ukazalo je da bi se
moglo raditi o autosomno-dominantnom poremecaju, sto je poslije i potvrdeno. Pronaden je
gen iz porodice "Forkhead box" proteina, velike skupine transkripcijskih faktora [4, 5] koji se
nalazi na dugom kraku kromosoma 7. U kodiraju¢im regijama FOXP2 gena obitelji KE
utvrdena je mutacija krivog smisla (missense) u kojoj je aminokiselina arginin zamijenjena s
histidinom u DNA-vezuju¢oj domeni na poziciji 553 proteina (RS53H). Svi zahvaéeni ¢lanovi
KE obitelji bili su heterozigoti za ovu mutaciju. Osim zahvacenih pripadnika KE obitelji,
neovisnim istrazivanjima pronadeno je jo$ slu¢ajeva mutacije FOXP2 gena (delecija,
besmislena mutacija (nonsense) u kojima su pogodeni pojedinci pokazivali poremecaje
govora sli¢ne onima u obitelji KE (oromotorna dispraksija, verbalna dispraksija, zaostajanje u

razvoju, poteskoce u ¢itanju, motoricke poteskoce kod disleksije) [6, 7].

1.2. Funkcija FOXP2 gena

1.2.1. Izrazaj FOXP2 gena

Sljedeci korak nakon otkri¢a gena koji je uzrokovao lingvisticke, ali 1 nelingvisticke
poremecaje bio je utvrditi mehanizam kojim FOXP2 gen dovodi do ovih deficita. Kao i svi
transkripcijski faktori i FOXP2 protein se veZe na genomsku DNA te ima mogucnost ili
aktivirati ili potisnuti rad odredenih gena, i na taj nacin povecati ili smanjiti transkripte tih
gena.

Jak izraZaj ovoga gena opaZen je u fetalnom mozgu [4], a u odraslom mozgu u nukleusu
kaudatusu, malom mozgu, talamusu 1 putamenu [8, 9]. Za vrijeme razvoja Stakori i miSevi
izrazavaju Foxp2 u tkivu pluca, ziv€anom tkivu, crijevima i tkivima kardiovaskularnog

sustava [5].



1.2.2. Utjecaj FOXP2 gena na ostale gene

S obzirom na to da je FOXP2 izrazen u razli¢itim regijama mozga, pretpostavljeno je
kako bi mogao utjecati na razli¢ite gene koji bi mogli biti vazni u govoru, jeziku 1 kontroli
motorike.

Jedna studija je pronasla 303 ciljna mjesta djelovanja ovoga gena i to unutar bazalnih ganglija
1 donjeg frontalnog korteksa [10, 11], $to govori u prilog da brojna ciljna mjesta djelovanja

FOXP?2 vjerojatno utjecu 1 na brojne funkcije kao $to su razvoj ziv€anog sustava, provodenje
signala te sinapticki prijenos. U svim tim mjerenjima FOXP?2 je na ciljna mjesta djelovao kao

potiskiva¢ njihovih funkcija.

1.2.3. Uloga Foxp2 gena u razvoju Ziv€anog sustava

Uloga Foxp2 na razvoj ziv€anog sustava istrazena je uz pomoc¢ misjeg modela u kojemu
je onemoguceno djelovanje Foxp2 gena (eng. knockdown za Foxp2). U moZdanoj kori ovih
miSeva je sprijeceno kretanje radijalnih prekursora u razvojnoj fazi, Sto ukazuje na to kako
gen utjece na regulaciju izrastanja dendrita i aksona u vrijeme razvoja [12]. Medutim, jedino
je za ljudski FOXP2 pokazano da u slucaju njegove pretjerane izrazenosti dolazi do dodatnog
stvaranja stanica intermedijarnih progenitora i neurona. Kada se ovo otkri¢e primijeni na
obitelj KE, onda je zamjena aminokiselina koja je pronadena u njthovom FOXP2 proteinu
odgovorna za povecéanje broja radijalnih prekursora, ali i smanjenje intermedijarnih
progenitora i neurona [13].

Ovo pokazuje kako FOXP2 gen ima znacajnu ulogu u razvoju Ziv€anog sustava, a posebice
na izrastanje dendrita i aksona.

Potencijalni gen preko kojega bi FOXP2 mogao utjecati na govor je CNTNAP?2 (eng.
Contactin associated protein-like 2), gen koji kodira transmembranski protein CASPR2 koji
je pronaden u Ranvierovim ¢vorovima. Taj protein je obilato izrazen u ljudskom mozgu i to u
regijama bitnima za govor (za razliku od drukéijeg tipa ekspresije u mozgu glodavaca) [14,
15].

Mutacije CNTNAP2 dovode se u vezu s epilepsijom, jezi¢nom regresijom, mentalnom
retardacijom[16], Touretteovim sindromom [17], a razli¢ite varijante u samom genu pokazale
su kako je izrazen u dobi u kojoj djeca s autizmom pocinju govoriti [18].

Uloga FOXP2 gena u razli¢itim poremecajima, s obzirom na brojna ciljna mjesta djelovanja,

govori u prilog njegovog rasirenog utjecaja na vrlo slozen fenotip.



1.3. FoxP2 gen u drugih vrsta

FOXP2 nije pronaden samo u ljudi. Njegovi ortolozi se nalaze i medu drugim
kraljeznjacima, a FOXP2 protein je dobro ocuvan u razli¢itih vrsta. Zbog toga je moguce
proucavati ulogu ovog gena i u drugih vrsta, od kojih neke, kao i covjek, vokalno
komuniciraju.

FOXP2 protein miSa i covjeka razlikuje se u samo tri aminokiseline, dok se onaj u primata
(¢impanza, gorila i rezus makaki majmuna) i ¢ovjeka razlikuje u dvije od ukupno 715
aminokiselina: u jednoj se dogodila supstitucija treonina (Thr) u asparagin (Asn) na poziciji
303 (T303N), a u drugoj asparagina u serin na poziciji 325 (N325S).

Stoga se moze zakljuciti kako je humani oblik FOXP2 gena evoluirao relativno nedavno jer
se kroz evoluciju sisavaca tijekom proteklih 130 milijuna godina, od kada je doslo do
odjeljivanja linije glodavaca od linije primata, promijenila samo jedna aminokiselina. Tako se
FoxpP?2 gen ¢impanze razlikuje od Foxp2 gena miSa u samo jednoj supstituiranoj
aminokiselini i to na poziciji DS8OE. Nakon Sto se ljudska linija odijelila od zajedni¢kog pretka
kojega je imala sa ¢impanzom, doslo je do dodatne zamjene 2 aminokiseline i to na
pozicijama T303N i N325S. To upuéuje kako je FOXP2 bio pozitivno selektiran, osobito u
tijeku evolucije Covjeka [19, 20].

FOXP2 je visokoo€uvani protein. Zamjena Thr u Asn na poziciji T303N ¢ini se jedinstvena
samo za ¢ovjeka jer nije pronadena niti u jedne od 28 vrsta sisavaca koji su istrazivani, dok se
zamjena Asn u Ser na poziciji N325S neovisno dogodila i u mesozdera. To ukazuje kako ova
zamjena aminokiseline sama za sebe nije bila dovoljna za pojavu jezika i govora [20].

Dvije aminokiselinske zamjene su istrazivane 1 u drugih Zivotinja te je pronadeno da ih kitovi
i delfini, kao sisavci koji se vokalno glasaju, nemaju. Si§misi pokazuju znatnu varijabilnost u
sekvencama FOXP?2 gena te bi neke varijacije u egzonima 7 i 17 mogle biti povezane s tipom
eholokacije, ukazujuc¢i na mogucu ulogu FoxP2 u razvoju tih eholokacijskih sustava [21].
Kod ptica isto tako ne postoje razlike u aminokiselinskom slijedu koji je kodiran egzonom 7 u
FoxP2.

Nadalje, iste aminokiselinske zamjene kod danaSnjeg ¢ovjeka pronadene su i u uzorcima kod
dva neandertalca. Vrlo je vjerojatno da se selektivni zamah dogodio negdje prije 300 000

- 400 000 godina kod zajednickog pretka neandertalca i danasnjeg Covjeka [22].

Jo§ se uvijek ne zna tocna dinamika selektivnog zamaha, ali je otkriveno da regulatorni dio
ljudskog FOXP?2 gena nije prisutan kod neandertalca Sto bi ga ¢inilo dobrim kandidatom za

selektivni zamah [23].



Prisutnost ortologa FOXP2 kod ptica potakao je daljnja istrazivanja kojima se htjelo utvrditi
da li je kod ptica pjevica doslo do promjene u sekvenci FOXP2 analogno onoj
dokumentiranoj u ¢ovjeka. Zebrasta zeba posebno je bila zanimljiva za promatranje upravo
zbog toga §to muzjak pocinje pjevati s dostizanjem spolne zrelosti, prilikom ¢ega Zivotinja
postupno oblikuje svoju pjesmu koja pocinje nalikovati pjesmi tutora, obi¢no oca. Kod ovih
zeba FOXP? izrazaj je osobito jak u arei X, klju¢noj sastavnici za ucenje pjevanja koja je
homolog strijatumu sisavaca [24].

Area X kod zebrastih zeba 1 kanarinaca izrazava za vrijeme razdoblja vokalnog ucenja vise
FOXP?2 gena nego okolno tkivo strijatuma, a utjecaj ovoga gena potvrden je sprjeCavanjem
funkcije (knockdown) FOXP2 gena u arei X, pri ¢emu kod Zivotinje dolazi do otezanog ucenja
pjeva (ispustanje tonova, neprecizno kopiranje duljine tona te neto¢ne imitacije spektralnih
karakteristika) [24]. Unato¢ tome Sto FOXP2 u zeba nema specifi¢ne nukleotidne zamjene
koje su se pojavile u humanoj liniji, FOXP?2 vjerojatno sudjeluje u procesu razvoja pjevnog
sustava.

Usporedne studije FOXP2 tako jo$ uvijek nemaju izravnu poveznicu izmedu promjene
sekvenca 1 sposobnosti za uc¢enje glasanja, no samom ¢injenicom da je FOXP2 pojacano

izrazen u ptica pjevica ukazuje kako ima utjecaj u neuralnim promjenama vezanim uz ucenje.

1.4. Funkcionalne studije FOXP2 gena na Zivotinjskom modelu

1.4.1. MiSji model mutacije obitelji KE

Postoji jos jedan pristup kojim su znanstvenici pokusali razumjeti ulogu FOXP2 gena u
ljudi. Uz pomo¢ mi§jeg modela razvili su mutantni oblik FOXP2 gena koji nosi mutaciju
identi¢nu onoj kod obitelji KE (R552H) [25].

Homozigotni misevi ugibali bi 3-4 tjedna nakon rodenja s teSkim zaostatkom u razvoju,
abnormalno malim malim mozgom, a glasanja bi im bila rijetka u odnosu na heterozigotne
miSeve 1 miSeve divljeg tipa. Za razliku od njih, heterozigotni misevi su bili zdravi i1 Zivahni,
bez vecih poremecéaja motorike i anomalija u strijatumu i malom mozgu, $to su bile glavne
strukturne i funkcionalne promjene kod zahvaéenih ¢lanova obitelji KE.

Unatoc¢ tome §to nisu pokazivali znakove veceg deficita funkcija, pokazali su oteZano

motoricko u€enje prilikom tréanja po kotacu 1 nisu uspjeli producirati dugoro¢nu depresiju



nakon visoko frekventne stimulacije (LTD), oblik sinapti¢ke plasti¢nosti prilikom stimulacije

glutamatergickih sinapsi [26].

1.4.2. Humanizirani mi§

Druga skupina znanstvenika ponudila je model za proucavanje stvaranjem
transgeni¢nog misa koji izraZzava humani oblik Foxp2 gena u misa, s aminokiselinskim
zamjenama koje su karakteristicne ljudskim (zamjena Thr u Asn na poziciji 303 1 Asn u Ser
na poziciji 325).

Daljnji zadatak koji su si postavili bio je istraziti ¢itav spektar utjecaja ovoga gena na fenotip,
Sto je ukljucivalo usporedbe u ponasanju Zivotinja te neurofizioloska, neurogeneticka i
neurohistoloska istrazivanja. Za razliku od homozigotnih miSeva za mutaciju R552H,
homozigotni humanizirani misevi su bili potpuno zdravi i normalno plodni te nisu pokazivali
veca odstupanja u ponasanju ili neke anatomske abnormalnosti.

Ta studija je potvrdila regije u mozgu u kojima je Foxp2 gen jako izrazen. Rijec je o kori
velikog mozga (osobito u stanicama sloja VI), strijatumu, talamusu i Purkinjeovim stanicama
malog mozga. U ponaSanju, miSevi se nisu znatnije razlikovali od miSeva divljeg tipa, iako su
neki parametri pokazali neSto niZe vrijednosti prilikom mjerenja sposobnosti istrazivanja nove
okoline. Neurokemijski, Foxp2 miSevi su imali niZe koncentracije dopamina u mozdanoj kori,
globusu palidusu, strijatumu i malome mozgu, no drugi neurotransmitori (serotonin, glutamat
1 GABA) nisu pokazali promjene u koncentraciji u odnosu na miseve divljega tipa. Razlika
prema misSevima divljeg tipa pronadena je u genskoj izrazenosti Foxp2 u strijatumu, a
pronadeno je i mnogo gena koji su u humaniziranome misu izrazeni u srednje velikim
neuronima strijatuma i izrazavaju dopaminski receptor D1, a regulirani su samim Foxp2
genom [27].

Elektrofizioloska obiljezja projekcijskih srednje velikih neurona strijatuma (MSN) u stani¢noj
kulturi takoder su ostvarila ja¢u dugoro¢nu depresiju nakon visoko frekventne stimulacije
(LTD) od miSeva divljeg tipa, a potpuno suprotno od miSeva s mutacijom R552H.
Morfoloska ispitivanja nasumi¢nim odabirom neurona pokazala su da humanizirani misevi
imaju nesto dulje dendrite i aksone od miseva divljeg tipa isklju¢ivo u neuronima koji su dio
kortiko-bazalnih neuralnih krugova, kao $to su projekcijski srednje veliki neuroni strijatuma.

Stupanj promjena na dendritima korelirao je sa stupnjem ekspresije Foxp2 gena [28].



1.5. Projekcijski srednje veliki neuroni strijatuma - dio kortiko-strijatalnih neuralnih

krugova

Strijatum (nucleus caudatus i putamen) su bazalni ganglij telencefalona koji primaju
masivne projekcije iz gotovo svih podrucja kore velikoga mozga.
Najbrojniju skupinu neurona u strijatumu ¢ine GABAergicki trnasti srednje veliki neuroni 1 to
¢ak 95% neurona strijatuma glodavaca. Stoga su oni glavni cilj ulaznih projekcija, ali i glavni
izvor izlaznih projekcija strijatuma.
Najveci broj aferentnih vlakana dolazi iz kore velikoga mozga, supstancije nigre i talamusa.
Vlakna koja dolaze iz kore velikog mozga projiciraju se povratno u koru preko talamusa.
Unutar sustava kortiko-supkortiko-kortikalnih veza postoje dva razlicita puta, tzv. izravni i
neizravni. Izravni put je sastavljen od ekscitacijskih kortiko-strijatalnih, inhibicijskih strijato-
palidalnih, inhibicijskih palido-talamickih i ekscitacijskih talamo-kortikalnih projekcija.
Vlakna kortiko-strijatalnih projekcijskih neurona zavrSavaju na srednje velikim neuronima
koji sadrZze i GABA 1 supstancu P kao neurotransmitore te nose D1 dopaminske receptore.
Strijato-palidalni projekcijski neuroni se zatim projiciraju na unutarnji dio globus palidusa
(GPi-globus pallidus pars interna u primata, GPm- globus pallidus, pars medialis u
glodavaca) [29]. Aktivacija izravnog puta iz mozdane kore dovodi do poticanja izlaznih
talamickih neurona natrag prema kori ("positive feed-back') i dovodi do aktivacije kortikalnih
premotorickih krugova i selekciju ili facilitaciju pokreta.
Neizravni put ukljucuje ekscitacijske kortiko-strijatalne projekcije koje zavrSavaju na trnastim
srednje velikim neuronima koji sadrze i GABA 1 enkefalin kao neurotransmitore te nose D2
dopaminske receptore, inhibicijske strijato-palidalne projekcije koje zavrSavaju na vanjskom
dijelu globus palidusa (GPe-globus pallidus pars externa u primata, GP-globus pallidus u
glodavaca), inhibicijske projekcije iz GPe do suptalamicke jezgre (nucleus subthalamicus) i
ekscitacijskih projekcija iz suptalamicke jezgre do GPi. Kortikalna aktivacija neizravnog puta
dovodi do disinhibicije suptalamic¢kih neurona Sto rezultira povecanjem suptalamicke
aktivacije GPi. Konac¢no, povecanje aktivacije GPi smanjuje talamicku aktivaciju kortikalnih
neurona. Dakle, rezultat kortikalne aktivacije neizravnog puta je suprotan onome izravnog
puta - smanjenje aktivnosti kore velikog mozga ("negative feed-back'). Substantia nigra, pars
reticulata dio je 1 izravnog 1 neizravnog strijatalnog puta.
Informacije koje iz mozdane kore dolaze do bazalnih ganglija i koje se preko talamusa

vracaju natrag u mozdanu koru tvore nekoliko paralelnih i funkcionalno odvojenih sustava



petlji. Najznacajnije su motoricka petlja, koja ukljucuje motoricke i premotoricke dijelove
korteksa; asocijativna ili kognitivna petlja, koja ukljucuje dorzolateralni prefrontalni korteks i
limbicka petlja koja ukljucuje orbitalni i medijalni prefrontalni korteks.

Protok informacija iz kore velikog mozga preko bazalnih ganglija je na razni strijatuma
moduliran dopaminergickim vlaknima koja dolaze iz ventralnog mezencefalona. Iako je
njihova sinapticka aktivnost razli¢ita, dopaminergicki utjecaj na izravni i neizravni put na
kraju dovodi do sinergije aktivnosti: poticanja pozitivnog "feed-back" ucinka (preko izravnog

puta) i inhibiciju negativnog "feed-back" u¢inka na koru (preko neizravnog puta) [30].

»
“8ct pathway

Slika 1.2 Shematski prikaz izravnog i neizravnog puta neuralnih krugova bazalnih ganglija.
Sagitalni prikaz mi§jeg mozga u kojemu su prikazani neuralni krugovi: kora velikog mozga-bazalni
gangliji-talamus- kora velikog mozga. Aksoni iz talamusa i strijatuma stvaraju ekscitacijske sinapse na
strijato-nigralnim (izravni put-plavo) i strijato-palidalnim srednje velikim neuronima strijatuma
(MSN) (crveno). U izravnom putu MSN Salju aksone direktno na izlazne jezgre bazalnih ganglija
(globus pallidus medialis, GPm i substantia nigra, pars reticulata, SNr) gdje stvaraju inhibitorne

sinapse. U neizravnom putu MSN inhibiraju neurone u globus palidusu (GP) koji zatim stvaraju



inhibitorne veze sa suptalamickom jezgrom (STN). Projekcije iz STN odlaze do GPm i SNr gdje
stvaraju ekscitacijske sinapse na GABAergickim izlaznim neuronima bazalnih ganglija. Ti inhibitorni,
izlazni neuroni $alju pak aksone u ventroposteriornu talamicku motornu jezgru. Na kraju se

glutametergicki neuroni u talamusu projiciraju natrag u mozdanu koru, zatvarajuci krug (preuzeto iz

[29D.

1.6. DosadaSnje spoznaje o morfologiji trnastih srednje velikih neurona strijatuma

S obzirom na to da trnasti srednje veliki neuroni ¢ine najbrojniju skupinu neurona
strijatuma, podatci o njihovoj morfologiji i funkciji su bitni za razumijevanje strukture
kortiko-bazalnih krugova i njihovu funkciju kako u normalnim uvjetima, tako 1 u razli¢itim
bolestima [31]. Morfoloske studije koje su koristile Golgi metodu, kao i studije s
unutarstani¢nim bojanjem, kvalitativno su opisale razlicite tipove srednje velikih neurona
strijatuma 1 to u misa [32], Stakora [33, 34], majmuna [35] i Covjeka [36, 37].

Te su studije pruzile podatke o ukupnoj duzini dendritickog stabla, tipu grananja dendrita i
gustoc¢i dendriti¢kih trnova te time pokazale morfoloske sli¢nosti izmedu molekularno
razli¢itih podtipova ovih neurona [34, 35].

U miS§jem strijatumu neuronalna klasifikacija se temelji na sljede¢im kriterijima [32]: 1)
veli€ini 1 obliku tijela neurona, 2) broju dendrita koji izlaze iz tijela, 3) duzini dendritickog
stabla i tipu grananja, i 4) prisustvu ili odsustvu trnova na tijelu stanice i/ili dendritima. Preko
90% neurona misjeg strijatuma ima karakteristi¢no tijelo neurona koje je okruglo, ovalno,
vretenasto ili trokutasto s promjerom duz dulje osi od 11 do 20 pm i1 povr§inom od 236 pm?.
Mnogo veca tijela nalaze se viSe kaudalno u strijatumu, dok se manja tijela nalaze vise
dorzalno i rostralno. U vecini neurona 4-8 primarnih dendrita odlazi od tijela i grana se do
dendrita ¢etvrtoga reda. Ukupna duzina dendrita vrlo je varijabilna od stanice do stanice te
dendrit ima u prosjeku duzinu od 200-350 um, a usmjereni su u dva smjera: mediolateralno 1
dorzoventralno [38]. Debljina ve¢ine dendrita iznosi 1-2 pm. Dendriticki zavrSetci su
uglavnom tanji prema kraju dendrita, prekriveni trnovima s gusto¢om od 7.2 trna/10 um po
duzini dendrita [37]. Tijelo neurona, primarni dendriti te pocetni dijelovi sekundarnih dendrita
su gotovo bez trnova. Ostatak dendrita prekriven je gusto poredanim trnovima. Akson
uglavnom odlazi od tijela neurona ili od primarnog dendrita.

S obzirom da detaljne morfoloSke studije projekcijskih srednje velikih neurona strijatuma,

osobito segmentalna dendriticka analiza [39, 40] nisu ucinjene, u ovoj disertaciji su po prvi
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puta definirane detaljne trodimenzionalne vrijednosti morfoloSkih parametara projekcijskih
neurona strijatuma, kao vaznom neuroanatomskom dijelu bazalnih ganglija i to u miSeva

divljeg tipa te u transgenicnih Zivotinja koje nose humanizirani Foxp2 gen.
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2. HIPOTEZA

Ova disertacija je temeljena na hipotezi da ¢e u misa s humaniziranim oblikom Foxp2
gena doci do promjene u morfologiji dendritickog stabla i gusto¢i dendritickih trnova na
trnastim srednje velikim neuronima strijatuma te da su ove promjene vezane uz zamjenu
aminokiselina na poziciji T302N koja je specifi¢na samo za ¢ovjeka. Ocekuje se da ¢e

promjene u morfologiji pokazivati regionalne razlike.
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3. CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj rada

Op¢i cilj ovog rada je detaljno istraziti nacin na koji humanizirani oblik Foxp2 gena
(Foxp2™™) utjete na morfologiju trnastih srednje velikih neurona strijatuma u misa

(Foxp2™™

nosi supstituciju na pozicijama T302N 1 N324S koje razlikuju ¢ovjecji 1 misji
Foxp2 gen). Koriste¢i dvije dodatne linije transgeni¢nih miSeva koje nose samo jednu od ove
dvije supstitucije (T302N ili N324S) cilj je otkriti da 1i je supstitucija na poziciji T302N u
misa s potpuno humaniziranim genom ta koja utjece na morfoloske promjene na neuronima s

obzirom na to da je specifi¢na samo za ¢ovjeka.

3.2. Specifi¢ni ciljevi rada

Specifi¢ni ciljevi su bili trodimenzionalno rekonstruirati neurone u tri linije transgeni¢nih

Zivotinja (Foxp2 "™ Foxp2 P"N i Foxp2"3?*

) 1 vrijednosti usporediti s vrijednostima
kontrolne skupine miseva divljeg tipa (Foxp2 ") koje su uzgojene i eksperimentalno

obradene paralelno sa svakom transgeni¢nom linijom, s ciljem da se:

1) uspostave kvantitativni morfoloski parametri dendritickog stabla i broja dendritickih trnova
na trnastim srednje velikim neuronima dorzalnog strijatuma impregniranih Golgi Cox

metodom koriste¢i F'D Rapid GolgiStain™ Kit za cijeli strijatum,

2) uspostave kvantitativni morfoloski parametri za pojedine regije dorzalnog strijatuma
(rostralni, dorzomedijalni, dorzolateralni i kaudalni) i analiziraju:
a) regionalne razlike u miseva divljeg tipa,
b) razlike izmedu pojedine transgeni¢ne linije 1 pripadajuceg kontrolnog uzorka divljeg
tipa za svaku regiju i

c) regionalne razlike u svakoj transgenic¢noj liniji.
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4. MATERIJALI Il METODE

Za potrebe ovog istrazivanja koristen je postmortalni materijal mozdanog tkiva 30
miSeva. (Tablice 4.1-4.3.) Zrtvovanje i obrada materijala mozdanog tkiva izvedeni su u
Institutu za evolucijsku antropologiju Max Planck instituta u Leipzigu u skladu s drzavnim i

institucijskim smjernicama Republike Njemacke.

4.1. Dobivanje i drZanje Zivotinja koje izraZavaju Foxp2 ", Foxp2 """ i Foxp2 "%

alel

S obzirom na pretpostavku da je tijekom evolucije Covjeka doslo do zamjene dva
nukelotida koji su smjesteni na 7. egzonu FOXP2 gena (slika 4.1.), te su dvije zamjene
ubadene u ortologni egzon misjeg Foxp2 gena uz pomo¢ homologne rekombinacije u
embrionalne mati¢ne stanice stanicnog klona C57BL/6 pri ¢emu je stvoren mi§ s
humaniziranim alelom (Foxp2™™) (slika 4.2).

Genomskim metodama potvrdeno je da Zivotinje nose to¢nu mutaciju.

Uz liniju s humaniziranim alelom stvorene su 1 dvije dodatne Zivotinjske linije od kojih jedna
u svom endogenom Foxp2 genu ima zamijenjen treonin za asparagin na mjestu 302 (T302N;
N303 u ljudi), a druga ima zamijenjen asparagin za treonin na mjestu 324 (N324S; S325 u
ljudi).

T302N - N3248
2 2

Ciljni vektori za stvaranje alela Foxp 1 Foxp stvoreni su ciljanom mutagenezom

istih ciljnih vektora koji su koristeni za dobivanje Foxp2""

Enarda i suradnika 2009. godine [27]).

alela (detalji su opisani u radu

Zivotinje s Foxp2™™ alelom dobivene su u kompaniji Ozgene Inc. (Bentley, Australija).

Uz ove tri linije miSeva dobivena je i linija miSeva divljega tipa.

Sve linije miSeva koriStene u ovom istraZivanju dobivene su ili od heterozigotnih roditelja ili
od razli¢itih legala homozigotnih roditelja tako da Foxp2™ misevi imaju svoju braéu ili
unuke u svakoj od tri linije.

Svaka linija Zivotinja je prva Cetiri tjedna drzana u kavezu zajedno s majkom, a nakon
odvajanja su zivotinje podijeljene po spolu.

Zivotinje su drzane u uvjetima 10h/14h no¢/dan ciklusa unutar uobicajenih uvjeta.
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2/0*** 2
| Human

0/2
0/5

Chimpn

0/2

I_ 0/5

Gorilla M

1/2
p=== Orang-utan

Rhesus

L 1/131

Slika 4.1. Nukleotidne zamjene u filogenetskom stablu primata. Preuzeto iz [19]. Okomite
linije pokazuju nukleotidne zamjene, a zuti pravokutnici zamijenjene aminokiseline. (Prijevod:
human-covjek, chimp-¢impanza, mouse-mis).

A
T302N N324S

Mouse Foxp2humhum Human
T302N T303N Foxp2hum
N324S  N325S Neo 8
V- —
h/h  +/+

Mouse Foxp2W™T Chimpanzee
B
Mouse Foxp2WT/K0 Human (speech impairment)
R328X "
Aexon 7 or 8 Foxp2¥
R553 ' I
KO/KO +/+
Mouse Foxp2#T¥T Human

Slika 4.2. Ubacivanje humanog FOXP2 u miSji genom. Preuzeto iz [27]: (A) Stvaranje Foxp?2
knock-in alela (Foxp2™™). Foxp2™™ nosi zamjene T302N i N324S koje su ortologne humanim
zamjenama. (B) Stvaranje nefunkcionalnog Foxp2*® alela koji imitira besmislenu (nonsense) mutaciju

R328X [41] i mutaciju krivog smisla (missense) RS53H [4] u ljudi s poremecajima u govoru.
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4.2. Uzimanje i obrada materijala

Mozgovi dobiveni za potrebe ovog istrazivanja uzeti su od miseva starih u rasponu od

75 do 303 dana. Ukupno je obradeno 30 mozgova, od ¢ega je 26 miSeva bilo u ranoj odrasloj
dobi, starosti od 75-95 dana.

Izolirano tkivo obradeno je prema protokolu FD Rapid GolgiStain kit (FD
NeuroTechnologies, Ellicott City, MD, USA).

1. Eksperimentalne Zivotinje duboko su anestezirane prije Zrtvovanja. Mozgovi su u kratkom
vremenskom roku odvojeni od lubanje.

2. Tkivo je brzo isprano u dvostruko destiliranoj vodi kako bi se uklonili ostatci krvi.

3. Tkivo je zatim uronjeno u impregnacijsku otopinu koja je dobivena mijeSanjem Otopine A
1 B u jednakom omyjeru i pohranjeno na sobnu temperaturu u tamnoj prostoriji na 2 tjedna (uz
jednu zamjenu nakon 12h).

Koristeno je najmanje 5 mL impregnacijske tekucine za svaki kubni centimetar uzetog tkiva.
Dva puta tjedno su se posude s tkivom lagano mijeSale za trajanja impregnacije. Svi postupci
su radeni u zaSti¢enim uvjetima.

4. Tkivo je preneseno u Otopinu C i pohranjeno na sobnu temperaturu minimalno 72h.
Tekucina je zamijenjena nakon 24 sata svjezom otopinom.

5. Rezovi debljine 200 pm, prethodno kratkotrajno smrznuti na -20°C to -22°C (najmanje 4
sata), rezani su kriomikrotomom (Microm Thermo Scientific, Walldorf, Germany).

Svaki rez prebacen je potom u staklenu posudu i postavljen na predmetna stakalca prekrivena
zelatinom i Otopinom C. Visak tekucine uklonjen je Pasterovom pipetom i filter papirom.

Preparati su ostavljeni da se prirodno suSe na sobnoj temperaturi.
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4.3. Bojanje tkiva

Golgi metoda
Golgi metoda je jedina metoda koja omogucava analizu cjelokupne morfologije
pojedina¢nog neurona. Otkrio ju je Camilo Golgi, a najveéi doprinos u istrazivanjima je tom

metodom pruzio Santiago Ramon y Cajal. Metoda je zasnovana na impregnaciji neurona

srebrnim solima, gdje se prilikom uspjeSne impregnacije boji 1-4% (najvise do 10%) neurona.

Unato¢ impregnaciji samo manjeg postotka neurona, omogucena je analiza cjelokupne
morfologije pojedinacnog neurona. Osnovna potesko¢a metode je da uspijeva samo kada je
kratko postmortalno vrijeme, a rezultati uspjesnosti impregnacije mogu biti vrlo varijabilni
[42, 43].

Mozdano tkivo bojano je Golgi Cox metodom koriste¢i FD Rapid GolgiStain™ Kit (FD
NeuroTechnologies, Ellicott City, MD, USA) prema uputi proizvodaca (slika 4.3).

Sastav kutije

PK401A PK401
Otopina A 125 ml 250 ml
Otopina B 125 ml 250 ml
Otopina C 125mlx2 250 ml x 2
Otopina D 125 ml 250 ml
Otopina E 125 ml 250 ml
Staklena posuda za uzorke 2 2
Prirodni kist 2 2
Kapaljka 11
Plasti¢ni forceps 1 1
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Ostali potreban materijal

1. Dvostruko destilirana ili Milli-Q voda

2. Plasti¢ne/staklene epruvete ili staklene bocice
3. Histoloski pribor:

] Predmetna stakalca prekrivena zelatinom

] Pokrovna stakalca

] Posude za bojanje

| Etanol

[ Ksilen

[l Permount®

] Svjetlosni mikroskop.

Postupak bojanja

1. Rezovi su 2x isprani u dvostruko destiliranoj vodi, svaki po 4 minute.
2. Rezovi su stavljeni u mjesavinu otopina u omjeru 1 koli¢ina Otopine D, 1 koli¢ina Otopine
E i 2 koli¢ine dvostruko destilirane vode na 10 minuta.
(Npr. Otopina D 10 ml

Otopina E 10 ml

Dvostruko destilirana voda 20 ml ).
] Radna otopina pripremljena je neposredno prije upotrebe i bila je dostatna za obradu do
100 presjeka na 100 mL (ovisno o debljini presjeka).
] Sva radna oprema (bocice i posuda za bojanje bili su prekriveni kako bi se izbjeglo
hlapljenje reagensa).
] Za vrijeme inkubacije, radna otopina se ¢esto mijesala i nije bilo dozvoljeno suSenje
preparata izmedu bilo kojeg koraka u tijeku bojanja ili prije stavljanja pokrovnice.
3. Presjeci su zatim isprani u dvostruko destiliranoj vodi 2x po 4 minute (destilirana voda se
redovito zamjenjivala).
4. Dehidracija preparata radena je u 50%, 75% 1 95% etanolu i to u svakoj koncentraciji po 4
minute.
5. Posljednji stupanj dehidracije izvrSen je u apsolutnom etanolu 4x po 4 minute za svaki
presjek.
6. Zatim je uslijedilo ispiranje u ksilenu i to 3x po 4 minute za svaki preparat i na kraju je

preparat pokriven s medijem za pokrivanje Permount® (Fisher Scientific).
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"] Preparati dobiveni Golgi bojanjem bili su zasti¢eni od djelovanja svjetlosti kad god je to

bilo moguce.

Slika 4.3 (A-B) Reprezentativne mikrofotografije trnastih srednje velikih neurona strijatuma

impregniranih Golgi Cox metodom.
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Tablica 4.1 Foxp2 "™

(Kratice: F-zenski, M-muski; KI-transgeni¢ne Zivotinje, WT-zivotinje divljeg tipa)

Podatci o Zivotinji

Broj Zivotinje Starost (d) Spol Genotip
3448 251 F Kl
3437 254 F WT
3371 303 M WT
3373 303 M Kl
3621 74 F WT
3633 77 M WT
3667 76 F Kl
3673 76 M Kl
3640 77 F Kl
3660 77 M WT
3657 77 F WT
3649 77 M Kl




Tablica 4.2 Foxp2 "%

(Kratice: F-zenski, M-muski; KI-transgeni¢ne Zivotinje, WT-zivotinje divljeg tipa)

Podatci o

Zivotinji

Broj Zivotinje Starost (d) Spol Genotip
542 92 M Kl
571 89 M Kl
580 77 F KI
562 89 F KI
538 92 M WT
570 89 M WT
581 77 F WT
582 77 F WT
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Tablica 4.3 Foxp 7"V

(Kratice: F-zenski, M-muski; KI-transgeni¢ne zZivotinje, WT-Zivotinje divljeg tipa)

Podatci o

Zivotinji

Broj Zivotinje | Starost (d) Spol Genotip
219 95 F KI
221 94 F KI
223 95 M KI
222 95 M WT
225 95 M KI
226 95 M WT
248 83 F KI
249 83 F WT
241 89 M KI
240 89 M WT
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4.4. Morfoloska analiza

U ovome radu kvantitativno je analizirano dendriti¢ko stablo i gustoca dendriti¢kih
trnova projekcijskih srednje velikih neurona strijatuma.

Ukupno je analizirano 324 neurona.

4.4.1. Identifikacija analiziranih regija

Trnasti srednje veliki neuroni su analizirani u Cetiri regije (dorzomedijalni- DM,
dorlolateralni-DL, rostralni-ROST i kaudalni-CAUD strijatum). U svakoj regiji je analizirano
3-5 neurona po zivotinji.

Podjela strijatuma je bazirana na prethodnim radovima u kojima su radena elektrofizioloSka
mjerenja [27, 28].

Analizirani su samo presjeci s jasno ogranic¢enim i o¢uvanim granicama strijatuma. Osteéeni i
nedovoljno dobro obojani preparati nisu uzeti u analizu.

Rostralni strijatum u ovoj studiji predstavlja najrostralniji presjek u kojemu se mogu jasno
definirati trnasti srednje veliki neuroni, a seze dorzalno do presjeka koji prolazi sredinom
strijatuma.

Dorzalnim se strijatumom smatrao onaj dio strijatuma iznad transverzalne ravnine kroz
sredinu strijatuma koja ga dijeli na dorzalni 1 ventralni dio. Sredina strijatuma se definira na
mjestu gdje je strijatum na presjeku najSiri.

Od tog dorzalnog strijatuma dorzomedijalni dio obuhva¢a medijalnu polovicu dorzalnog
dijela i to dio uz samu mozdanu komoru, a dorzolateralni strijatum obuhvaca lateralnu
polovicu dorzalnog strijatuma. Kaudalni strijatum je ovdje definiran granicom pocetka pojave
hipokampusa na presjecima mozga i svi rezovi kaudalnije od toga presjeka do kraja vidljivosti
strijatuma (slika 4.4).

Rekonstruirani su samo neuroni koji su ocuvani kroz cijeli presjek ili koji su imali jasno

vidljive dendrite s potpunim zavrSetcima. Korekcijski faktor za skvrcavanje nije primijenjen.
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Slika 4.4 Koronarni presjeci uzduz rostro-kaudalne osi strijatuma gdje su uzimani neuroni za
3D rekonstrukeiju. Broj oznacava poloZzaj presjeka u odnosu na bregmu (mm). Tockama su oznaceni
neuroni odabrani za analizu unutar pojedinih regija kaudatus-putamen kompleksa (zaokruzeni dijelovi

oznaceni kao caud-put).
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4.4.2. Rekonstrukcija dendritickog stabla

Za potrebe kvantitativne morfometrijske analize koriSten je kompjutorski program
Neurolucida software verzija 10 (MBF —Bioscience, Williston, ND, USA) 1 sustav koji se
sastoji od motoriziranog Olympus BX61 mikroskopa s pokretanjem u dubinu (z-os) na
kojemu je postavljen motorizirani stoli¢ s pokretanjem naprijed-nazad i lijevo-desno (x-y-
osi), a kojim se upravlja preko elektroni¢ke poveznice (MAC5000) (Ludl Electronic Products
Ltd). Mjerenja su radena pod povecanjem 40x. Neuroni su crtani izravno na monitoru
prilikom uzivo dobivene slike preparata (slika 4.5). Nakon dovodenja slike u ostar fokus
odredi se referentna tocka koja sluzi kao kontrola da je preparat uvijek to¢no orijentiran, a
zatim se odreduju i1 ocrtavaju granice strijatuma i granice regije od interesa. Promjene u
dubini (z-dimenzija) odreduju se za svaku ucrtanu tocku i automatski se ispravljaju. X-Y
koordinate se takoder odreduju za svaku tocku u odnosu na referentnu tocku.

Nakon oznacavanja referentne tocke, krece se u odabir neurona. Sustav prati svaki pomak i
ovisno o tome automatski se pomice u odnosu na referentnu tocku. Nakon §to se odaberu
neuroni zapocinje se s rekonstrukcijom. Rekonstrukcija krece redoslijedom od tijela neurona
prema dendritima.

Kada se dode do kraja dendrita posebno se oznacava normalni ili prekinuti zavrSetak (za
dendrite prerezane na rubu preparata ili ga zbog precipitata nije moguce ispratiti). Nakon toga
se uredaj automatski vraca na posljednje grananje te se nastavlja s rekonstrukcijom sljedece
grane odgovarajuéeg izdanka. Kada je dendrit u potpunosti rekonstruiran uredaj se automatski
vrac¢a na ishodiste sljede¢eg dendrita na tijelu neurona.

Nakon zavrSetka rekonstrukcije dendritickog stabla, prelazi se na obiljeZavanje dendriti¢kih
trnova. Dendriti s najbolje vidljivim trnovima se odabiru i oznac¢avaju nakon $to je u racunalu
naznaceno da slijedi obiljezavanje trnova.

Nakon §to su izvrsena sva mjerenja, podatci se pohranjuju u ra¢unalo zajedno sa svim ostalim

identifikacijskim podatcima o neuronu.
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Slika 4.5 Rekonstrukcija srednje velikog neurona strijatuma Neurolucida sustavom.

Skala pokazuje jedan terminalni segment (t). Terminalni segment je segment izmedu zavrsne
tocke dendrita (N) i zadnje tocke grananja prije zavrsne tocke (strelica). ZavrSna tocka
dendrita je definirana kao normalna (N). Kada dendrit zavrSava na rubu preparata ili se njegov
nastavak dalje ne moze pratiti do njegovog stvarnog kraja, segment se oznacava kao nepotpun
(D). Intermedijarni segment je segment izmedu polazista dendrita i prve tocke grananja ili

izmedu dvije uzastopne tocke grananja (im).
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4.4.3.

Parametri morfolo$ke analize

Parametri koji slijede koriSteni su za potrebe morfoloSke analize trnastih srednje velikih

neurona strijatuma:

a) op¢i morfoloski parametri:

povriina tijela neurona (um?)

broj segmenata (n)

broj dendrita (n)

broj segmenata po dendritu (n)
ukupna duZzina dendrita (pm)

duzina po dendritu (um)

bazalni promjer dendrita (um)
prosjecni promjer dendrita (um)
udaljenost terminalnih segmenata (um)
udaljenost nepotpunih segmenata (pum)
povrsina dendrita (pm?)

volumen dendrita (um’)

b) specificni morfoloski parametri:

duzina terminalnog segmenata (pm)
volumen terminalnog segmenata (um®)
duzina intermedijarnog segmenta (pum)
volumen intermedijarnog segmenta (um°)
duzina nepotpunog segmenta (um)

volumen nepotpunog segmenta (um3 )

¢) parametri gusto¢e dendriti¢kih trnova:

gustoca trnova po duzini dendrita (n/pum)

gustoéa trnova po povrsini dendrita (n/pm?)

gustoca trnova na terminalnim segmentima po duzini dendrita (n/pum)
gustoca trnova na terminalnim segmentima po povrsini dendrita (n/ ],Lmz)
gustoca trnova na nepotpunim segmentima po duzini dendrita (n/pum)

gustoéa trnova na nepotpunim segmentima po povrsini dendrita (n/pum?)
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Intermedijarni segmenti su segmenti izmedu polazista dendrita i prve tocke grananja ili
izmedu dvije uzastopne toc¢ke grananja.

Terminalni segmenti su segmenti izmedu zavr$ne to¢ke dendrita i zadnje tocke grananja prije
zavrsne tocke.

Nepotpuni segmenti su segmenti kod kojih je bilo nemoguce u potpunosti pratiti dendrit do
njegova stvarnog zavrsetka buduci da je isti presjecen na povrsini reza te su takvi dendriti
iskljuceni iz analize duzine individualnih segmenata.

Broj dendritic¢kih trnova je uzet u obzir samo na onim dendriti¢kim stablima gdje su trnovi

bili jasno vidljivi i pogodni za obiljezavanje (slika 4.5).

4.5. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni podatci prikazani su kao srednje vrijednosti podataka po neuronu i Zivotinji
(mozgu) te je navedena i standardna devijacija (SD). Podatci izmedu pojedine linije 1 njene
kontrole, linije divljeg tipa, usporedene su koristenjem Studentovog t-testa pri cemu se
vrijednost p < 0,05 smatrala statisticki zna¢ajnom. Deskriptivni parametri pokazali su
homogenu distribuciju varijance zbog ¢ega su razlike medu linijama i regionalne razlike
unutar iste linije testirane parametrijskim testom, jednosmjernom analizom varijance
(ANOVA) i a posteriori Student-Neuman-Keuls testom. Vrijednost p < 0,05 se smatrala
statisticki znac¢ajnom. Podatci srednjih vrijednosti po zivotinji (mozgu) su obradeni dodatno i
neparametrijskom analizom te posthoc Mann-Whitney U testom u cilju potvrde statisticki

znacajne razlike izmedu mjerenih parametara.
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5. REZULTATI

5.1. Kbvalitativna analiza projekcijskih srednje velikih neurona u dorzalnom strijatumu

Strijatum je bio dobro impregniran uz vidljivu dominaciju glijalnih stanica s
karakteristiénim morfoloskim oblikom poput ,,éupavih® nakupina (slika 5.1A).
Najzastupljenija skupina neurona u strijatumu (slika 5.1B) bile su stanice srednje velikog
tijela i dobro razgranatih dendrita (slika 5.1C) koje su obilovale dendriti¢kim trnovima (slika
5.1D). Kod ponekih neurona aksoni su se mogli ispratiti na ve¢e udaljenosti te su imali veliki
broj kolateralnih nastavaka. Stanice koje su ispunile kriterije temeljem navedenog
kvalitativnog opisa koriStene su za kvantitativnu analizu.

U preparatima strijatuma ponekad su bili vidljivi i srednje veliki aspinozni neuroni (s tijelom
u promjeru 30-40 um) koji nisu bili ukljuceni u analizu.

Projekcijski srednje veliki neuroni strijatuma pokazali su i nerazmjer u odnosima veli¢ine
tijela neurona te broja i razgranatosti dendritickih stabala. Na primjer, vidljive su bile stanice

s relativno velikom povrSinom tijela, ali prosje¢nom veli¢inom 1 razgranato$¢u dendritickog
stabla (slika 5.2A), ali i male stanice s malim brojem dendrita (slika 5.2B) u odnosu na tipi¢ni,
prosjecno veliki i prosje¢no razgranati neuron (slika 5.2C). Nasuprot tome, neke stanice su
imale relativno malu povrSinu tijela, ali veéi broj razgranatih dendrita (slika 5.2D).
Kvalitativno nije bilo razlike u gusto¢i dendritickih trnova izmedu morfoloski razlicitih
srednje velikih trnastih neurona strijatuma. Gustoc¢a trnova rasla je postupno prema distalnim
dijelovima dendrita da bi najgusca bila na terminalnim segmentima (slika 5.1D). Poneki
trnovi su bili vidljivi i na tijelima neurona i primarnim dendritima. Cesto je uo¢eno da dendriti
imaju zakrivljene zavrSetke gusto prekrivene trnovima.

Unatoc¢ jasno vidljivim razli¢itostima i odnosima tijela neurona i sloZenosti grade dendrita,
nije bilo moguce definirati subpopulacije srednje velikih trnastih neurona na osnovi

kvalitativnih morfoloskih kriterija.
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Slika 5.1. Reprezentativne mikrofotografije strijatuma i trnastih srednje velikih neurona
strijatuma.

(A) Koronarni presjek kroz strijatum na malom povecanju gdje je primjetna dominacija glija stanica.
(B) Strelica pokazuje tipican trnasti srednje veliki neuron, (C) s tipi¢cnom morfologijom dendritickog
stabla koje se ravnomjerno grana u svim smjerovima i ima (D) dendrite gusto pokrivene trnovima.
Mjerka oznacava: (A) 200um, (B) 100 pm, (C) 20 um, (D)10 pm.

(Kratice: cortex- mozdana kora; WM- supkortikalna bijela tvar)
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Slika 5.2. Cetiri trnasta srednje velika neurona rekonstruirana Neurolucida sustavom.

Svaki od neurona ima kvalitativno druk¢iju morfologiju: (A) neuron s relativno velikim tijelom i
prosjecnim brojem dendrita; (B) neuron s prosje¢no manjim tijelom sa samo dva razgranata dendrita;
(C) neuron s manjim tijelom i prosjecnim brojem dendrita; (D) neuron s prosje¢nom veli¢inom tijela i
vrlo bogato razgranatim dendritima.

Mjerka (A-D): 50 um

5.2. Kvantitativna analiza projekcijskih srednje velikih neurona u dorzalnom strijatumu

Svi parametri dendriticke morfologije potrebni za kvantitativnu analizu prikazani su kao
srednje vrijednosti za svaku eksperimentalnu grupu. Statisticke analiza provedena je na dva
nacina Sto ¢e biti naznaceno kod opisa grafickog prikaza, i to tako da su kao osnovni podatci
uzete morfoloske vrijednosti po pojedinom neuronu, a u drugom slucaju prosjecne vrijednosti
po zivotinji, odnosno mozgu.

Kvantitativna analiza je prvo radena za svaku pojedinu liniju za cijeli strijatum, a zatim je
prikazana za svaku liniju prema regionalnoj podjeli strijatuma.

Svi mjereni parametri dendriticke morfologije bit ¢e prikazani graficki, a oznake koje
oznacavaju statisticki znacajne vrijednosti oznacene su kako slijedi:

** - oznaCava skupinu (liniju ili regiju) koja se statisti¢ki znacajno razlikuje od ostalih, * -
oznacava skupine (linije ili regije) od kojih se skupina oznacena ** razlikuje; ukoliko se
oznaka * nalazi izmedu oznacenih skupina to oznacava statisticki znacajnu razliku izmedu
dvije susjedne skupine; ukoliko su sve skupine oznacene s ** to znaci da su sve statisticki
znacajno razlicite jedna od druge; + -oznacava da je statisticki znacajna razlika dobivena

naknadno koriStenim t-testom za usporedbu dvije skupine.
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Zbog preglednosti su oznake oznacavane i s gornje i s donje strane kutijastog dijagrama, ali
na isti nacin.
Kratice TE, IM, IC oznaCavaju nazive segmenata i to kako slijedi: terminalni segmenti (TE),

intermedijarni segmenti (IM) 1 prekinuti segmenti (IC), a PV oznacava prosjecnu vrijednost.

5.2.1. Neregionalna kvantitativna analiza

5.2.1.1.Prikaz vrijednosti morfolo$kih parametara u Zivotinja divljeg tipa

Za potrebe kvantitativne analize trnastih srednje velikih neurona strijatuma u
transgenicnih Zivotinja bilo je prvo potrebno definirati parametre normalne morfologije
neurona u miSeva divljeg tipa koja je koristena kao kontrolna skupina. Do danas u literaturi
nisu opisani parametri segmentalne dendriticke analize, za svaki tip segmenata (terminalni,
intermedijarni 1 nepotpuni), ve¢ samo povrsina tijela neurona i ukupna duzina dendrita [32].
U cijelom su istraZivanju koriStene tri linije transgeni¢nih Zivotinja ¢ije su morfoloske
vrijednosti usporedivane s tri njima paralelno napravljene kontrole. U cilju utvrdivanja
kvantitativnih parametara u zivotinja divljeg tipa i potvrde konzistentnosti metode kojom su
materijali obojani, usporedeni su medusobno i neuroni zivotinja divljeg tipa eksperimentalna
uzorka.

Parametri dendriticke morfologije prikazani su u Tablici 1.

Dobivene kvantitativne vrijednosti podudaraju se s vrijednostima poznatima u literaturi [32]
kojima se ispitivani neuroni definiraju kao srednje velike stanice s dendritima gusto
prekrivenim dendritickim trnovima. Povrsina tijela neurona iznosila je od 160-180 pm?, a
ukupna duZina neurona 2100 um. Stanice su u prosjeku imale 5-6 primarnih dendrita, oko 40
segmenata po pojedinom neuronu i normalnu dendriticku razgranatost. Prosjec¢na duzina
pojedinog intermedijarnog segmenta iznosila je oko 22 um, dok je za terminalni segment
iznosila oko 100 pm.

Parametri koji se odnose na duzinu i tip grananja dendrita varirali su minimalno izmedu grupa
(slika 5.3a) bez statisticki znacajnih razlika, no sama populacija srednje velikih trnastih
neurona bila je po pitanju kvantitativnih parametara vrlo raznolika. Tako je najmanja ukupna
duzina dendrita iznosila 825 um, a najveca 4825 um; ukupan broj segmenata je varirao od 16
do 76; duzina po pojedinom dendritu iznosila je od 145 pm sve do 754 um dok je broj

segmenata po dendritu varirao od 3 do 18.
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Za razliku od parametara duzine i razgranatosti, parametri povrsine tijela, volumeni i promjeri
dendrita te gustoca spina pokazali su statisticki znacajne razlike medu grupama.

U liniji 324wt u usporedbi s ostale dvije linije nalazimo statisti¢ki zna¢ajno manju povrSinu
tijela neurona (slika 5.3a), a volumeni te bazalni i prosjecni promjeri (slika 5.3b, 5.4) u svim
segmentima su bili ve¢i. Varijacije izmedu linija u ta tri parametra bile su oko 15%. Treba
napomenuti da je najmanji volumen individualnih segmenata bio u liniji 302wt kod koje su
rezovi dodatno tretirani toluidinskim modrilom.

Statisticki znacajne razlike nalazimo i1 kod parametara gusto¢e dendritickih trnova.

U svim mjerenim parametrima linija HUMwt je imala statisti¢ki najmanju gustocu u odnosu
na ostale linije i to osobito u parametrima gustoce trnova po duzini dendrita i gusto¢i trnova
na intermedijarnim segmentima kako po duzini tako 1 po povr$ini dendrita.

U ostalim parametrima statisti¢ki znacajne razlike su postojale izmedu svih linija medusobno

(slika 5.5).

Tablica 1. Kvantitativni morfoloski parametri trnastih srednje velikih neurona

strijatuma u miSeva divljeg tipa

Prosjecna vrijednost + SD
HUMwt 324wt 302wt

1. Povriina tijela neurona (um?) 182,0+38,3 161,1+39,0 178,8+42,4
2. Brojdendrita (n) 5,2+1,6 5,4+1,5 5,611,4
3. Brojsegmenata (n) 36,6+11,6 37,449,8 38,8+11,5
4. Broj segmenata po dendritu (n) 7,38+2,5 7,36%2,6 7,09+1,9
5. Ukupna duZina dendrita (um) 2014,7+700,3 | 2159,4+614,8 | 2146,4+836,8
6. DutZina po dendritu (um) 430,6+173,9 | 426,1+153,0 | 396,1+151,0
7. Duzina terminalnih segm. (um) 96,9+22,1 100,9+17,7 93,1+25,1
8. DufZina intermedijarnih segm.(um) | 23,2+7,1 21,615,4 21,846,1
9. DufZina nepotpunih segm. (um) 65,7+18,1 69,6+17,3 63,3%+25,0
10. Volumen terminalnih segm.(um3) 139,0+36,5 160,7+39,3 134,4150,0
11. Volumen intermedijarnih 61,5+21,3 71,8+22,2 48,1+16,4

segm.(um’)
12. Volumen nepotpunih segm. (um?) | 104,5+36,4 123,4+36,4 94,2+44,8
13. Gustoda spina po duzini dendrita 0,48+0,1 0,7+0,1 0,7+0,1

(n/um)
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Slika 5.3a Graficki prikaz vrijednosti op¢ih morfoloskih parametara.
Svi parametri su prikazani kao prosjec¢ne vrijednosti po neuronu. (A) povrSina tijela neurona linije

324wt statisticki je znacajno manja od ostale dvije linije (p< 0,02).
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Slika 5.3b Grafi¢ki prikaz vrijednosti opéih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po neuronu. (A) Bazalni promjer dendrita
statisticki je najveéi u liniji 324wt (p< 0,0001) u odnosu na ostale dvije linije, s tim da postoji
statisticki znacajna razlika i izmedu linija HUMwt i 302wt (p<0,0001). (B) Prosjecni promjer dendrita

pokazuje iste odnose kao i (A) sa statisticki zna¢ajnom razlikom izmedu svih linija (p<0,0001).
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Slika 5.4 Grafi¢ki prikaz vrijednosti specifiénih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po neuronu. (B) Volumen TE segmenata najveci

je u liniji 324wt (p<0,01 prema HUMwt, p<0,004 prema 302wt). (D) Volumen IM segmenata najveci

je u liniji 324wt (p<0,03 prema HUMwt, p<0,0001 prema 302wt). (F) Volumen IC segmenata najveci

je u liniji 324wt (p<0,02 prema HUMwt, p<0,0001 prema 302wt).
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parametrima najmanja u HUMwt (p<0,0001) u odnosu na linije 324wt i 302wt. (B-D) Gustoc¢a trnova

je statisticki znacajno veca u liniji 302wt u odnosu na liniju 324wt (p<0,0001).
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5.2.1.2. Prikaz vrijednosti morfolo§kih parametara u transgeni¢nih Zivotinja

Nakon analize morfoloSkih parametara u tri linije miSeva divljeg tipa bilo je potrebno
pokazati postoje 1i statisticki znacajne razlike u morfolo§kim parametrima u tri linije
transgenicnih miseva €iji su preparati radeni paralelno sa svojom kontrolnom skupinom (tri
linije miseva divljeg tipa prethodno analizirane) 1 vidjeti postoje li iste varijacije odredenih
morfoloskih parametara kao u analizi parametara u miseva divljeg tipa.

Dobiveni kvantitativni podatci za opée parametre neuronske morfologije odgovaraju onima
opisanima u miseva divljeg tipa. PovrSina tijela neurona u ovoj analizi se prosjecno kretala
izmedu 160 1 170 pm, ukupna duzina dendrita oko 2000 pum, broj dendrita po pojedinom
neuronu oko 5, broj segmenata po neuronu oko 37, prosje¢na duzina pojedinog
intermedijarnog segmenta oko 20 um te prosje¢na duzina pojedinog terminalnog segmenta
oko 94 pm.

Parametri koji se odnose na duzinu i tip grananja dendrita (slika 5.6a) varirali su minimalno
izmedu grupa bez statisticki znacajnih razlika, kao 1 kod linija miSeva divljeg tipa.

Podatci po pojedinom neuronu pokazali su kako je najmanja ukupna duzina dendrita iznosila
814 um, a najveca 4326 um; ukupan broj segmenata varirao je od 17 do 85 u najrazgranatijih
neurona; duzina po pojedinom dendritu kretala se izmedu 164 pm kod najmanjeg i 865 um
kod najveceg dendrita; najmanji broj segmenata po dendritu iznosio je 3, a najveci 14.
Statisticki znacajne razlike bile su prisutne u svim parametrima volumena, bazalnom 1
prosje¢nom promjeru dendrita i svim parametrima gustoce trnova. Promjeri dendrita su bili
najvedi u liniji 324ki (slika 5.6b), kao i ukupni volumen dendrita te volumeni svih segmenata
(terminalni, intermedijarni 1 prekinuti) (slika 5.7). U svim mjerenim parametrima gustoce
(slika 5.8) trnova linija HUMKi je imala statisti¢ki najmanju gustocu u odnosu na ostale linije
1 to osobito u parametrima gustoce trnova po duZini dendrita i gusto¢i trnova na
intermedijarnim segmentima kako po duzini tako i po povrsini dendrita.

U ostalim parametrima statisticki znacajne razlike su postojale i izmedu ostalih linija
medusobno.

Zakljuéno, analiza morfoloSkih parametara pokazuje da statisticki znacajne razlike u linijama

transgenicnih Zivotinja odgovaraju onima dobivenima kod miseva divljeg tipa.
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Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po neuronu.
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Slika 5.6b Graficki prikaz vrijednosti op¢ih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po neuronu. (A) Bazalni promjer dendrita
statisticki je najveéi u liniji 324ki (p< 0,0001) u odnosu na ostale dvije linije, s tim da postoji
statisticki znacajna razlika i izmedu linija HUMKki i 302ki (p<0,0001). (B) Prosje¢ni promjer dendrita
pokazuje iste odnose kao i (A) sa statisticki zna¢ajnom razlikom izmedu svih linija (p<0,0001).

(F) Volumen dendrita je najve¢i u liniji 324ki (p<0,03 prema HUMKi i p<0,02 prema 302ki).
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Slika 5.7 Grafi¢ki prikaz vrijednosti specifiénih morfoloskih parametara.

302Ki

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po neuronu. (B) Volumen TE segmenata najveci

je u liniji 324ki (p<0,0001 prema HUMKki i prema 302ki). (D) Volumen IM segmenata najveci je u

liniji 324ki (p<0,0001 prema HUMKki i prema 302ki). (F) Volumen IC segmenata najveci je u liniji
324ki (p<0,04 prema HUMKki, p<0,01 prema 302ki).

41



=
(-]

* *
1,0 _ 0,25 % **
£ "E -
i; *¥ £ *% °
< 08 s 020
£ =
5 °
£ S e
s 06 2 0,15
= 0, z 0
- ° z
° . —
% 04 -3 0,10
£ ©
[ £
® -5
]
g 02 © 005
= S
3 S
0,0 0,00
HUMKi 324ki 302ki HUMKi 324ki 302ki
Linija Linija
C D
1,2 04
= *%
N
3 ** g **
o 1,0 © °
-9 *% E_ 03
© =
E EE Y
£ 08 g3 **
H ! £ **
£ o 8
i w
@ 306 FEo2
we £3
g 2E
s 04 St
% 3 201
S 02 @
< (0]
3
0,0 0,0
HUMKi 324ki 302Ki HUMKi 324ki 302ki
Linija Linija
E F
_ 09 % * = 025
= 2
2 T T 3 *
° e *
: *% 3 0,20 N
E g *% —_
Egoe T o h °
g 2 o E £o015 J—
L & N
8= s
- e g
g2 ° o E £ 10 °
9o s 2 o
e 03 ° c 2
£ - o
& 2
2
§ — s 0,05 e
2 £ o
=
° o0 © 0,00 —— :
HUMKi 324ki 302ki HUMKi 324ki 302ki
Linija Linija

Slika 5.8 Grafi¢ki prikaz vrijednosti parametara gustoce dendriti¢kih trnova.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po neuronu. (A-F) Gustoca trnova u svim
parametrima najmanja je u HUMki (p<0,0001) u odnosu na linije 324ki i 302ki. (B-C) Gustoca trnova
je statisticki znacajno veca u liniji 302ki u odnosu na liniju 324ki (p<0,0001), dok prema HUMki

razlika ima znacajnost od p<0,01(D).
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5.2.1.3. Prikaz vrijednosti morfoloskih parametara transgeni¢nih Zivotinja u usporedbi s

kontrolnom skupinom

Statisticki znacajne razlike dobivene statistickim grupiranjem po jednom neuronu, bilo
je potrebno provjeriti i grupiranjem po pojedinoj Zivotinji, i to tako da se svaka linija prikaze
istovremeno sa svojom kontrolnom skupinom.

U genotipu HUM nalazimo statisti¢ki znacajne razlike u parametrima volumena terminalnih 1
intermedijarnih segmenata gdje je linija HUMwt imala statisticki znac¢ajno ve¢e volumene od
linije HUMLKi (slika 5.10). Gustoc¢a trnova (slika 5.11) po duzini dendrita pokazuje statistic¢ki

znacajnu razliku takoder u genotipu HUM, no ovdje linija HUMwt ima zna¢ajno manje

trnova od linije HUMKi.
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Slika 5.9a Graficki prikaz vrijednosti op¢ih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po mozgu.
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Slika 5.9b Graficki prikaz vrijednosti opéih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po mozgu.
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Slika 5.10 Graficki prikaz vrijednosti specificnih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po mozgu. (B) Volumen TE segmenata je u liniji
HUMwt statisti¢ki znacajno ve¢i nego u liniji HUMki (p<0,03). (D) Volumen IM segmenata je u liniji
HUMwt statisti¢ki znacajno veci nego u liniji HUMki (p<0,01).
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Slika 5.11 Graficki prikaz vrijednosti parametara gustoce dendritickih trnova.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po mozgu. (A) Linija HUMwt ima

statisti¢ki znac¢ajno manju gustocu trnova po duzini dendrita od linije HUMki (p<0,02).
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5.2.2. Regionalna kvantitativna analiza

Nakon analize morfologije trnastih srednje velikih neurona strijatuma po genotipovima
eksperimentalnih zivotinja, bilo je potrebno ispitati i postoje 1i razlike u morfoloskim
parametrima unutar regija dorzalnog strijatuma. Poput prethodnih analiza i ovdje je prvo
prikazana analiza u zivotinja divljeg tipa, zatim u transgeni¢nih Zivotinja i to na nacin da su
rezultati grupirani po neuronu, a zatim su rezultati prikazani grupirani po zivotinji za svaku od

tri linije.

5.2.2.1. Regionalna analiza morfoloSkih parametara u Zivotinja divljeg tipa

Analiza morfoloskih parametara i usporedba morfologije neurona u miseva divljeg tipa
ovisno o regionalnoj pripadnosti unutar strijatuma pokazuju razlike u neuronalnoj morfologiji.
Op¢i parametri morfologije (slika 5.12a) pokazuju da neuroni u kaudalnom strijatumu imaju
vedi broj segmenata i1 veci broj dendrita, dok su ukupna duzina dendrita i duzina po dendritu
vece i u kaudalno i u rostralno smjestenim neuronima, s time da su neuroni u dorzolateralnom
strijatumu statisticki najmanji od svih ostalih regija. Bazalni i prosje¢ni promjeri (slika 5.12b)
dendrita najveci su kaudalno, a parametri udaljenosti segmenata od tijela neurona najveci su u
kaudalnom i rostralnom strijatumu. PovrSina i volumen dendrita statisti¢ki znacajno su
najveci u kaudalnom strijatumu.

Specifi¢ni parametri (slika 5.13) koji se odnose na segmentalnu dendriticku analizu pokazali
su kako su i duzine i volumeni pojedinih segmenata najvec¢i u kaudalnom 1 rostralnom
strijatumu dok izmedu regija dorzomedijalnog 1 dorzolateralnog strijatuma nije bilo statisticki
znacajnih razlika.

Parametri gusto¢e dendritickih trnova (slika 5.14) po duzini i povrSini neurona, kao i njihova
gustoca na terminalnim segmentima po duzini dendrita, statisticki su znac¢ajno najmanji u

rostralnom strijatumu.
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Slika 5.12a Regionalni grafi¢ki prikaz op¢ih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po neuronu. (B) Regija CAUD znacajno odstupa
od regija DMS i ROST (p<0,0001). (C) CAUD odstupa od ROST (p<0,01). (E) CAUD odstupa od
DLS i DMS (p<0,0001) i ROST (p<0,03), a ROST odstupa od DMS (p<0,009) i CAUD.

(F) CAUD odstupa od DLS i DMS (p<0,01), a ROST odstupa od DLS i DMS (p<0,001, p<0,002).
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Slika 5.12b Regionalni graficki prikaz op¢ih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po neuronu. (A-B) CAUD odstupa od DLS,DMS
i ROST (p<0,0001, p<0,02, p<0,002), a DLS od CAUD, DMS (p<0,02) i ROST (p<0,03). (C-D)
CAUD odstupa od DMS (p<0,003), ROST od CAUD, DLS, DMS (p<0,0001), a izmedu DLS i DMS
(C) postoji statisticki znacajna razlika (p<0,02) . (E-F) CAUD odstupa od DLS, DMS, ROST
(P<0,0001).
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Slika 5.13 Regionalni grafic¢ki prikaz specificnih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosje¢ne vrijednosti po neuronu. (A) CAUD odstupa od DMS
(p<0,008) i ROST (p<0,0001), a ROST odstupa od CAUD, DLS i DMS (p<0,0001). (B) CAUD
odstupa od DLS (p<0,002), a ROST od DLS i DMS (p<0,0001, p<0,04). (C) ROST odstupa od DMS
(p<0,007). (D) CAUD odstupa od DLS i DMS (p<0,002, p<0,04), a ROST od DLS (p<0,02). (E-F)

CAUD odstupa od DLS i DMS (p<0,001, p<0,002), a ROST od DLS i DMS (p<0,0001).
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Slika 5.14 Regionalni graficki prikaz parametara gustoce dendriti¢kih trnova.

Svi parametri su prikazani kao prosjeéne vrijednosti po neuronu. (A) ROST odstupa od CAUD,
DLS i DMS (p<0,001,p<0,0001, p<0,0001). (B) ROST odstupa od DLS i DMS (p<0,001,
p<0,02). (C) ROST odstupa od CAUD i DMS (p<0,03, p<0,01).
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5.2.2.2. Regionalna analiza morfoloskih parametara u transgeni¢nih Zivotinja

Analiza morfoloskih parametara i usporedba morfologije neurona u transgenicnih
miSeva ovisno o regionalnoj pripadnosti unutar strijatuma takoder pokazuje razlike u
neuronalnoj morfologiji. Op¢i neuronski parametri (slika 5.15a) pokazuju da neuroni
smjesteni kaudalno i dorzolateralno u strijatumu imaju veéi broj segmenata dok je broj
dendrita u prosjeku bio stalan 1 nije bilo razlika izmedu regija. Ukupna duZina dendrita i
duzina po dendritu veée su kao i u miSeva divljeg tipa kaudalno i rostralno, kao i bazalni 1
prosjecni promjer dendrita koji su najmanji u dorzolateralnoj regiji u odnosu na sve ostale
regije (slika 5.15b). Parametri udaljenosti segmenata od tijela neurona najveci su u kaudalnom
1 rostralnom strijatumu.

PovrS$ina i volumen dendrita statisticki su znacajno najveci u kaudalnom i rostralnom
strijatumu (slika 5.15b).

Specifi¢ni parametri koji se odnose na segmentalnu dendriticku analizu (slika 5.16 ) pokazali
su da su duzine pojedinih segmenata najvece u rostralnom strijatumu dok su volumeni
intermedijarnih i1 prekinutih segmenata najve¢i u kaudalnom strijatumu. Statisticki znacajno
najmanji volumen terminalnih segmenata imali su neuroni u dorzolateralnom strijatumu.
Parametri gustoce dendritic¢kih trnova (slika 5.17 ) po duzini neurona nisu pokazali znacajne
razlike izmedu regija. Gustoca trnova po povrsini neurona bila je statisticki najmanja u
kaudalnoj regiji u odnosu na dorzolateralnu regiju, dok su parametri gusto¢e na terminalnim
segmentima statisti¢ki znacajno najveci bili u dorzomedijalnom i dorzolateralnom u odnosu

na rostralni strijatum.
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Slika 5.15a Regionalni grafi¢ki prikaz opéih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjeéne vrijednosti po neuronu. (B) Regija CAUD znacajno odstupa
od svih regija (p<0,0001), a regija DLS odstupa od regija CAUD, DMS (p<0,005) i ROST (p<0,02).
(D) CAUD znacajno odstupa od DMS i ROST (p<0,0001). (E-F) CAUD znacajno odstupa od svih
regija (p<0,0001), a ROST od CAUD i DMS (p<0,001).
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Slika 5.15b Regionalni graficki prikaz op¢ih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjeéne vrijednosti po neuronu. (A-B) Regija DLS odstupa od
regija CAUD (p<0,001), DMS (p<0,002) i ROST (p<0,0001). (C) ROST odstupa od svih
ostalih regija (p<0,0001). (D) CAUD i ROST odstupaju od DLS (p<0,01) i DMS (p<0,0001).
(E-F) CAUD i1 ROST znacajno odstupaju od ostalih regija (p<<0,001).
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Slika 5.16 Regionalni graficki prikaz specifi¢énih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjeéne vrijednosti po neuronu. (A) Regija ROST znacajno

odstupa od regija DLS i DMS (p<0,002). (B) DLS znacajno odstupa od regija CAUD, DMS

(p<0,002) i ROST (p<0,0001). (C-D) ROST znacajno odstupa od svih ostalih regija

(p<0,001). (E-F) ROST znacajno odstupa od DLS i DMS (p<0,001), a CAUD znacajno

odstupa od DLS (p<0,01) i (E) DMS (p<0,03).
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Svi parametri su prikazani kao prosjeéne vrijednosti po neuronu. (B) Regija CAUD pokazuje
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regije ROST (p<0,03). (D) Regija DLS znacajno odstupa od ROST (p<0,01).
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5.2.2.3. Regionalna analiza morfoloskih parametara transgeni¢nih Zivotinja u usporedbi

s kontrolnom skupinom

Statisticki znacajne razlike dobivene grupiranjem po jednom neuronu bilo je potrebno
potvrditi i1 grupiranjem po pojedinoj zivotinji i to tako da se svaka linija pokaze istovremeno
sa svojom kontrolnom skupinom.

U genotipu HUM nalazimo statisti¢ki znacajne razlike u parametrima: povrsina tijela neurona
(slika 5.18a) 1 to u rostralnoj regiji gdje linija ROSTki ima znac¢ajno manju povrSinu od linije
ROSTwt te bazalnom i prosje¢nom promjeru dendrita (slika 5.18b) gdje u regiji CAUD linija
CAUDwt ima statisticki znacajno veci promjer od linije CAUDKi.

Segmentalna dendriti¢ka analiza (slika 5.19) pokazuje znacajnu razliku u parametru duzine
terminalnih segmenata u rostralnoj regiji gdje linija ROSTwt ima znacajno ve¢u duZinu od
linijje ROSTki. Takoder, volumeni intermedijarnih i prekinutih segmenata pokazuju
odstupanja u kaudalnom strijatumu gdje linija CAUDwt ima znacajno veéi volumen od linije
CAUDKi.

Rostralni strijatum ima znacajna odstupanja u gusto¢i dendritickih trnova po duZzini i povrSini
dendrita (slika 5.20) i to u oba slucaja linija ROSTki ima statisticki znac¢ajno vecu gustocu
trnova od linije ROSTwt.

U genotipu N324S nije bilo statisti¢ki zna€ajnih razlika u regionalnoj analizi izmedu
transgenicnih misSeva i kontrolne skupine.

U genotipu T302N u parametrima volumena terminalnih i intermedijarnih segmenata (slika
5.25) statisticki znacajna razlika izmedu linija postoji u kaudalnom strijatumu gdje linija

CAUDwt ima ve¢i volumen od linije CAUDKi.
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5.2.2.3.1. Prikaz morfolo$kih parametara linije Foxp2 "™ u usporedbi s kontrolnom
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Slika 5.18a Regionalni graficki prikaz op¢ih morfoloSkih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosje¢ne vrijednosti po mozgu. (A) U regiji ROST izmedu linija
ROSTwt i ROST ki postoji zna¢ajna razlika (p<<0,001).
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Slika 5.18b Regionalni graficki prikaz op¢ih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjeéne vrijednosti po mozgu. (A-B) U regiji CAUD linija

CAUDwt ima znacajno vece promjere od linije CAUDKi (p<0,001).
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Slika 5.19 Regionalni graficki prikaz specifi¢énih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjeéne vrijednosti po mozgu. (A) U regiji ROST linija ROSTwt
je znacajno razlic¢ita od linije ROSTki (p<0,03). (D) U regiji CAUD linijja CAUDwWt je
znacajno razlic¢ita od linije CAUDKki (p<0,0001). (F) U regiji CAUD linija CAUDWt je

znacajno razlic¢ita od linije CAUDKki (p<0,005).
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Slika 5.20 Regionalni graficki prikaz parametara gustoce dendriti¢kih trnova.

Svi parametri su prikazani kao prosjeéne vrijednosti po mozgu. (A-B) U regiji ROST linija
ROSTwt je znac€ajno razli¢ita od linije ROSTki (p<0,0001).
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5.2.2.3.2. Prikaz morfoloskih parametara linije Foxp2 N3248 usporedbi s kontrolnom

skupinom
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Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po mozgu.
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5.2.2.3.3. Prikaz morfoloSkih parametara linije Foxp2 302Ny usporedbi s kontrolnom

skupinom
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Slika 5.24a Regionalni grafi¢ki prikaz op¢éih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po mozgu.
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Slika 5.25 Regionalni graficki prikaz specifi¢énih morfoloskih parametara.

Svi parametri su prikazani kao prosjeéne vrijednosti po mozgu. (A) U regiji CAUD linija CAUDwt

statisticki znacajno odstupa od linije CAUDKki (p<0,04). (B) U regiji CAUD linija CAUDwt

statisti¢ki znacajno odstupa od linije CAUDKki (p<0,02).
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Slika 5.26 Regionalni graficki prikaz parametara gustoce dendriti¢kih trnova.

Svi parametri su prikazani kao prosjecne vrijednosti po mozgu.
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6. RASPRAVA

6.1. Analiza morfoloskih parametara trnastih srednje velikih neurona strijatuma u

miSeva divljeg tipa

U dosadasnjim istrazivanjima o morfologiji najbrojnije populacije neurona u strijatumu,
trnastih srednje velikih neurona, kvalitativno su opisane varijacije u njihovoj morfologiji, no
kvantitativni podatci ograniceni su samo na parametre oblika i povrSine tijela neurona,
ukupne duzine dendritickog stabla te gusto¢u trnova na dendritima, ali bez detaljne
segmentalne analize dendrita. Osim studije koja je istrazivala funkcionalne i morfoloske
razlike izmedu trnastih srednje velikih neurona koji izraZzavaju razli¢ite vrste dopaminskih
receptora, u kojoj je analizirana morfologija 31 neurona [44], ostale studije nisu ukljucile
trodimenzionalnu analizu dendritickog stabla.

Kako je cilj istrazivanja bio prouciti odstupanja u morfologiji ovih neurona u transgenicnih
Zivotinja s humaniziranim oblikom Foxp2 gena, prvo je bilo potrebno detaljno analizirati
morfoloske parametre u zivotinja divljeg tipa.

Analiza je izvrSena u tri serije eksperimenata koje su provedene u razli¢ito vrijeme te je
usporedbom vrijednosti izmedu ove tri kontrolne skupine zivotinja ujedno analizirana i
ujednacenost morfoloSkih parametara.

Tako dobiveni parametri duzine dendrita u skladu su s rezultatima dobivenima u prethodnim
studijama u miSeva i Stakora [32-34, 38, 44], kao i u drugih vrsta sisavaca [35-37, 45] te
gmazova [46]. Njihove prosjecne vrijednosti pokazuju visok stupanj konzistencije. Ipak, nasi
podatci, kao 1 podatci iz prethodno navedene literature pokazuju velik stupanj raznolikosti u
morfologiji pojedinac¢nih neurona. Kvantitativni podatci mogu se u pojedinac¢nih neurona
razlikovati 1 viSe od 5 puta, iako distribucija uzorka kao i standardna devijacija ukazuju da se
radi o homogenoj skupini neurona. lako su morfoloska istrazivanja opisala odstupanja od
tipi¢nih oblika srednje velikih trnastih neurona, ovakvi oblici imaju vrlo mali udio u ukupnoj
populaciji srednje velikih trnastih neurona strijatuma, a moguce je da se radi i o odvojenim
populacijama.

Do sada su samo u jednoj studiji pronadene morfoloske razlike izmedu neurona koji
izrazavaju D1 1 onih koji izrazavaju D2 dopaminske receptore, i to na modelu transgeni¢nog

miSa ¢iji neuroni izrazavaju zeleni fluorescentni protein [44].
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Ta je studija pokazala da su ukupna duzina dendrita, broj tocaka grananja i terminalnih
zavrsetaka te broj primarnih dendrita signifikantno veci u neurona odraslih miseva koji
izrazavaju D1 receptor.

Na naSem uzorku nije pronadena bilaminarna distribucija neurona koja bi ukazivala na
postojanje morfoloski dvije jasno odvojene populacije, §to i nije iznenadenje s obzirom da su
razlike opisane izmedu D1 i D2 neurona pokazale da se ne radi o razdvojenim populacijama
koje bi se mogle definirati na temelju kvalitativnih 1 kvantitativnih podataka, ve¢ se velikim
dijelom ova svojstva preklapaju izmedu populacija. Tako bi razlike opisane u ovom
istrazivanju mogle biti odraz razlicite distribucije D1 i D2 subpopulacije trnastih srednje
velikih neurona unutar samog strijatuma.

Duzine intermedijarnih i terminalnih segmenata dobivene u ovoj disertaciji ukazuju da
trnasti srednje veliki neuroni imaju slican tip grananja kao bazalni dendriti V. sloja
piramidnih neurona u ljudskoj prefrontalnoj mozdanoj kori [47] koji su manje razgranati od
piramidnih neurona III. sloja iste regije [48]. Kada se pak usporede s ostalim Golgi Cox
analizama radenima u naSem laboratoriju, veli¢ina i sloZenost dendritic¢kih stabala trnastih
srednje velikih neurona odgovara bazalnim dendriti¢kim stablima najve¢ih piramidnih
neurona u primarnoj motori¢koj kori miSeva [49], iako su veli¢ina i tip grananja trnastih
srednje velikih neurona puno vece i sloZenije nego one piramidnih neurona asocijativne
mozdane kore [50] 1 granularnih stanica dentatusa Stakora [51].

Za razliku od gore spomenutih parametara, parametri volumena i povrsine tijela neurona

pokazali su se dosta nekonzistentni izmedu usporedivanih linija eksperimentalnih zivotinja.

6.2. Konzistentnost morfoloskih parametara trnastih srednje velikih neurona strijatuma

U Zzivotinja divljeg tipa utvrdene su razlike u parametru povrsine tijela neurona,
ukupnom volumenu dendrita, volumenima dendrita u svim segmentima te gustoci
dendriti¢kih trnova. Promjene volumena bile su posljedica promjena u promjeru dendrita jer
nije bilo znac¢ajnih razlika u ukupnoj duZini i duzini individualnih segmenata.

S obzirom da je i kod transgeni¢nih zivotinja uoc¢ena istovjetna tendencija, a transgeni¢ne
zivotinje su takoder paralelno procesirane u serijama, kao i kontrolni divlji tip, te razlike
najvjerojatnije su metodoloski uzrokovane. Treba spomenuti kako je u sve tri serije strogo
primijenjen istovjetan protokol, to¢no prema uputi proizvodaca. Kako je volumen dendrita bio

najmanji u skupini koja je dodatno bila bojana toluidinskim modrilom, moguce je da je zbog
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dodatnog bojanja doslo do skvréavanja samog reza, iako se ne moze iskljuciti niti razlika u
skvrcavanju tkiva u proceduri prije samoga rezanja [47]. Rezovi su bili izvorno debljine 200
um, a mjerenjem debljine nakon rezanja moZze se pretpostaviti stanjivanje od 5-10%, odnosno
do 20% u rezova dodatno obradenih toluidinom. Zbog velike krtosti blokova impregniranih
Golgi metodom, tijekom rezanja dolazi do znacajnog osteéenja rubova pa tako nije moguce
ove podatke o debljini smatrati potpuno konzistentnima. Uz to, kod rezova obradenih
toluidinskim bojanjem teze se zbog dodatnog obojenja moze odrediti gornja i donja granica
reza, §to je dodatni razlog zasto se rezultati mjerenja debljine reza ne mogu smatrati
konzistentnim za kvantifikaciju. Iz tog razloga rezultati o potencijalnom stanjivanju reza kao
razlog promjena u promjeru dendrita nisu prikazani u dijelu rezultata.

Takoder, ukoliko su metodoloski uvjetovane, primarni razlog razlika u debljini dendrita
trebao bi se vezati uz proces dehidracije samog bloka, kada dolazi do izvlacenja vode iz tkiva
pa tako i samih stanica. Kako se radi o malim blokovima i vrlo malim razlikama u
skvréavanju, ovakve promjene je iznimno tesko konzistentno utvrditi.

Golgi Cox metoda u obliku kita koja je koriStena u ovoj studiji nije prije koriStena za analize
u nasem laboratoriju, niti je u literaturi opisana njena konzistentnost u bojanju u odnosu na
klasi¢nu Golgi Cox metodu. Ono $to je vazno napomenuti je da su podatci o duljini i
razgranatosti bili iznimno konzistentni, $to je bitno za vjerodostojnost rezultata kada se
eksperimentalni postupak ne provodi potpuno paralelno i u isto vrijeme, $to je slucaj u veéini
istrazivanja.

Promjene u promjeru dendrita iznimno su dinami¢ne i brzo se mijenjaju ovisno o
funkcionalnom stanju neurona [52] tako da uocene razlike ne moraju nuzno biti posljedica
obrade tkiva u postupku Golgi impregnacije, ve¢ mogu biti odraz funkcionalnog stanja
neurona u trenutku Zrtvovanja. Unato¢ tome $to su sve Zivotinje drZane u istim uvjetima i
prema istom protokolu, nemoguce je bilo standardizirati ponasanje majki i ostalih Zivotinja
koje su bile u okruzenju, tako da je moguce da su zivotinje bile pod utjecajem razlicitog
socijalnog okruzenja ili uvjeta u zivotinjskoj nastambi $to je takoder moglo utjecati na
debljinu dendrita osobito u vrijeme razvoja [52-55].

Vecina zivotinja u ovoj studiji Zrtvovana je u ranoj odrasloj dobi, tako da razlike dobivene
izmedu grupa mogu podrzati prethodna istrazivanja koja su pokazala kako na debljinu
dendrita izrazito utjece okolina u vrijeme razvoja [52-55]. Za odrasli strijatum je isto tako
dokazano da u odredenim okolnostima pokazuje sinapticku plasti¢nost [56]. Podatci dobiveni

u ovoj disertaciji isto tako sugeriraju da su u vrijeme razvoja dendriti trnastih srednje velikih
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neurona u misa posebno osjetljivi na stimulaciju iz okoline, kao $to je prethodno sugerirano u
Stakora [57].

Unato¢ uo¢enim neujednacenostima u debljini dendrita 1 povrSini tijela neurona koje su
moguce metodoloski uvjetovane, skladnost ostalih parametara dendriticke morfologije
omogucava njihovo koriStenje kao referentnih vrijednosti u daljnjim morfoloskim
istrazivanjima koja koriste razli¢ite modele genetski modificiranih zivotinja za opisivanje

patoloskih stanja koja mogu zahvatiti trnaste srednje velike neurone strijatuma.

6.3. Regionalne razlike u morfologiji trnastih srednje velikih neurona strijatuma

Dosadasnja istrazivanja nisu ukazala na to da bi mogle postojati morfoloske razlike
trnastih srednje velikih neurona u razli¢itim dijelovima strijatuma, iako je jedna studija
pokazala da kroz odraslu dob dolazi do razli¢itih promjena u morfologiji ovih neurona u
kaudalnom dijelu strijatuma [58]. Ta je studija pokazala da veli¢ina dendritickog stabla
trnastih srednje velikih neurona u rostralnom strijatumu ostaje stabilna sa starenjem, dok u
neuronima kaudalnog strijatuma dolazi do zna¢ajnog povecanja ukupne duzine dendrita
izmedu 25. i 30. mjeseca zivota i to najve¢im dijelom zbog izduzenja, a ne izrastanja novih
segmenata.

Usporedba vrijednosti morfoloSkih parametara unutar sve Cetiri ispitane regije strijatuma u
ovoj disertaciji (rostralne, dorzomedijalne, dorzolateralne, kaudalne) pokazala je da se
morfologija dendrita razlikuje izmedu rostralnog, srediSnjeg i kaudalnog dijela strijatuma.
Regionalne razlike opazene unutar miSeva divljeg tipa opazene su 1 unutar transgenicnih
zivotinja kada su sve tri linije analizirane zajedno. U sredi$njem dijelu strijatuma nije uocena
razlika izmedu medijalnog i lateralnog dijela, Sto pokazuje da su uocene razlike prisutne samo
u rostro-kaudalnom smjeru. Ovdje treba napomenuti kako je u srediSnjem dijelu analizirana
samo dorzalna polovica strijatuma, a u rostralnom i kaudalnom dijelu neuroni nisu uzeti iz
ventralnog dijela (nucleus accumbens). Stoga rezultati ovog istrazivanje ne iskljucuju i
postojanje ventro-dorzalnih razlika u morfologiji srednje velikih trnastih neurona.

Kako su razlike unutar same populacije srednje velikih trnastih neurona vrlo izrazene, vidljivo
je da dobivene razlike u rostro-kaudalnom smjeru ne predstavljaju razlike u kvalitativnom
smislu, ve¢ se radi o razlikama u odredenim oblicima dendriti¢kog stabla koje su i statisticki
znacajne. lako je dendriti¢ko stablo neurona u rostralnom i kaudalnom dijelu ve¢e u odnosu

na sredis$nji dio, zanimljivo je kako se topoloski primjecéuje razli¢ita tendencija. Tako neuroni
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u kaudalnom strijatumu imaju duze i razmjerno tome razgranatije dendriticko stablo koje
sadrzi viSe segmenata, dok kod neurona u rostralnom strijatumu povecanje duzine ne prati i
povecanje broja segmenata. Takoder, u kaudalnom strijatumu dendriti imaju i ve¢i promjer pa
shodno tome i znac¢ajno veci volumen, ¢ak i na razini individualnih segmenata kod kojih
nema razlike u prosje¢noj duzini. Za razliku od toga, u rostralnom strijatumu dendriti su duzi,
ali manjeg prosjecnog promjera i u prosjeku s duzim segmentima.

Ovakve regionalne promjene mogu biti odraz razlika u projekcijama unutar razlic¢itih dijelova
strijatuma koji imaju pravilnu topografsku organizaciju u odnosu na koru velikoga mozga.

S obzirom da su rostralni i kaudalni dijelovi strijatuma povezani s asocijativnim podrucjima
mozdane kore, to moze pojasniti vecu slozenost dendritickog stabla u tim dijelovima
strijatuma. Razlike u topolgiji dendrita izmedu ova dva dijela strijatuma ujedno pokazuju

funkcionalnu i strukturnu specijalizaciju izmedu razli¢itih projekcija i podrucja mozga.

6.4. Usporedba morfologije projekcijskih srednje velikih neurona strijatuma izmedu tri

transgeni¢ne populacije miSeva (Foxp2"™", Foxp2™***, Foxp2™"") i miSeva divljeg tipa

U istrazivanju Enarda i suradnika [27] je pokazano kako neuroni kortiko-strijatalnih
krugova humaniziranog misa (sa zamjenom obje aminokiseline), koji imaju visok stupanj
ekspresije Foxp2 gena, imaju i do 50% vecu duljinu dendritickog stabla od neurona zivotinja
divljeg tipa. Osim promjena u morfologiji neurona, opisan je i utjecaj humaniziranog Foxp?2
gena na koncentraciju dopamina, elektrofizioloSke promjene na trnastim srednje velikim
neuronima strijatuma, promjene u glasanju zivotinja te promjene u motorickom ponasanju
Zivotinja.

Humanizirani alel tako utjeCe na smanjenje sposobnosti Zivotinja za istrazivanje okoline,
snizenje koncentracije dopamina u razli¢itim dijelovima mozga, pojac¢anje dugoro¢ne
depresije nakon visoko frekventne stimulacije (LTD) i diskretno smanjenje vokalnog glasanja
Zivotinja.

Kako je cilj ovog istraZivanja bio primarno utvrditi u kojoj mjeri su prije opisane
promjene na neuronima strijatuma vezane uz promjenu samo na jednom od dva mjesta na
Foxp2 genu te utvrditi postoje li regionalne razlike u promjenama na neuronima strijatuma,
rezultati nisu uspjeli jasno potvrditi rast dendritickog stabla na trnastim srednje velikim

neuronima strijatuma dobiven u prethodno spomenutoj studiji.
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Medutim, u humaniziranog misa je pokazana tendencija prethodno opisanim promjenama jer
su volumeni terminalnih i intermedijarnih segmenata u kaudalnom dijelu bili statisticki
znacajno manji nego u kontrolnoj skupini. To ukazuje na moguénost blagog produljenja
dendritickog stabla, iako su promjene volumena bile najve¢im dijelom posljedica smanjivanja
promjera dendrita. Istovremeno, gustoéa trnova je u rostralnom dijelu po duljini dendrita bila
znacajno veca nego u kontrolnoj skupini. Prosje¢na duzina terminalnog segmenta bila je kod
Foxp2 "™ linije zna¢ajno manja u rostralnom dijelu, kao i povrsina tijela. To ukazuje na
mogucnost da je u rostralnom dijelu doslo do blagog skrac¢ivanja duzine dendrita, ali bez
smanjivanja broja trnova s obzirom da je njihova gustoéa veéa u Foxp2 ™" liniji migeva.

Te promjene ne potvrduju hipotezu postavljenu u prethodnim radovima da promjene u Foxp?2
genu tijekom evolucije ¢ovjeka utjecu intrinzicki na rast dendritickog stabla trnastih srednje
velikih neurona. Uoc¢ene promjene morfologije neurona vezane su uz parametre i u opsegu
koji prije ukazuje na promjene u funkcionalnoj aktivnosti unutar neuralnih krugova
strijatuma. Znacajno visa dugoro¢na depresija nakon visoko frekventne stimulacije (LTD) na
trnastim srednje velikim neuronima strijatuma humaniziranog miSa u odnosu na kontrolnu
skupinu tako pokazuje vecu razinu sinapticke plasti¢nosti u transgenic¢ne zZivotinje [27].
Zanimljivo je kako su istovjetne 1 statisticki znacajne promjene u funkcionalnoj aktivnosti
trnastih srednje velikih neurona pronadene i u Foxp2™"?" liniji, ali ne i u Foxp2™*** [59].

To ukazuje kako je promjena na poziciji T302N posebno vazna u reorganizaciji neuralne
mreze kortiko-strijatalnih krugova i indukciji strukturnih i funkcionalnih promjena koje ¢e
omoguciti procesuiranje govora.

U nasoj studiji u Foxp2™?* liniji nisu uo&ene nikakve znadajne razlike u odnosu na
kontrolnu skupinu, dok su u Foxp2™%" liniji uoene istovjetne promjene volumena kao i u
humaniziranog misa. Ipak promjene u rostralnom dijelu koje su bile prisutne u humaniziranog
mi$a nisu zamijecene.

Regionalne razlike u razinama dopamina i serotonina, kao i njihovih razgradnih produkata
unutar strijatuma u sve tri linije miSeva istrazivane su unutar jedne vece studije (rezultati nisu
objavljeni). Zanimljivo je kako se razina dopamina i serotonina najviSe smanjila upravo u
kaudalnom dijelu strijatuma humaniziranog misa. Promjene su takoder zabiljezene 1 u drugim
dijelovima: u dorzo-medijalnom strijatumu su smanjene razine i dopamina i serotonina, a u
rostralnom se smanjila samo razina serotonina, dok u dorzolateralnom dijelu nije bilo
promjena.

U Foxp2™"" liniji promjene su bile istovjetne kao i u humanizirane linije, ali je ovdje

smanjenje u dorzo-medijalnom dijelu bilo viSe izrazeno.
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Zanimljivo je da u liniji Foxp2"*?* nije bilo nikakvog odstupanja u dorzo-medijalnom, ali je
u kaudalnom dijelu takoder smanjena razina dopamina, kao i u rostralnom dijelu.

Ovi podatci pokazuju da postoje strukturne, kemijske 1 funkcionalne promjene na
trnastim srednje velikim neuronima strijatuma u humaniziranog misa koje su najveéim
dijelom izraZene u kaudalnom dijelu gdje su istovjetne promjene izrazene i u liniji Foxp2™*".
Podatci pokazuju i da su te promjene prvenstveno vezane uz funkcionalne promjene i da ne

dovode do vecih promjena u strukturi same neuralne mreze.
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7. ZAKLJUCCI

1. Trnasti srednje veliki neuroni strijatuma morfoloski su homogena populacija, ali uz Sirok
raspon kada se parametri prikazu kao prosjecne vrijednosti po pojedinom neuronu.

2. Postoje znacajne regionalne razlike u morfologiji gdje neuroni u rostralnim i kaudalnim
dijelovima imaju u prosjeku 15-20% vece dendriti¢ko stablo, ali uz razli¢itu topologiju; u
kaudalnim se dijelovima proporcionalno poveéava broj segmenata, dok u rostralnim
dijelovima to nije slucaj tako da su u prosjeku pojedinacni segmenti znacajno duzi.

3. Nisu uocene veée promjene u morfologiji dendrita trnastih srednje velikih neurona
strijatuma u zivotinja s humaniziranim oblikom Foxp2 gena, §to ukazuje da promjene u
strukturi ovog gena nisu izravno povezane s izrastanjem dendrita, kao S$to je bilo
pretpostavljeno na temelju rezultata prethodnih istrazivanja.

4. Znacajnije razlike vidljive su samo na malom broju parametara i odnose se na parametre
koji prikazuju volumen, gustocu dendritickih trnova, ali i prosjecnu duzinu terminalnog
segmenta. Ove promjene su najvise izrazene u rostalnom dijelu strijatuma dok se manji broj
parametara razlikuje u kaudalnom dijelu, a u sredi$njim dijelovima koji su vezani uz motorna
1 somatosenzibilna podrucja razlike nisu pronadene.

5. Kod linije miSeva sa zamjenom samo jedne aminokiseline nisu uoc¢ene znacajne razlike niti
u jednom parametru, osim razlika u prosje¢nim volumenima pojedinac¢nih segmenata u
kaudalnom dijelu strijatuma kod linije mieva s promjenom na mjestu T302N (Foxp2 7*Y).

6. Taj rezultat pokazuje da su promjene prisutne kod humaniziranog oblika Foxp2 gena

7302 N32
230N 234).

vezane uz obje supstitucije u genu (Foxp i Foxp
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8. SAZETAK

Smatra se da FOXP2 gen ima vaznu ulogu u neuralnim krugovima koji omogucavaju
procesiranje govora. Protein koji kodira taj gen se izmedu ¢impanze i Covjeka razlikuje u
samo dvije aminokiseline $to govori u prilog njegove visoke konzerviranosti. U ljudi sa samo
jednim funkcionalnim alelom FOXP2 gena najizrazenije strukturne promjene se nalaze u
strijatumu, Sto korelira s poremec¢ajima govora. Transgeni¢na varijanta ¢ovje¢jeg gena dovela
je u miSa do razliitih elektrofizioloskih promjena i promjena u ponaSanju. Dosada$nja
istrazivanja su implicirala i njegov utjecaj na rast dendritickog stabla u neuronima u kojih je
izrazenost Foxp2 najveca, a to su trnasti srednje veliki neuroni strijatuma. Cilj ovoga
istrazivanja je bio detaljno analizirati morfologiju trnastih srednje velikih neurona strijatuma u
miSeva divljeg tipa koriste¢i Golgi Cox metodu, utvrditi regionalne razlike u morfologiji
unutar strijatuma te vidjeti kako na njihovu morfologiju utje¢e humanizirani Foxp2 gen i

2T302N i Foxp2N324S).

njegove dvije varijante (Foxp Nase istrazivanje je pokazalo da izmedu
transgenicnih Zivotinja i njihovih kontrolnih skupina nije bilo znacajnijih razlika u
neuronalnoj morfologiji, no uocene su regionalne razlike i to osobito u rostralnom 1
kaudalnom dijelu strijatuma gdje neuroni u prosjeku imaju 15-20% vecée dendriticko stablo,
ali uz razli¢itu topologiju. Tako se u kaudalnim dijelovima proporcionalno povecava broj
segmenata, dok u rostralnim dijelovima to nije slucaj pa su u prosjeku pojedinacni segmenti
znacajno duzi.

Iako razlike nisu znacajne, one ukazuju na to da promjene u strukturi ovog gena nisu izravno
povezane s izrastanjem dendrita, ve¢ da dolazi do promjene aktivnosti kortiko-strijatalnih
krugova povezanih s ¢eonom 1 zatiljnom mozdanom korom. U linijjama miSeva koje nose
samo jednu zamijenjenu aminokiselinu nisu uocene znacajne razlike u morfologiji
dendritickog stabla.

Dobiveni rezultati ukazuju da su promjene koje se mogu pripisati humaniziranom obliku

Foxp2 gena vezane uz potrebu zamjene obje aminokiseline u njegovom proteinu.
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9. SUMMARY

Title: Changes in morphology of projection striatal neurons in mice with humanized

versions of Foxp2 gene

It has been proposed that the FOXP2 gene has an important role in the function of
neural circuitries involved in speech processing. A protein coded by this gene differs between
chimpanzee and man in only two amino acids, which means that it is extremely conserved.
Individuals with only one functional FOXP?2 allele suffer from speech impairment and have
structural changes predominantly found in the striatum.

When a human variant of the gene was experimentally introduced into the Foxp2 gene of
mice, experiments showed that this gene caused electrophysiological as well as different
behavioural changes in the experimental animals. Research studies implicated its role in
dendritic outgrowth of neurons that highly express Foxp2, like medium spiny neurons of
striatum.

The goal of this research was to analyse the morphology of medium spiny neurons in the
wild type animals using Golgi-Cox method, to determine regional differences in their
morphology throughout dorsal striatum and to see the possible effect of humanized Foxp?2
gene and two additional lines of transgenic animals (£ oxp2T%?N and Foxp2"™***5) on their
morphology.

The results showed that there were no major morphological differences between the neurons
of transgenic animals and their control group but there were regional differences in neuronal
morphology, especially in the rostral and caudal striatum where the neurons had on average

15-20% greater dendritic trees but with different topology. Accordingly, the number of
segments was proportionally increased in the caudal parts, as opposed to the rostral parts that
had longer average length of individual segments.

Although these differences were not significant, they implied structural changes influenced by
Foxp2 gene, which were not directly related to dendritic outgrowth but rather with changes in
activity of the corticostriatal loops associated with frontal and occipital cortex.

The results showed that in order to influence changes present in the humanized animals, both

amino acid changes in the protein structure are needed.
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2003. godine s odli¢nim uspjehom te zatim upisuje Medicinski fakultet u Zagrebu na kojemu
2009. godine stjece zvanje doktora medicine. Za znanstveni rad pokazuje interes jo$ kao
studentica na Klinici za psiholo$ku medicinu te pod mentorstvom prof.dr.sc.Marijane Bras
sudjeluje kao koautor u izradi dva znanstvena rada i poglavlja u udzbeniku Komunikacija u
medicini. Nakon kraceg rada u Neuropsihijatrijskoj bolnici ,,Dr. Ivan Barbot* u lipnju
2011.godine se zaposljava na mjesto asistenta na Zavodu za anatomiju ,,Drago Perovi¢*
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, gdje 1 danas radi te iste godine upisuje
poslijediplomski studij ,,Biomedicina i zdravstvo®. Prijedlog disertacije pod naslovom:
»Morfoloske promjene projekcijskih neurona strijatuma u misa s humaniziranim oblicima
Foxp2 gena“ prihvacen je 18. lipnja 2013.godine pod mentorstvom prof.dr.sc. Zdravka
Petanjeka. Do sada je kao koautor objavila 5 znanstvenih radova od kojih je jedan indeksiran
u bazi podataka Current Contents, a 4 rada u Science Citation Index- Expanded i sudjelovala
na 10 domacih i medunarodnih znanstvenih skupova.
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ucenju stranih jezika te se do sada sluzi s engleskim, njemackim, talijanskim, Spanjolskim,

hebrejskim 1 francuskim jezikom.
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